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1- INTRODUCAO

Os bufalinos séo criados nas mais variadas condi¢Bes climaticas,
estando presentes em todo o Brasil e em boa parte da América Latina e
reproduzindo-se nas condicbes de clima tropical umido amazdénico, no
nordeste, bem como nas regides alagadicas e frias do extremo sul do pais
(VALE, 1999).

Segundo a Associacdo de Criadores de Bufalos, o Brasil possui
aproximadamente trés milhdes de animais, com abate anual de 600 mil
cabecas e consumo de 150 mil toneladas de carne (SILVA, 1996). Dados
da FAO (1999) mostraram um crescimento do rebanho bufalino brasileiro
de 1.340 % entre os anos de 1970 e 1998.

Os bufalinos possuem algumas peculiaridades na fisiologia
reprodutiva que os diferem dos bovinos. Entre essas, esté o ciclo estral que
apresenta caracteristicas tipicas, tais como uma grande variacdo na
duracdo e na expressado dos sintomas do estro, inicio de aceitacdo da
monta pelo macho no proestro, ovulacdo sempre apOs cessarem 0S
sintomas de cio, cios silenciosos, cio anovulatério no meio do ciclo,
presenga do tbnus uterino bem superior ao da fémea bovina, pouca
secrecdo de muco e baixa atividade homossexual (VALE, 1988). A duracao
meédia do ciclo estral da bufala é de 21 dias (18 a 32) e, do mesmo modo
como 0 € na maioria das espécies domésticas, esta dividido em proestro,
estro, metaestro e diestro. A ovulagdo ocorre entre 15 e 18 horas apos o
término do estro (35 a 45 horas ap0ds o inicio do estro) (JAINUDEEN &
HAFEZ, 1995).

Nos ultimos anos, varias pesquisas tém sido realizadas com o objetivo
especifico de desenvolver técnicas e procedimentos que favorecam uma
maior eficiéncia reprodutiva em espécies animais de interesse zootécnico.

Entre esses estudos, aqueles que envolvem a organizacdo morfologica do
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sistema reprodutor feminino merecem atencado especial, visto que as
modificaces histofisiologicas que ocorrem no sistema genital durante o
ciclo estral agem diretamente sobre o organismo, influenciando o
metabolismo e o comportamento da fémea. Entretanto, nessa area de
estudo, poucos trabalhos foram executados na espécie bufalina, sobretudo
em condi¢des de manejo e clima tropicais.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi 0 de caracterizar os aspectos
histolégicos do Utero, tuba uterina e ovario de bufalas durante as fases
folicular e lutea do ciclo estral, visando a obtencdo de mais subsidios para a
aplicacao de biotecnologias da reproducdo como a inseminacao artificial, a

transferéncia de embrido, e a fertilizag&o in vitro.
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2 —REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Utero

O Utero é composto de dois cornos uterinos, um corpo e uma cérvix. E
do tipo bipartido (uterus bipartitus) na vaca, ovelha e égua, pois apresenta
um septo que separa 0s dois cornos e um proeminente corpo uterino. O
Utero € um oOrgéao altamente capacitado e adaptado a reconhecer e nutrir o
produto da fertilizacdo, desde a implantacdo até o parto (HAFEZ, 2000).
Dessa forma, este 6rgdo desempenha um papel critico na manutencédo e
desenvolvimento do embrido e o seu estudo fornece muitas informagdes
Gteis na avaliacdo da fertilidade bufalina.

A parede do utero é dividida em trés camadas: a mucosa ou
endométrio, a muscular ou miométrio e a serosa ou perimétrio. O
endométrio € constituido por duas zonas que diferem em estrutura e funcao.
A camada mais superficial chamada de zona funcional e uma camada mais
profunda, a zona basal (PRIEDKALNS & LEISER, 1998). A zona funcional é
tradicionalmente dividida em dois estratos, o compacto e 0 esponjoso,
baseado na aparéncia morfologica que esses estratos apresentam durante
o ciclo estral (HENDRICKSON & KEMPSON, 1992).

Em ruminantes, o epitélio de superficie da zona funcional é pseudo-
estratificado e/ou cilindrico simples, podendo ser, em areas isoladas,
clbico simples (DELLMANN & BROWN, 1982; BANKS, 1992;
PRIEDKALINS & LEISER, 1998). As bordas apicais das células cilindricas
possuem microvilosidades, numerosas especializa¢cdes digitiformes da

membrana plasmatica que variam de altura de acordo com a atividade
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secretora do epitélio, apresentando-se mais longas na fase lutea que na
fase folicular (STINSON et al., 1962).

O tecido sub-epitelial da regido mais superficial da zona funcional
(estrato compacto) consiste de tecido conjuntivo frouxo, ricamente
vascularizado com muitos fibrocitos, macr6fagos e mastocitos, podendo
encontrar também neutrofilos, eosinéfilos, linfocitos e plasmécitos. A regido
mais profunda (estrato esponjoso) dessa zona constitui-se de tecido
conjuntivo frouxo, sendo este menos celular. Em ruminantes, durante o estro,
uma grande quantidade de fluido deposita-se nos espacos teciduais da
zona funcional, dando origem ao edema endometrial (PRIEDKALNS &
LEISER, 1998).

Em todo o endométrio estdo presentes glandulas uterinas tubulares
simples, enoveladas e ramificadas, estando ausentes na regidao da
caruncula em ruminantes (PRIEDKALNS & LEISER, 1998). O epitélio
glandular é similar ao luminal, exceto pela presenca de cilios na superficie
livre de muitas células cilindricas (STINSON et al., 1962). As cartnculas sao
espessamentos circunscritos da lamina propria, ricas em fibroblastos com
extenso suprimento sanguineo. Aproximadamente quatro fileiras com 15
carunculas estéo presentes em cada corno uterino (DELLMANN & BROWN,
1982; PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

O endométrio de bufalas possui quatro camadas semelhantes aquelas
descritas em bovinos: um epitélio de revestimento pseudo-estratificado
cilindrico; um estrato compacto constituido por tecido conjuntivo denso;
estrato esponjoso, onde as glandulas uterinas se ramificam; estrato basal
no qual as glandulas uterinas terminam (EL-SHEIKH & ABDELHADI, 1970).
Além disso, ALBOGHOBEISH (2000) observou no epitélio pseudo-
estratificado a presenca de células ciliadas que se apoiavam na membrana

basal.
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Véarias mudancas morfologicas ocorrem no endométrio de ruminantes
durante o ciclo estral, provocadas pelos horménios ovarianos estradiol e
progesterona. Na vaca, durante os ultimos trés a quatro dias do diestro, a
mucosa regride, com reducéo da altura do epitélio luminal, e as glandulas
uterinas tornam-se curtas com epitélio baixo e sem secrecado. Ja durante o
proestro sob a influéncia do estrégeno, o endométrio é restaurado, a
mucosa torna-se espessa, congesta e edematosa com a predominancia de
células secretoras de muco. Contudo, a proliferacao glandular limita-se a um
crescimento linear das glandulas, sem ramificacdo ou enovelamento.
Durante o estro, o edema e a hiperemia endometriais sdo marcantes
(PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

No metaestro, o edema diminui e hemorragias microscépicas ocorrem
na zona funcional, caracterizando o processo de metrorragia. Na vaca, a
metrorragia tem inicio antes da ovulacao, atingindo o pico durante o edema
endometrial e sendo mais proeminente nas regiées centrais das carunculas,
e termina abruptamente no 2° dia ap6s o estro (PRIEDKALNS & LEISER,
1998).

A atividade mitGtica nos epitélios uminal e glandular e no estroma
inicia-se durante o estro e continua por aproximadamente seis dias. Uma
invasdo de agranuldcitos, essencialmente linfocitos, ocorre de trés a cinco
dias apos o estro (PRIEDKALNS & LEISER, 1998). No entanto, VANDER
WIELEN & KING (1984) nédo observaram uma variagdo significativa do
namero de linfécitos no endométrio durante o ciclo estral.

O aumento do numero de eosindfilos ocorre do estro para o meio do
ciclo, assim como o numero de mastécitos durante o edema endometrial,
especialmente nas regides intercarunculares (PRIEDKALNS & LEISER,
1998). MATSUDA et al. (1983) descreveram um aumento significativo do
namero de eosindfilos no endométrio bovino durante o estro e o metaestro

em relagdo a outras fases do ciclo estral.
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Com o inicio do diestro, sob a influéncia da progesterona, o
endométrio passa de um estagio proliferativo para um secretor, com
espessamento do epitélio glandular, além de ramificagdo, enovelamento e
secrecao das glandulas. Durante os 11 dias iniciais do diestro, a secre¢ao
glandular é grande, mas, se a gestacdo nao acontecer, ocorre regressao
das glandulas apdés a lutedlise nos dltimos trés dias do diestro
(PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

Em bovinos e bufalinos, SUNDARAVADANAN & VENKATASWAMY
(1973) verificaram que as modificagcdes uterinas encontradas durante as
fases folicular e Iutea do ciclo estral estavam relacionadas a espessura e
vascularizagdo do endométrio e miométrio e ao crescimento das glandulas
uterinas. Segundo WORDINGER & DICKEY (1971), as caracteristicas
histolégicas do endométrio de vacas abatidas trés dias apds o cio foram:
edema, aumento de vascularizagdo na lamina propria e no estroma tecidual.

O epitélio de revestimento do endométrio bufalino apresenta-se do
tipo colunar alto durante a fase folicular, com uma borda superficial do
epitélio positiva ao acido periddico de Shiff (PAS). Na regido glandular, o
material positivo ao PAS esta presente nas glandulas que se situam mais
proximas ao lumen. O material PAS positivo do epitélio uterino ndo é
composto por glicosaminoglicanas (GAGs) &cidas, em contraste com o
material encontrado na tuba uterina e cérvix (SUNDARAVADANAN &
VENKATASWAMY, 1973a).

Bioguimicamente distinguem-se dois tipos de acucares, 0s neutros e
os acidos, também chamados de GAGs. As glicosaminoglicanas sao
polissacarideos ligados ou ndo a proteinas que formam polimeros lineares
(n&o ramificados) de peso molecular elevado, constituidas por unidades
dissacarideas compostas por um acido urénico e uma hexosamina. Entre
as GAGs acidas, existem aquelas que possuem grupamentos carboxilicos
(COOH) e as com grupamentos éster sulfarico (OSOsH) (JUNQUEIRA &
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CARNEIRO, 1999). Entre os acucares neutros, destaca-se o glicogénio que
€ 0 Unico polissacarideo livre no organismo dos mamiferos, podendo ser
evidenciado pela reacdo ao acido periodico de Schiff (PAS) (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 1999).

Ha evidéncias de que os polissacarideos produzidos nos epitélios de
revestimento do Utero e da tuba uterina possam ter papel importante nos
fenbmenos de fertilizacdo (VARNER et al., 1990) e fixacdo inicial do
concepto ao endométrio (LINDEBERG et al., 1990).

GONZALES et al. (1985) observaram, no endométrio de vacas
normais, um epitélio com citoplasma eosinofilico homogéneo e com
vacuolos, durante as fases folicular e lGtea, respectivamente. As glandulas
uterinas variavam de tubulares retas a tortuosas e ndo mostravam
evidéncias de alteracdes degenerativas e necroticas. Além disso, um
infiltrado de linfocitos, plasmdcitos, neutrofilos e mastdcitos encontrava-se
distribuido uniformemente na lamina prépria, com a predominancia de
linfocitos.

No endométrio da por¢cdo média dos cornos uterinos de novilhas
bovinas, OHTANI et al. (1993) relataram varios achados, tais como: mitoses
glandulares durante o proestro e estro; metrorragia e edema no estroma
durante o cio e no 1° dia do ciclo; vacuolizacdo supranuclear no epitélio
glandular entre o 3° e 7° dias; infiltrag&o leucocitaria no epitélio superficial no
7° e 8° dias; e mitoses nas células do estroma no estro e meio da fase latea.
Ao contrario das outras fases do ciclo estral, ndo ocorreram modificacbes
progressivas no endométrio durante a fase lutea tardia.

Em bufalas Murrah, SINGH & SHARMA (1985) observaram glandulas
uterinas distribuidas por todo o endométrio, exceto na regidao das
carinculas, e, em alguns casos, estendidas até o estrato submucoso do
miométrio. O numero de glandulas superficiais e a altura do epitélio

glandular sofreram variacdo de acordo com as diferentes fases do ciclo
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estral, estando em maior nUmero no meio e em menor no final da fase lutea.
Esse aumento € causado pelo crescimento em comprimento e pelo
enovelamento das glandulas. Todavia, JANAKIRAMAN et al. (1976)
verificaram um nimero maior de glandulas endometriais durante o estro e
poucas glandulas na fase litea do ciclo estral. Segundo esses autores,
essas observacdes indicam que as glandulas crescem em tamanho e que a
circunferéncia total das mesmas aumenta sob a influéncia da progesterona.
A ocorréncia em menor nimero por unidade de &rea € devido ao aumento
do tamanho e da natureza tortuosa das glandulas uterinas.

SINGH & SHARMA (1985) também notaram que o diametro do limen
glandular foi maximo no meio da fase Ilitea e minimo na fase folicular. A
secrecao glandular apresentou-se do tipo apocrina, e foi visualizada ainda
secrecdo merécrina. Em relagdo as glandulas basais, apresentaram o
mesmo comportamento das superficiais quando ao diametro e a altura do
epitélio glandular, porém ndo houve variacéo significativa quanto ao nimero
durante o ciclo estral.

Em bdfalas de rio com idade entre trés e cinco anos,
ALBOGHOBEISH (2000) relatou que, na fase lutea, a altura e atividade
secretora, assim como a vacuolizagdo das células do epitélio luminal,
estavam aumentadas. O desprendimento do epitélio foi descrito na fase
inicial do diestro. O estroma constituiu-se essencialmente de tecido
conjuntivo fibroso com um pobre suprimento vascular, apresentando vasos
estreitos e com parede fina. Os estratos compacto e esponjoso foram
identificados logo abaixo do epitélio, com o ultimo mais difuso durante a
fase folicular, embora as duas camadas se apresentassem mais
diferenciadas durante a fase lutea. Na fase folicular, tornaram-se evidentes
0 aumento da vascularizagédo e da congestao, o edema na regiao do estrato

esponjoso, 0 extravasamento de sangue e a necrose do epitélio.
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Em relacdo ao miométrio, este é formado por uma espessa camada
circular interna e uma camada longitudinal externa de células musculares
lisas que aumentam em numero e tamanho durante a gestacdo. Entre as
duas camadas ou na parte mais profunda da camada interna, ha uma zona
vascular constituida de grandes artérias, veias e vasos linfaticos
(DELLMANN & BROWN, 1982; BANKS, 1992).

O miométrio de bdfalas é dividido em trés zonas: o estrato
submucoso, composto de fibras musculares lisas, irregulares, circulares,
longitudinais e obliquas; o estrato vascular, composto de tecido conjuntivo
frouxo, altamente vascularizado e com fibras musculares irregulares dando-
Ihe uma aparéncia esponjosa; e o estrato subseroso formado por fibras
musculares longitudinais (EL-SHEIKH & ABDELHADI, 1970). Durante o
ciclo estral, SHUKLA et al. (1973) observaram que a espessura do
miométrio aumentou a partir do 3°dia do ciclo, atingindo um pico no 15° dia,
guando comecou a diminuir. A espessura da camada muscular longitudinal
modificou-se significativamente com o aumento da espessura no estro e
diminuicdo no inicio da fase lutea. Ao contrario, a camada muscular circular
apresentou-se menos espessa no estro.

A terceira camada do Utero, 0 perimétrio ou serosa, € constituida de
tecido conjuntivo frouxo coberto por mesotélio peritoneal, possuindo
numerosos vasos sanguineos, linfaticos e fibras nervosas (DELLMANN &
BROWN, 1982; BANKS, 1992; PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

Os processos inflamatorios do Utero tém sido destacados como uma
das principais causas de subfertilidade ou, ainda, de infertiidade nas
fémeas domésticas. Na bufala, a semelhanca do que ocorre em outras
fémeas domeésticas, estes processos inflamatorios sdo importantes causas
de reducéo de fertilidade, sendo 0s casos assintomaticos mais comuns que
os clinicos. Alguns fatores sédo reportados como predisponentes para

ocorréncia de infec¢des uterinas na bufala, e, entre eles, esta o tipo de
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constituicdo anatdomica dos labios vulvares e o habito dessa espécie de
banhar-se em aguas poluidas e contaminadas com fezes (SILVA, 1995).

Segundo OHASHI et al. (1982), nos casos de endometrite cronica
leve, a caracterizacdo tipica do processo inflamatério € dada por uma
infiltracdo de células inflamatdrias do tipo mononuclear difusamente no
tecido subepitelial e de localizagdo perivascular e periglandular, com
auséncia parcial do epitélio de revestimento e discreta fibrose periglandular,
ndo ocorrendo a formacdo de acumulos linféides nesta condigdo. A
endometrite crbnica moderada, além do infiltrado linfoplasmocitario no
estrato compacto e da fibrose periglandular mais acentuada, apresenta
ainda a formagédo de acumulos linféides. A endometrite crénica severa
caracteriza-se pelo infiltrado difuso de células inflamatérias mononucleares
no estrato compacto e um alto grau de fibrose periglandular e dilatacdo
glandular cistica.

Por sua vez, MOGHAMI et al. (1996) classificaram casos de
endometrite em bufalas em quatro categorias. Na 1° categoria, a mucosa foi
considerada normal e apresentou graus moderados de congestao e muco,
com 0-20 células como neutrdfilos, linfécitos, plasmaocitos e mastoécitos na
lamina propria, sem alteragdes degenerativas nas glandulas. Na 2°
categoria, 0 endométrio apresentava-se congesto e edematoso com
guantidades moderadas de muco no limen e predominancia de linfocitos na
lamina prépria formando um a trés focos, além de mastdcitos e neutréfilos, e
uma a trés camadas de fibrose ao redor das glandulas. Na 3% categoria, a
mucosa mostrou-se de cor cinza escura com muito muco, grande infiltracdo
de linfécitos formando quatro a cinco nodulos linféides e quatro a cinco
camadas de fibrose ao redor das glandulas. Na 4° categoria, o endométrio
possuia uma coloragdo cinza clara com aspecto enrugado e seco, muitas

células inflamatorias formando focos especialmente ao redor de vasos
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sanguineos e glandulas, extensa fibrose (seis camadas ou mais) e presenca

de glandulas cisticas.

2.2 — Tuba Uterina

A tuba uterina é uma estrutura vital e altamente especializada ro
processo reprodutivo das fémeas, assumindo papéis importantes na
reproducao animal e sendo, portanto, mais do que simples condutos para o
transporte do ovacito, dos espermatozoéides, do zigoto ou do embrido. As
secre¢Bes do epitélio desse 6rgdo formam um fluido que promove o0 meio
necessario para a maturacdo dos gametas femininos e masculinos
(capacitacao espermatica), a fertilizacdo e, pela sua composicdo quimica, o
desenvolvimento inicial do embrido (ABE,1996).

Anatomicamente, a tuba constitui-se em um tubo musculomembranoso
de grande mobilidade com comprimento (20-30 cm para espécies de
producéo) e enovelamento varidvel de acordo com as diferentes espécies.
Uma de suas extremidades abre-se na cavidade peritoneal, préxima ao
ovario, e a outra atravessa a parede do Utero e abre-se no interior deste
orgao. Divide-se a tuba em quatro segmentos: infundibulo, ampola, istmo e
juncéo utero-tubarica (BEARDEN & FUQUAY, 2000). O infundibulo € um
grande orificio no formato de um funil, a ampola, um segmento de parede
delgada e o istmo, um estreito segmento muscular que se une ao utero
(DELLMANN & BROWN, 1982).

O infundibulo apresenta, em sua extremidade livre, as fimbrias, que
sdo prolongamentos caracterizados por pregas da mucosa. Estas sao
responséaveis pela captacdo e transporte dos ovacitos liberados no periodo

da ovulacdo. Na maioria dos mamiferos, a porcdo da ampola € a regiao
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com maior diametro e representa o local da fertilizacdo. Essa regido é
altamente pregueada, com aproximadamente 40 pregas longitudinais
primérias, cada uma com pregas secundarias e terciarias. A ampola
continua-se em istmo, local de reserva de espermatozoides em algumas
espécies (ABE, 1996). Na juncao istmo-Utero, onde o istmo esté incluido na
parede uterina, apenas quatro a oito pregas primarias sao Vvisiveis
(DELLMANN & BROWN, 1982).

Histologicamente, a tuba uterina € dividida em: mucosa, com seu
epitélio de revestimento; lamina prépria, que sustenta as pregas da mucosa;
muscular, que inclui uma camada longitudinal e outra circular; e a serosa
(ELLINGTON, 1991).

A mucosa € revestida por epitélio simples cilindrico ou pseudo-
estratificado cilindrico, formado por células ciliadas e células secretoras
(DELLMANN & BROWN, 1982; ELLINGTON, 1991; ABE, 1996). Alguns
autores consideram ainda um terceiro tipo celular, a célula basal (ODOR,
1974).

As células ciliadas sao responsaveis pelo transporte dos ovocitos no
interior da tuba uterina e, durante o inicio da fase folicular, & formado um
grande numero de cilios, possibilitando o desenvolvimento de um epitélio
ricamente ciliado no periodo da ovulacdo (RUMERY et al., 1978).

As células secretoras produzem e secretam ativamente, para a luz da
tuba uterina, proteinas e glicoproteinas, formando o fluido, juntamente com o
soro do transudato seletivo. Alguns desses produtos possuem um
importante papel nos eventos reprodutivos. Assim, em alguns mamiferos,
tem-se demonstrada a associacdo de algumas glicoproteinas e
polipeptideos com os ovacitos e embrides em desenvolvimento. As células
secretoras da tuba também produzem varias moléculas funcionais, tais
como enzimas e fatores de crescimento (LEESE, 1988; MENEZO &
GUERIN, 1997; BUHI, 2002).
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E conhecida a resposta da tuba uterina dos mamiferos aos horménios
ovarianos: estradiol e progesterona. A falta de esterdides ovarianos ou a
presenca de progesterona no plasma periférico causam atrofia do epitélio.
A diferenciacdo celular (incluindo os granulos de secrecéo) ocorre quando
0s niveis plasmaticos de estradiol sdo elevados e os de progesterona sédo
baixos ou indetectaveis (LEESE, 1988; BUHI, 2002). Alteracdes hormonais
regulam a quantidade e a composicdo do fluido da tuba uterina,
acumulando-o e distendendo-a durante o estro, sob influéncia do estrégeno,
enquanto a progesterona provoca diminuicdo da luz e reabsorcao do fluido
no estagio de diestro (MENEZO & GUERIN, 1997; BUHI, 2002). O tipo de
granulo de secrecédo formado durante a fase folicular do ciclo (sob o dominio
do estradiol) e 0 mecanismo responsavel pela sua secrecéo variam entre as
espécies. No coelho, verificou-se a ocorréncia de glicoconjugados neutros
nas regides do istmo e ampola, enquanto glicosaminoglicanas carboxiladas
e sulfatadas estavam presentes apenas no istmo (MENGHI et al., 1984).

A lamina prépria da tuba uterina é continua a submucosa do trato
reprodutor porque a muscular da mucosa esta ausente. Na tuba uterina, a
lamina prépria-submucosa consiste de tecido conjuntivo frouxo tipico
(DELLMANN & BROWN, 1982).

A tunica muscular consiste essencialmente em feixes circulares de
musculo liso, mas feixes longitudinais isolados e obliquos também ocorrem.
No infundibulo e na ampola, a tinica muscular delgada é composta de uma
camada circular interna e alguns feixes longitudinais externos de musculo
liso. No istmo, a camada muscular € proeminente e une-se a camada
muscular circular uterina. Uma tunica serosa esta presente e contém muitos
vasos sanguineos e nervos (DELLMANN & BROWN, 1982).

Na espécie bufalina, a mucosa na regido da ampola € composta de
numerosas pregas primarias e secundarias revestidas por um epitélio

predominantemente pseudo-estratificado cilindrico com células ciliadas e
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secretoras, apresentando sinais de atividade secretora antes e apds o
estro. A camada muscular € composta por uma camada interna circular,
circundada por uma delgada camada muscular longitudinal (EL-SHEIKH &
ABDELHADI, 1970; DANELL, 1987).

Na tuba uterina bovina, DUBOIS et al. (1980) observaram, durante o
diestro, um aumento do nimero de mastécitos no istmo e uma diminuicdo
dessas células na ampola que também ocorreu no metaestro. Em relacao
aos linfdcitos, esses autores verificaram que a concentracdo dessas células
na ampola e istmo era relativamente constante durante o ciclo, com excec¢ao
do diestro, quando os linfécitos na ampola aumentavam significativamente.
A populacao de linfécitos na mucosa tubéarica apresentou-se uniformemente
distribuida entre a lamina propria, a lamina basal e o epitélio, exceto durante
o diestro quando um aparente aumento foi observado no epitélio da ampola.

Na vaca, SUNDARAVADANAN & VENKATASWAMY (1973b)
relataram que durante a fase folicular, a mucosa do infundibulo apresentou-
se altamente pregueada (35-40 dobras) com dobras terciarias ocupando
grande parte do lumen. O epitélio pseudo-estratificado consistia de células
cilindricas ciliadas altas, secretoras e peg cells (células secretoras com
protrusdo citoplasmética), com uma altura entre 25-40 micrdmetros. O
citoplasma das células secretoras apresentou muitos vacuolos e ndcleos
com localizacdo basal. A lamina prépria mostrou riqueza de elementos
celulares, fibras reticulares e colagenas, enquanto a camada muscular era
entremeada com numerosas fibras elasticas e, na tunica serosa, varios
capilares sanguineos hipertrofiados foram observados. Na fase lutea, as
dobras da mucosa do infundibulo eram escassas (25-30 dobras) e as
dobras terciarias estavam ausentes. A altura do epitélio variou de 15-20
micrdmetros e constituia-se de células cilindricas baixas, com muitas células
apresentando protrusdo citoplasmatica com extrusdo nuclear. A lamina

propria apresentou quantidades moderadas de elementos celulares e
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rigueza em fibras reticulares. A camada muscular era entremeada com
poucas fibras elasticas. Os capilares sangiineos da serosa eram
abundantes com limen estreito.

Em relacdo a ultra-estrutura do infundibulo bovino, NAYAK &
ELLINGTON (1977) descreveram cilios ativos no epitélio no ciclo estral, sem
degeneracao ciliar (deciliagdo) durante a fase Ilitea, como muitas vezes é
relatado em macacos Rhesus e cadelas. A auséncia de deciliacdo durante
a fase lutea foi também relatada no infundibulo de mulheres, porcas e
ovelhas (NAYAK et al., 1971; NAYAK et al., 1973; PATEK et al., 1973). No
estro, as células secretoras possuiam numerosos granulos secretores,
mostrando diferenciacdo méxima e um reticulo endoplasmético granular
com cisterna dilatada. No 3° dia do ciclo, verificou-se a liberacdo do
contetdo dos granulos para o lumen. Entre o 9° e 10° dia, sob influéncia de
concentracbes crescentes de progesterona, protrusdes citoplasméaticas
eram proeminentes com a extrusdo do nucleo e de outras organelas que
podiam encontrar-se livres no lumen. ProjecBes citoplamaticas também
foram encontradas no 18° dia do ciclo estral. Testes ultracitoquimicos da
tuba uterina mostraram que os granulos secretores eram PAS positivos.

Em estudos com microscopia eletronica da tuba bovina, ABE &
OIKAWA (1993) relataram que, na fase folicular, as fimbrias, assim como a
ampola, apresentaram-se densamente ciliadas, em contraste com o epitélio
da juncéo ampola-istmo que se mostrou menos ciliado. As regides do istmo
e da juncdo utero-tubarica demonstraram pouca variacdo na ciliacdo entre
as fases folicular e lutea, com as células ciliadas distribuidas irregularmente
no epitélio. Durante a fase lUtea, os processos bulbosos das células
secretoras predominavam no epitélio das fimbrias, ampola e juncéo
ampola-istmo, enquanto os cilios, nessas regides, encontravam-se
encobertos pelas células secretoras, visto que o0s processos bulbosos

dessas células estendiam-se além da extremidade dos cilios. Estes
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processos possuiam a forma eliptica e um tamanho uniforme e, algumas
vezes, as protrusdes apicais pareciam estar apenas tenuamente aderidas
as células subjacentes. No istmo, as protrusdes das células secretoras
foram observadas durante todo o ciclo estral.

Esses mesmos autores também verificaram mudancas quantitativas
das células ciliadas e secretoras durante o ciclo estral. Nas fimbrias e
ampola, ocorreu um significativo decréscimo no nimero de células ciliadas
e um aumento das secretoras durante a fase litea quando comparada com
a fase folicular. A porcentagem média de células ciliadas e secretoras nas
regides da juncdo ampola-istmo, istmo e jungéo Utero-tubarica nao diferiu
significativamente entre as fases. Esses dados indicam que os epitélios da
ampola e das fimbrias sdo semelhantes por sofrerem parcial deciliacdo
durante a fase litea, 0 que ndo ocorre nas outras regides. No epitélio de
todas as regibes, a altura das células ciliadas diminuiu significativamente na
fase lutea, sendo mais dramatica nas fimbrias, ampola e na jungédo ampola-
istmo. A altura das células secretoras diminui em todas as regioes,
entretanto, essa reducdo foi menos dramatica em relacdo a altura das
células ciliadas. Além disso, a altura das células secretoras nas fimbrias e
ampola ndo mudou significativamente entre as fase folicular e lutea (ABE &
OIKAWA, 1993).

No infundibulo de ovelhas, NAYAK et al. (1976) relataram a existéncia
de granulos de glicogénio no citoplasma na regido basal ou apical de
células secretoras e ciliadas na fase folicular, sendo ausentes durante a
fase Iutea. Verificaram também a auséncia de deciliacdo e a presenca de
projecdes citoplasmaticas das células secretoras durante todo o ciclo,
sendo essas projecOes acompanhadas, na fase lutea, por extrusao nuclear,
que muitas vezes destacavam-se do epitélio e encontravam-se livres no
[men. MURRAY (1996) também observou, no estro e até o 16° dia de

gestacdo, projecdes apicais das células secretoras, com algumas dessas
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células possuindo granulos, mas nenhum tipo de liberacdo apdcrina ou
merocrina foi visualizado durante a gestacdo. Um epitélio cubico baixo com
19 mnm de altura foi visualizado em ovelhas ovariectomizadas e um cilindrico
alto de 21 mm e 24 mm, no estro e no 1° dia de gestacéao, respectivamente.
No 2° dia de gestacdo, ocorreu um declinio da altura para 17 mm que
permaneceu até o 6° dia, porém a atrofia do epitélio continuou até o 16° dia.
Em todos os estagios examinados, as células ciliadas predominaram no
epitélio, com o aumento de um tipo celular levando a uma diminuicdo de
outro tipo.

Na ampola de ovelhas, MURRAY (1995) descreveu achados
semelhantes aqueles do infundibulo, em relacdo a mudancas na altura do
epitélio e na porcentagem de células ciliadas e secretoras, em animais
ovariectomizados e durante o estro e inicio de gestacdo. Porém, a
producdo e liberagcdo de granulos pela fusdo destes granulos com a
membrana plasmatica das células secretoras, indicando liberacdo do
conteudo pela exocitose ou secrecdo merdcrina, ocorreu no estro até o 4°
dia de gestacao.

No istmo de ovelhas ovariectomizadas e de ovelhas durante o estro e
inicio da gestacdo, MURRAY (1997) observou um 3° tipo celular de forma
arredondada adjacente a membrana basal chamada de célula basal. Estas
eram mais evidentes nos animais ovariectomizados e no 3° dia de
gestacdo. Duas populacdes de células ciliadas estavam presentes
representando 70 a 90% das células epiteliais, uma com granulos elétron-
densos e outra sem granulos, porém nenhuma evidéncia de liberacao
desses granulos foi observada nos animais em estro ou prenhes. As células
secretoras nao continham granulos e nem emitiam protrusées para o lumen.
O autor comenta que, no istmo, as mudangas mais dramaticas ocorreram

nas organelas secretoras das células ciliadas, em contraste com a ampola



29

e fimbrias em que as alteracbes eram mais evidentes nas células

secretoras.

2.3 —-0vério

O ovario situa-se na cavidade abdominal e possui fungcdes enddcrinas
(producdo e liberagdo de hormonios esteréides) e gametogénicas
(producéo e liberacdo de odcitos) complementares, interdependentes e
necessarias para o sucesso da reproducéo (HAFEZ, 2000).

Histologicamente, o ovario € composto por uma regido cortical e uma
medular, sendo circundado por um epitélio superficial conhecido como
epitélio germinativo que repousa sobre uma membrana basal. Logo abaixo,
observam-se a tunica albuginea, uma camada espessa de tecido conjuntivo,
e 0 estroma ovariano, constituido por tecido conjuntivo frouxo. No cortex
ovariano, podem ser encontrados foliculos ovarianos ndo atrésicos e
atrésicos, corpos lateos, corpos albicans e corpos hemorragicos, além de
colageno dos tipos | e Illl, fibroblastos, vasos sanguineos, linfaticos e
terminacBes nervosas. A regido medular é responsavel pela nutricdo e
sustentacdo do ovario. Consiste em tecido conjuntivo frouxo e fibras
musculares lisas continuas com as do mesovario, nervos, NUMerosos vasos
sanguineos grandes e espiralados e vasos linfaticos (HAFEZ, 2000;
BANKS, 1992).

O ovério bufalino é alongado e consideravelmente menor que o
bovino. As dimensdes médias variam entre 22-26 x 11-18 x 11-14 mm®,
com um peso maximo e minimo de 6,1 e 2,9 g, respectivamente. O corpo

liteo das bufalas € frequientemente recoberto pelo estroma ovariano e é
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menor que o bovino, com peso maximo de 2,3 g e diametro maximo de 15
mm (SINGH et al., 2000).

Segundo DANELL (1987), o epitélio de revestimento do ovério de
bafalas consiste de células escamosas, mas algumas vezes cubicas, com
espessura entre 5 a 15 mm. Enquanto PRASAD et al. (1979) descreveram
um epitélio superficial cubico simples, mas com estratificacdo em alguns
locais, FADLE et al. (1974) relataram que as células cubicas desse epitélio
tornavam-se achatadas na regido do corpo liteo e dos foliculos de De
Graaf. O corpo luteo bufalino apresenta abundancia em grandes células
poliedrais luteinicas derivadas da granulosa e pequenas células luteinicas
tecais perifericamente distribuidas.

A tunica albuginea do ovério bufalino possui a espessura de 100-300
mm, consistindo de duas a trés camadas de tecido conjuntivo denso, com
predominancia de fibras coldgenas, e poucas fibras elasticas e reticulares.
O estroma cortical apresenta varios tipos de vasos sanglineos e a medula é
constituida por um tecido conjuntivo altamente vascular, além de células
epiteliais intersticiais e rete ovarii (FADLE et al., 1974; PRASAD et al.,
1979; DANELL, 1987).

No ovario, a populacdo folicular é bastante heterogénea. Com a
finalidade de estudar esta populagéo, os foliculos sédo classificados de
acordo com: 1) o tamanho, tendo por base a média do diametro folicular; 2)
o grau de evolucgéo, consistindo na observa¢do do numero de camadas da
granulosa e da presengca ou auséncia de antro; e 3) a Vviabilidade,
classificando-se os foliculos como normais ou atrésicos. Sendo assim, de
acordo com o grau de evolucao, os foliculos podem ser divididos em: a)
foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios (primordiais, primarios e secundarios)
e b) foliculos antrais ou cavitarios (foliculos terciarios e de De Graaf)
(SAUMANDE, 1981).
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HULSHOLF et al. (1994) estabeleceram que os foliculos primordiais e
primarios de bovinos ndo podem ser claramente distinguidos pelo seu
didametro (30-60 nm), mas mostraram diferencas morfolégicas entre eles.
Segundo estes autores, nos foliculos primordiais, o o6cito é circundado por
uma Unica camada de células da granulosa de forma pavimentosa,
enquanto, nos foliculos primarios o odcito é circundado por células da
granulosa de forma cubica, também dispostas em uma Unica camada. Os
foliculos secundarios se distinguem dos primarios por possuirem varias
camadas de células de granulosa de forma cubica ao redor do odcito, que,
por sua vez, apresenta-se de maior tamanho.

Os foliculos antrais sdo caracterizados pela presenca de uma
cavidade em seu interior repleta de liquido folicular, denominada antro. Dois
tipos de foliculos antrais podem ser distinguidos: os foliculos terciarios e os
foliculos de De Graaf. Os foliculos terciarios sdo constituidos de um odcito
circundado pela zona peldcida, varias camadas de células da granulosa,
uma pequena cavidade antral, uma membrana basal e duas camadas de
células tecais (teca interna e teca externa) (GORDON, 1994). Quanto aos
foliculos de De Graaf ou foliculos maduros, representam o estagio terminal
do desenvolvimento folicular e possuem todos 0s componentes presentes
nos foliculos terciarios, podendo ser denominados, ainda foliculos pré-
ovulatorios.

Apesar do grande numero de foliculos geralmente presentes nos
ovarios, a grande maioria deles ndo ira chegar até a ovulacdo, mas passara
por um processo conhecido como atresia folicular. A atresia € um
mecanismo fisioldgico responsavel pela perda da quase totalidade (99%)
dos foliculos de um ovario (GORDON, 1994). Considera-se que, em
bovinos, de 1000 foliculos primordiais que entram em crescimento, apenas

um chegue ao estagio pré-ovulatério (SAUMANDE, 1991).
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A atresia pode interromper o desenvolvimento folicular a qualquer
momento, podendo ocorrer por via degenerativa (SAUMANDE, 1981) e/ou
apoptética (FIGUEIREDO et al., 1995). A atresia por via degenerativa pode
ser caracterizada, histologicamente, pela presenca de corpos picnéticos ou
desintegracdo generalizada das células da granulosa, associada ou ndo a
retracdo e condensacdo da cromatina nuclear do oécito (CAHILL et al.,
1979). Em ovelhas, JORIO et al. (1991) descrevem que a atresia do odcito é
mais comum em foliculos pré-antrais, enquanto a atresia relacionada a
picnose das células da granulosa ocorre quase que exclusivamente em
foliculos antrais, tornando-se mais frequiente com o aumento do diametro

folicular.

2.4 — Concentracdo Hormonal Plasmatica

Os horménios esterdides, progesterona e estradiol, provocam uma
variedade de respostas fisiolégicas nos tecidos-alvo, tais como divisdo
celular, diferenciacdo tecidual, crescimento, sintese de proteinas
especificas e contragdo da musculatura lisa. Estas respostas sao
responsaveis por varios processos reprodutivos, incluindo comportamento
sexual, receptividade sexual, preparo do utero para a implantacdo do
blastocisto, preparagéo do desenvolvimento mamario para producéo leiteira
e regulacdo das contracdes uterinas durante o parto (HAFEZ, 2000). Como
a concentracdo sanglinea de progesterona reflete diretamente a funcéo do
corpo lateo, ela é um indicador preciso da fungdo ovariana e tem sido
utilizada para monitorar a prenhez, ciclos estrais e atividade ovariana pos-
parto (PETERS, 1984).

Em bufalas, PANDEY (1979) relata que a producao de progesterona

plasmatica é extremamente baixa no estro (dia 0), com o valor médio de
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0,16-0,02 ng/mL, e, no 5° e 9° dia, € de 1,16 + 0,03 ng/mL e 3,48 £ 0,29
ng/mL, respectivamente, alcancando um pico de 5,21 + 0,5 ng/mL no 15°
dia do ciclo. Por sua vez, CHAUHAN et al. (1983) encontraram a média de
progesterona no soro sanguineo de 0,06 + 0,01 ng/mL a 0,17 + 0,06 ng/mL,
0,08 = 0,02 ng/mL a 0,35 + 0,38 ng/mL, 1,47 + 0,27 ng/mL a 0,07 £ 0,01
ng/mL no estro, metaestro e proestro respectivamente, enquanto
SRIVASTAVA & SAHNI (1999) observaram que 3,45 e 8,62% das bufalas
do seu estudo apresentam valores de progesterona no momento de
inseminacao, variando de 0,56 = 0,04 a 0,90 + 0,17 ng/mL.

SRIVASTAVA et al. (1999) encontraram variagdes nas concentragcoes
plasmaticas de progesterona em bufalas Murrah durante trés estacdes do
ano (inverno, verdo seco e verdo umido). Até o 5° dia do ciclo, a
concentracdo de progesterona era de até 1 ng/mL, aumentando a partir do
7° dia (2 ng/mL) até o 15° dia (6 ng/mL), quando comecou a declinar. De
uma forma geral, a concentracdo de progesterona foi maior nos animais
durante o inverno, indicando a presenca de um corpo luteo grande e
funcional nesta estacao.

Alguns trabalhos relatam a concentracdo de progesterona e estradiol
conjuntamente. Para bufalas Carabao e Murrah, DOBSON &
KAMONPATANA (1986) citam em sua revisao que a concentragdo de
progesterona no sangue periférico foi de 0,13 a 0,27 ng/mL no cio. Esses
valores aumentaram até o 14°16° dia com a média de 1,51-2,6 ng/mL e
4,0-4,26 ng/ml para as duas ragas, respectivamente. Para o estradiol, a
concentracao foi de 10-15 pg/mL na fase latea e 31,34 + 1,70 pg/mL no cio
para bufalas da raca Murrah, e de 2,9 pg/mL na fase lutea e 9,0-13,0 pg/mL
no cio para bufalas da raca Carabao.

Em novilhas Murrah, SINGH & MADAN (1999) relataram niveis
plasmaticos de progesterona de 1,35 + 0,41 ng/mL trés dias apds o estro,

aumentando para 2,81 +1,48 ng/mL no 7° e 9° dias do ciclo estral e



diminuindo gradativamente com manutencdo dos niveis acima de 1ng/mL
no 18° dia do ciclo. Estes mesmos autores em 2002 utilizaram novilhas de
30 meses de idade para aplicacdo de PGF2a (Dia 0 — 32 meses de idade)
e 10 dias ap6s o GnRH. Os animais que estavam na fase folicular (foliculos
palpaveis no ovario) apresentaram niveis plasmaticos de estradiol e
progesterona variando entre 32,52 pg/mL a 86,15 pg/mL e 0,28 ng/mL a
0,75 ng/mL, respectivamente. Na fase lUtea, a progesterona estava acima
de 1 ng/mL (1,84 ng/mL a 2,93 ng/mL), entretanto, a concentracdo de
estradiol apresentou-se menor (21,81 pg/mL a 24,11 pg/mL) em relacéo a
fase folicular.

Em relacdo somente ao estradiol, SAMAD et al. (1988) observaram,
gue no proestro a concentracao era de 19,25 + 1,39 pg/mL para novilhas e
16,98 = 0,59 pg/mL para vacas, no estro 29,60 = 3,05 e 23,83 £ 0,25
pg/mL, no metaestro 14,23 + 0,96 e 9,06 = 0,34 pg/mL e no diestro 14,92 +
0,84 e 10,34 + 0,33 pg/mL, respectivamente. Enquanto OBA (1988) relatou
valores de 43,32 £10,51 pg/mL no estro, 22,56 + 10,51 pg/mL no metaestro
e 22,61 + 10,51 pg/mL no diestro em 24 bufalas mesticas Murrah adultas.

Em animais sincronizados com duas doses de PGF2a (24 e 36 horas)
no meio e no final da fase lutea, o pico de pré-ovulatério de estradiol foi de
15,06 + 4,54 pg/mL e 10,16 £ 0,84 pg/mL, respectivamente. Com valores
de 5,0 pg/mL a 6,0 pg/mL antes e apés o tratamento para todos 0s animais
(BEG et al.,, 1997). PORTO-FILHO (2000) observou, em uma novilha

sincronizada com PGF2a, um pico de estradiol de 8,9+ 1,7 pg/mL.
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3 -~ MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, colheram-se utero, tuba uterina,
ovario e sangue de 20 bufalas adultas, mesticas Murrah-Mediterraneo, no
matadouro Frigol em Lencdis Paulista-SP.

Imediatamente apds a insensibilizacdo com pistola automatica, os
animais foram erguidos e sangrados na canaleta de sangria, tendo-se,
neste momento, efetuado a colheita de sangue em tubos de colheita a
vacuo com heparina sédica. Apos a abertura da cavidade abdominal, os
tratos reprodutivos foram retirados e acondicionados em sacos plasticos,
identificados com codigo que correspondia ao sangue colhido e resfriados
para transporte até o Laboratorio de Endocrinologia do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Unesp-Botucatu.

Inicialmente, os genitais foram cuidadosamente inspecionados e
realizaram-se anotacdes, em uma ficha previamente elaborada (apéndice),
como: presenca de corpo liteo, nimero e tamanho de foliculos na superficie
ovariana e secregcdes ou anormalidades uterinas. Realizaram-se duas
incisGes no sentido craniocaudal da cérvix uterina em direcdo aos cornos, e
entdo colheram-se fragmentos com cerca de 2 cm da regido do corpo,
por¢cdes média e superior dos cornos uterinos, dando as denominagfes de
regides A para o corpo e B, C, D e E para os lados direito e esquerdo do
tero, respectivamente (apéndice).

De 10 animais, colheram-se a tuba uterina e o ovario esquerdos e, do
restante (10), a tuba uterina e o ovario direitos, de acordo com a tabela 1.
Dessa forma, da tuba uterina, fragmentos do infundibulo, ampola e istmo

foram colhidos e incluidos no sentido longitudinal e transversal do érgao. Do
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ovario, as regides cortical e medular foram incluidas no sentido do diametro

maior do orgao.

Tabela 1: Relagdo dos animais selecionados para a colheita de amostras
da tuba uterina e do ovério.

Ovario direito/tuba direita Ovario esquerdo/tuba esquerda
B1, B3, B6, B8, B14, B15 B2, B4, B5, B7, B9, B10,
B16, B18, B19, B20 B11, B12, B13, B17

3.1 - Microscopiade Luz

Para o estudo histolégico, as amostras foram pré-fixadas em
paraformaldeido a 4% diluido em agua destilada a 60°C e posteriormente
em solucdo de KARNOVSKY (1965), totalizando 24 horas de fixacdo. A
desidratacao foi realizada em etanol 70 % e etanol 95% por 4 horas cada.

Para a etapa de infiltracdo, utilizou-se resina a base de glicol
metacrilato (Technovit 7100). Realizou-se a substituicdo progressiva do
etanol pela mescla de infiltracdo (resina basica + ativador) e etanol 95 %
por 4 horas, posteriormente trocada pela resina de infiltracdo em resina
pura por no minimo 12 horas.

Para a incluséo, foi preparada a mescla de inclusdo adicionando-se
ao liquido de infiltracdo o endurecedor. As amostras de tecido foram
transportadas para histomoldes etiquetados (Histomold — LEICA), contendo
a mescla de incluséo e sendo posteriormente colocados em estufa a 37° C
durante 24 horas. A seguir, os blocos foram fixados em suporte de madeira

com Araldite® e mantidos em estufa a 37° C até a polimerizacao da cola.
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Os blocos foram cortados com 3 pm de espessura, utilizando-se
navalhas de vidro e de tungsténio. Posteriormente, os cortes foram corados
com hematoxilina e eosina (HE), azul de toluidina (AT) diluido em tamp&o de
Mcllvaine nos pHs 2,5, 4,5 e 6,5 e acido periodico de Schiff (PAS).

A coloracéo de HE é utilizada rotineiramente para cortes histologicos,
com a finalidade de se observar a morfologia geral dos tecidos e 6rgaos
(VIDAL & MELLO, 1987). Por sua vez, o AT € um corante catibnico que
reage com o0s elementos ionizaveis nos tecidos 0s quais apresentam
cargas negativas, 0s grupamentos anidnicos, mas a especificidade dos
grupamentos depende do pH da solucdo em que o corante foi diluido

(Tabela 2).

Tabela 2: Relacdo dos diferentes pHs e as correspondentes estruturas que
reagem positivamente ao AT (PEARSE, 1968).

pH Finalidade
0,5-25 corar grupos SO, (acucares acidos GAGS)
40-45 corar grupos SO, e PO, (DNA - RNA)
6,0-8,0 corar grupos SO, , PO, e COOH

(carboidratos acidos/proteinas)

A reacdo de PAS é muito utilizada para avaliagdes citoquimicas de
polissacarideos neutros, como o glicogénio, o amido e a celulose, além de
glicoproteinas (CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2001).

Para a realizacdo da coloragdo tricromica de Masson, alguns
fragmentos foram desidratados e incluidos em parafina, e os blocos
cortados com 4 um com a finalidade de se observar a presenca de fibras
colagenas nos tecidos.

As laminas foram fotografadas em fotomicroscopio Zeiss-Axiophoto

HBO 100W/2 do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias da
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UNESP - Botucatu e em fotomicroscopio Zeiss Axioskop 20 do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da FMVZ-

UNESP - Botucatu.

3.2 - Analise Morfologica

Realizou-se uma andlise morfolégica dos cornos uterinos objetivando
verificar o tipo de epitélio luminal, a presenca e o tipo de glandulas uterinas,
a classificagdo do epitélio glandular, a constituicdo do tecido conjuntivo nos
estratos compacto, esponjoso e basal, da camada muscular e serosa.

Além disso, alguns critérios citados por OHTANI et al. (1993) e
ALBOGHOBEISH (2000) foram adaptados para este trabalho, com a
finalidade de se realizar uma andlise qualitativa e de classificar os animais

nas fases folicular e lGtea, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3 Critérios utilizados para classificar os cortes histolégicos dos
animais nas fases folicular e lutea.

CRITERIO INTENSIDADE

Critérios citados por OHTANI et al. (1993)

Secrecéo glandular 0-nenhuma, 1-leve, 2-moderada, 3-intensa
Vacuolizagao supranuclear 0-nenhuma, 1-moderada, 2-intensa
glandular
Mitose glandular 0-nenhuma, 1-moderada, 2-intensa

Critérios citados por ALBOGHOBEISH (2000)

Vascularizagéo 1-leve, 2-moderada, 3-intensa
Edema 0-nenhum, 1-leve, 2-moderado, 3-intenso

Reacao de PAS 0-nenhuma, 1-moderada, 2-intensa
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Para a descricdo de casos de endometrite crénica, identificada em

alguns animais, utilizou-se a seguinte classificacéo (Tabela 4):

Tabela 4: Classificagdo de endometrite utilizada de acordo o Departamento
de Patologia Veterinaria, FMVZ-UNESP — Botucatu.

ENDOMETRITE FIBROSE INFILTRADO CELULAR

Leve +, 15% Neutrofilos, linfocitos,
Plasmacitos, macrofagos
Moderada ++, 25% Poucos neutréfilos, mais linfocitos
e plasmacitos
Acentuada +++, 60% Muitos linfécitos e plasmdécitos,

Nenhum neutréfilo

Na tuba uterina, observaram-se o tipo de epitélio de revestimento,
presenca e grau de pregueamento existente na mucosa, constituicdo da
lamina prépria e disposicdo do tecido muscular e da serosa. Outras

andlises qualitativas foram utilizadas de acordo com a tabela 5.

Tabela 5: Critérios utilizados para a andlise qualitativa da tuba uterina.

CRITERIO INTENSIDADE*
Vacuolizagao citoplasmatica com nucleo basal 0,123
Protruséo citoplasmatica 0,123
Protrusédo citoplasmatica com extrusao nuclear 0,123
Reacédo de PAS 0,123

*0-nenhuma, 1-leve, 2-moderada, 3-intensa
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Nos ovarios, avaliaram-se a presenca e a caracteristica do epitélio de
revestimento, a constituicdo da tunica albuginea, da medular e dos corpos
liteos e a presenca de foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento,
utilizando a classificacdo de HULSHOF et al. (1994) para foliculos preé-
antrais e a de GORDON (1994) para os foliculos antrais. Verificou-se
também a ocorréncia de foliculos morfologicamente normais ou

degenerados (atrésicos).

3.3 - Andalise Morfométrica

A mensuracdo das variaveis foi realizada através do analisador de
imagens Leica DMLB, pelo programa Leica Qwin, do Departamento de
Morfologia do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu. Para
determinar o nimero de glandulas e células necessarios para a realizacéo
da morfometria, foram calculadas as médias para varios tamanhos de
amostras. O nimero que proporcionou a estabilizacdo das médias (pouca

variacdo) foi considerado o numero ideal.

3.3.1 - Utero

Foram analisadas cinco laminas histologicas coradas com HE de
cada animal, contendo cada lamina uma secc¢éao transversal do Utero das
regibes A, B, C, D e E. Em cada seccdo, dez (10) glandulas basais
situadas no estrato basal e dez (10) superficiais presentes no estrato
compacto foram escolhidas ao acaso para a realizacdo, em pm, das
seguintes medidas.

a) Diametro total da glandula;
b) Diametro do limen;
c) Altura do epitélio glandular.
No epitélio luminal, vinte (20) células foram selecionadas para

verificacao da altura (um) desde a membrana basal até o apice da célula.
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3.3.2—-Tuba Uterina

Para cada animal, utilizaram-se trés laminas coradas com PAS,
contendo em cada lamina, uma secc¢do transversal da tuba uterina nas
regibes do istmo, ampola e infundibulo, das quais mensurou-se a altura
(um), desde a membrana basal até o apice, de vinte (20) células ciliadas e

vinte (20) células secretoras.

3.4 — Concentracdo Hormonal Plasmatica

O sangue, colhido no momento da sangria, foi centrifugado por 10
minutos a 1200 g, sendo o plasma sanglineo armazenado em tubos
plasticos e congelado a —-20° C até o momento da dosagem de
progesterona e estradiol.

A determinacao da concentracao plasmatica de progesterona baseou-
se na técnica de radioimunoensaio descrita por KNICKERBOCKER et al.
(1986) e padronizada por PINHEIRO et al. (1996), sendo que o antisoro
especifico contra progesterona bovina foi o0 mesmo utilizado por
KNICKERBOCKER et al. (1986).

Para a determinacao dos niveis plasmaticos de estradiol, utilizaram-se
kits comerciais da 3 RD Generation Estradiol RIA DSL-39100 Diagnostic
Systems Laboratories, conforme as especificagbes do fabricante, por
procedimentos de radioimunoensaio (RIA) no Laboratério de
Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia

Veterinaria, FMVZ-UNESP Botucatu.
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3.5 - Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo método dos minimos quadrados,
conforme descrito na SAS V8 (1998), para as analises de variancia, tendo
como causas de variacdo as fases estudadas (1-folicular e 2lUtea), as
regidbes do utero (A, B, C, D, E) e da tuba uterina (istmo, ampola,
infundibulo) e o conjunto de animais de cada uma das fases, conforme o
critério de classificacdo adotado. Admitiu-se serem os dados normais e
independentes, distribuidos com variancia igual a um (1) e média igual a
zero. Para as diferencas entre médias observadas nas causas

significativas, utilizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 —RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Analise Morfoldgica

Os animais que apresentaram, no endométrio, vascularizacdo e
mitose glandular de moderada a intensa e edema de leve a intenso foram
classificados na fase folicular. Para a fase lutea, foi verificada a presenca
de secrec¢éo e vacuolizagéo supranuclear glandular de moderada a intensa,
de acordo com os critérios adotados na tabela 3. Os resultados dessa
classificacdo foram confrontados com a dosagem hormonal de
progesterona (P4) (Tabela 18), considerando como animais na fase folicular
0s que apresentaram P4 <1,0 ng/mL e, os acima desse valor, como

pertencentes a fase litea (Tabela 6).

Tabela 6: Relacdo dos animais e suas respectivas fases.

FASE FOLICULAR FASE LUTEA

Bl B2

B3 B4

B6 BS

B11l B7

B12 B8, B9
B13 B10,B14
B17 B15, B16
B18 B19, B20

TOTAL 8 12




4.1.1 - Utero

Dos 20 animais utilizados, oito (38 %) encontravam-se na fase folicular
e 12 (62 %) na fase litea no momento da colheita do material. De uma
forma geral, o Gtero era composto por trés camadas: a mucosa ou
endométrio, a muscular ou miométrio e a serosa ou perimétrio (Fig. 1).
Estes achados estdo de acordo com PRIEDKALNS & LEISER (1998), que
descreveram essa distribuicdo para a maioria das fémeas domésticas.

A mucosa apresentou-se dividida em estrato compacto, estrato
esponjoso e estrato basal (Fig. 2), assim como observado por EL-SHEIK &
ABDELHADI (1970). O estrato compacto consistiu em tecido conjuntivo
frouxo com muitas células e mais vascularizado que o estrato esponjoso,
possuindo muitos fibrocitos, fibroblastos, fibras colagenas e células
inflamatdrias, como mastocitos, neutrdfilos, eosindfilos, linfécitos e
plasmocitos, conforme relatado por PRIEDKALNS & LEISER (1998).
Entretanto, esse achado discorda do encontrado por EL-SHEIK &
ABDELHADI (1970) que relataram o estrato compacto constituido de tecido
conjuntivo denso.

Em alguns animais, observou-se um tecido conjuntivo denso no estrato
basal proximo ao miométrio, o que pode ser visualizado pela coloracao de
tricromio de Masson, pela qual as fibras coldgenas foram coradas em verde

(Fig. 3), semelhante ao descrito por MONTEIRO (1998) em vacas Nelore.



Figura 1. Fotomicrografia das trés camadas do Utero: endométrio (E),
miométrio (M) com as subcamadas circular interna (Cl) apresentando
vasos sanglineos (seta), a longitudinal externa (LE), e o perimétrio (P).
Masson, x 40.

Figura 2: Fotomicrografia do endométrio com os estratos compacto
(EC), esponjoso (EE) e basal (EB). HE, x 40.
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Figura 3: Fotomicrografia do endométrio com os estratos compacto (EC),
esponjoso (EE) e o basal (EB) constituido de tecido conjuntivo denso com
fibras colagenas coradas em verde (seta). Masson, x 40.
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O epitélio de revestimento da superficie endometrial de todos os
animais apresentou-se pseudo-estratificado (Fig. 4A) a cilindrico simples
(Fig. 4B) com células secretoras e células epiteliais ndo ciliadas com
microvilosidades (Fig. 4C). EL-SHEIK & ABDELHADI (1970) e
ALBOGHOBEISH (2000) verificaram a ocorréncia de epitélio pseudo-
estratificado sem mencionarem a fase do ciclo estral considerada e
ALBOGHOBEISH (2000) observou células ciliadas nesse epitélio.

O epitélio pseudo-estratificado dos animais da fase folicular
apresentou células secretoras com nucleo mais basofilico e comprimido e
citoplasma eosinofilico com granulos de secrecéo (Fig. 4D). Isso aconteceu
por influéncia dos niveis plasmaticos de estradiol observados nos animais
gue estavam nesta fase, o que aumentou a producao de muco pelas células
secretoras, como relatado na vaca por PRIEDKALNS & LEISER (1998).

As glandulas uterinas estavam presentes em grande quantidade,
principalmente no estrato basal, em corte transversal, distribuidas
regularmente pelo tecido, exceto nas regides com vasos sangiineos e nas
carlnculas, o que esta de acordo com PRIEDKALNS & LEISER (1998) e
MONTEIRO (1998). Nos animais da fase folicular, as glandulas uterinas
apresentavam-se mais retas (Fig. 5A), enquanto, na fase latea, as mesmas
se mostraram enoveladas e ramificadas (Fig. 5B). Achados como estes
foram relatados em bovinos e bufalinos (SUNDARAVADANAN &
VENKATASWAMY, 1973; JANAKIRAMAN et al., 1976; GONZALES et al.,
1985; SINGH & SHARMA, 1985; OHTANI et al., 1993; PRIEDKALNS &
LEISER, 1998) e revelam a acdo dos niveis plasmaticos elevados de
progesterona nos animais da fase lutea, sob o endométrio transformando-o
de um estagio proliferativo para um estagio secretor.

As glandulas superficiais (porcéo superficial das glandulas uterinas)
possuiam um epitélio semelhante ao da superficie, a ndo ser pelo fato de

apresentarem células ciliadas (Fig. 6A, 6B). Esse epitélio apresentou
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vacuolizacdo supranuclear moderada a intensa das células secretoras (Fig.
7) e secrecdo glandular moderada a intensa nos animais que estavam na
fase lutea, sendo esses achados provocados pelos niveis plasmaticos de
progesterona encontrados nesta fase. As glandulas uterinas basais (porcao
basal das glandulas uterinas), por sua vez, possuiam um epitélio cilindrico
simples baixo ou cubico simples com células secretoras e cilios nem
sempre visiveis, porém poucas mudancas morfologicas foram observadas
nessas glandulas entre as fases estudadas.

Mitoses em glandulas basais (porcdo basal) e superficiais (por¢cao
superficial), de intensidade moderada a intensa, foram encontradas em seis
dos oito animais da fase folicular (Fig. 8A, 8B). Essas observag¢des indicam
o efeito dos niveis plasmaticos de estradiol elevado na fase folicular
aumentando a atividade mitotica das células epiteliais glandulares. Achados
semelhantes foram descritos em novilhas bovinas OHTANI et al, 1993),
mulheres (JOHANNISSON, et al., 1982), camundongos (FINN & MARTIN,
1971, 1973) e ratos (CLARK, 1971).



Figura 4: Fotomicrografias do epitélio luminal do utero de bufalas.

A) Epitélio pseudo-estratificado. HE, x 100.

B) Epitélio cilindrico simples. HE, x 992.

C) Células epiteliais com microvilosidades. PAS, x 250.

D) Células secretoras com nucleo mais basofilico, comprimido e
citoplasma eosinofilico com granulos de secrecéao (seta). HE, x
250.
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Figura 5: Fotomicrografias de glandulas uterinas:
A) Tubular simples. HE, x 100.
B) Ramificada. HE, x 992.

Figura 6 A, B: Fotomicrografias de glandulas uterinas superficiais (porcao
superficial das glandulas uterinas) com cilios (seta). HE, x 100.




51

Figura 7: Fotomicrografia mostrando glandulas uterinas com
vacuolizacao supranuclear (seta). HE, x 100.

Figura 8 A, B: Fotomicrografias de glandulas uterinas com células epiteliais em
mitose (seta) e com reacao ao PAS(*). A, x 992, B, x 2470.
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Observou-se reacao positiva ao PAS (Fig. 9 em glandulas basais
(porcéo basal) e superficiais (por¢ao superficial) em todos os animais de
ambas as fases, mas ocasionalmente ocorreu reagdo no epitélio luminal.
N&o foi possivel identificar nenhuma correlacdo entre as fases e a
intensidade da reacao, em virtude de uma grande variacéo na reacéo entre
cortes histologicos de um mesmo animal. No entanto, este achado
evidencia que a secrecao glandular € composta por acucares neutros e nao
por GAGs &cidas ja que ndo houve reacdo ao AT, assim como citado por
SUNDARAVAN & VENKATASWAMY (1973).

Aumento de vascularizagcado do endométrio, de moderado a intenso, foi
observado em todos os animais que encontravam-se na fase folicular, mas
edema endometrial, de leve a intenso, foi visualizado nas regiées do estrato
compacto e esponjoso somente em dois animais dessa fase (Fig. 10). Os
niveis plasmaticos elevados de estradiol nos animais dessa fase provocou
um aumento da vascularizacdo e consequentemente edema no endométrio
como ja foi observado em bufalas (SUNDARAVADANAN &
VENKATASWAMY, 1973) e vacas (WORDINGER & DICKEY, 1971).
PRIEDKALNS & LEISER (1998) corroboram estes achados na medida em
gue observaram edema e hiperemia marcantes durante o estro.

Areas com agrupamentos vasculares sangiiineos de paredes
espessas foram visualizadas, em alguns animais, entre as glandulas
endometriais. As cartnculas (Fig. 11) eram formadas de tecido conjuntivo
denso com vasos sanglineos discretos, assim como descrito por
MONTEIRO (1998) para vacas e novilhas bovinas.



Figura 9: Fotomicrografia de glandulas uterinas com células
secretoras (seta) apresentando reacao ao PAS, x 100.

Figura 10: Fotomicrografia do endométrio apresentando
edema no estroma evidenciado por mais espaco entre as
células. HE, x 100.

Figura 11: Fotomicrografia de uma caruncula (seta). HE, x
40.
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Em relacdo ao miométrio, este foi dividido em uma subcamada
circular interna, um estrato vascular e uma subcamada longitudinal externa
(Fig. 3). A subcamada circular interna apresentou-se mais espessa que a
subcamada longitudinal externa. Em alguns casos, as fibras musculares
estavam bem ordenadas, mas a maioria mostrou &areas com intenso
entrecruzamento dessas células. Verificou-se essa caracteristica em areas
préximas ao endométrio, onde as fibras se apresentaram em grupos
obliquos ou irregulares. Constatou-se, em poucas situacdes, a invasao de
grupos de glandulas endometriais nesta camada. Os vasos sangiineos do
estrato vascular estavam delimitados por uma camada de tecido conjuntivo,
mas algumas vezes 0S vasos sanglineos se encontravam no meio da
camada circular interna. Em bdfalas (EL-SHEIK & ABDELHADI, 1970) e
vacas Nelore (MONTEIRO, 1998), ja foi observada a presenca das duas
subcamadas e do estrato vascular.

A serosa apresentou-se constituida de tecido conjuntivo frouxo (Fig.12)
e um mesotélio, com pequenos vasos sangiineos e linfaticos discretos,
como descrito para varias espécies (DELLMANN & BROWN, 1982;
BANKS, 1992; PRIEDKALNS & LEISER, 1998). Pela coloracdo com
tricromio de Masson, constatou-se a presenca de septos delicados corados
em verde, indicando a presenca de fibras colagenas, em direcdo a
subcamada longitudinal externa do miométrio (Fig. 13), como relatado para
novilhas Nelore (MONTEIRO, 1998).
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Figura 12: Fotomicrografia da camada serosa do utero
constituida de tecido conjuntivo frouxo, vasos sangtineos (seta) e
coberta por um mesotélio (cabeca de seta). HE, x 992.

Figura 13: Fotomicrografia da serosa (S) emitindo septos (seta)
delicados corados em verde em direcdo a subcamada longitudinal
externa (LE) do miométrio. HE, x 80.
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Dos 20 animais utilizados no experimento, 10 apresentaram quadros
de endometrite (Tabela 7) caracterizada pela ocorréncia de fibrose ao redor
de algumas glandulas (Fig. 14 A, B) e de infiltrados inflamatérios nos
estratos compacto, esponjoso (Fig. 15A) e de localizacdo peri-glandular
(Fig. 15B), compostos preferencialmente por linfocitos e plasmadcitos, mas

eosindfilos, mastdcitos e neutréfilos também foram visualizados.

Tabela 7: Resultados histopatoldgicos da classificacdo de

endometrite.
GRAU DE ENDOMETRITE ANIMAL
LEVE B4, B5, B6, B10, B13, B16
MODERADA B3, B2, B8
ACENTUADA B17

Neste trabalho, ndo se observou dilatacdo glandular cistica, mas
verificou-se a ocorréncia de acumulos linféides e infiltracao difusa de células
inflamatdrias em todos os graus de endometrite. Ao passo que OHASHI et
al. (1996) relataram a formacdo de acumulos linféides somente em casos

de endometrite cronica moderada a severa.
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Figura 14 A, B: Fotomicrografias mostrando fibrose periglandular (seta). HE, x
992.

Figura 15 A, B: Fotomicrografias mostrando infiltrados inflamatérios (INF) no
endométrio e ao redor de glandulas. HE, A x 250, B x 100.

i
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4.1.2 —Tuba Uterina

A tuba uterina da bufala estava dividida em infundibulo, ampola e istmo
e, histologicamente, sua parede apresentou-se formada por trés porcoes, a
mucosa, a muscular e a camada serosa (Fig. 16). Essa descricao coincide
com a de outros animais domésticos (DELLMANN & BROWN, 1982;
ELLINGTON, 1991; BEARDEN & FUQUAY, 2000).

A mucosa possuia dobras longitudinais numerosas e ramificadas,
variando essa disposi¢ao de acordo com o segmento da tuba. Nas sec¢des
da regido do istmo, observaram-se pregas longitudinais curtas e largas,
variando de quatro a seis e pregas menores delgadas em numero de trés a
onze, média de seis, 0 que esta de acordo com os achados de MONTEIRO
(1998) em vacas e novilhas Nelore.

O epitélio da tuba uterina da bufala possuia dois tipos de células
epiteliais, secretora e ciliada, e um terceiro tipo basal (Fig. 17). As células
secretoras eram delgadas, caracterizadas pela presenca de granulos de
secrecdo e superficie apical com microvilos. As células ciliadas
apresentaram-se colunares e volumosas com cilios em suas superficies
apicais. E as células basais eram menores que as ciliadas e secretoras,
localizadas na regido basal do epitélio, com tamanho e forma varaveis. O
nacleo volumoso variou de ovéide a piriforme. As células basais ja foram
descritas como células de origem néo epitelial: linfécitos (HOLLIS et al.,
1984; ERIKSEN et al., 1994; CROW et al., 1994) e macréfagos (BRENNER
& SLAYDEN, 1994). Para MURRAY (1997), as estruturas nuclear e
citoplasmatica das células basais da tuba uterina do carneiro ndo eram
tipicas de linfécitos e macrofagos. A ultra-estrutura desse terceiro tipo
celular ja foi descrita em: carneiros (HOLLIS et al., 1984), coelhos (ODOR,
1974), vacas e porcas (NELLOR, 1965), e primatas (ODOR, 1982), embora

a funcao ainda seja incerta.



Figura 16: Fotomicrografia de um corte transversal da tuba
uterina, na regiao do istmo, mostrando a mucosa (M), muscular
(MU) e a serosa (S). HE, x 62.

Figura 17: Fotomicrografia do epitélio de revestimento da tuba
uterina, na regido da ampola, mostrando células ciliadas (CC),
secretoras (CS) e basais (CB). PAS, x 250.
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No istmo, durante a fase folicular, as pregas estavam revestidas, na
maioria dos casos, por epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado alto.
Enquanto na fase litea, a mucosa era revestida por epitélio pseudo-
estratificado cilindrico ciliado mais baixo e, em algumas regifes, por
epitélio cilindrico ciliado simples. De um modo geral, os cilios eram
pequenos e escassos.

As células secretoras do istmo ndo continham protrusdo
citoplasmatica e extrusédo nuclear em nenhuma fase do ciclo estral, o que foi
relatado em ovelhas (MURRAY, 1995), mas difere de achados de
protrusdes nas células secretoras do istmo bovino (ABE & OIKAWA, 1993).
Todavia, essas células mostraram reacgdo, leve a intensa, positiva ao PAS
e, algumas vezes, ao AT em todos os pHSs, indicando a presenca de
acucares neutros e GAGs &cidas carboxiladas e sulfatas. No coelho,
verificou-se a ocorréncia de polissacarideos neutros no istmo e na ampola,
ao passo que GAGs carboxiladas e sulfatadas estavam presentes apenas
no istmo (MENGHI et al., 1984).

A lamina prépria consistia em tecido conjuntivo frouxo bem
celularizado, com fibras colagenas, linfocitos, plasmocitos e mastécitos
(Fig. 18 A, B), assim como descrito por DELLMANN & BROWN (1982). Na
fase folicular, notou-se o aumento do nimero de células e da vascularizacéo
no tecido.

A camada muscular apresentou uma espessa subcamada circular
interna, na qual as fibras musculares lisas estavam distribuidas
regularmente entremeadas com fibras musculares em corte obliquo, e uma
subcamada longitudinal externa delgada, e em alguns casos, as fibras
tornavam-se dispersas formando grupos de diversos tamanhos até a
camada serosa. Pequenos vasos sanguineos foram visualizados entre as
fibras musculares. Em vacas e novilhas, foi relatada a mesma distribuicéo

das camadas musculares do istmo (MONTEIRO, 1998).



Figura 18 A: Fotomicrografia do epitélio de revestimento
da tuba uterina e lamina propria com vasos sangiineos
(V) e fibras colagenas (seta). Masson, x 992.

Figura 18 B: Fotomicrografia mostrando a lamina prépria
da tuba uterina com vasos sanguliineos (V) e um plasmacito
(seta). HE, x 250.
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A camada serosa do istmo era formada de tecido conjuntivo frouxo
com fibras colagenas, muito celular e irrigado por pequenos vasos
sanguliineos. Em alguns casos, alguns vasos maiores, estendiam-se até o
mesosalpinge. Verificou-se ainda, a presenca de linfocitos e plasmécitos
dispersos no tecido conjuntivo, estando este coberto por um mesotélio
constituido por epitélio cubico simples e algumas vezes pavimentoso.

Nas secc¢les da regido ampular da tuba uterina, a mucosa apresentou
pregas primarias longas e delgadas, variando em ndmero de 10 a 24, com
trés a seis pregas secundarias, porém nem todas as pregas primarias
continham pregas secundarias. As pregas menores, de diversos tamanhos,
estavam presentes em numero de 18 a 26, sem pregas secundarias.
Adicionalmente, observaram-se algumas pregas com origem distinta,
unindo-se logo acima e formando apenas uma Unica estrutura. No entanto,
MONTEIRO (1998) citou um numero reduzido de pregas primarias (4-7) e
pregas menores (10-25) em vacas Nelore.

Todas as pregas estavam revestidas por um epitélio pseudo-
estratificado alto na fase folicular (Fig. 19 A) e mais baixo na fase lutea (Fig.
19 B), sendo, muitas vezes, esse epitélio, na base das pregas, cilindrico
simples (Fig. 17). De uma forma geral, o epitélio era ricamente ciliado
guando comparado ao epitélio do istmo, especialmente na fase folicular.

Na ampola de todos os animais, Vverificaram-se protrusdes
citoplamaticas com extrusédo nuclear das células secretoras nas duas fases
estudadas. Porém, na fase folicular, era muito mais evidente a ocorréncia
de protrusao citoplasmatica com liberacdo de granulos secretores e pouca
extrusdo nuclear (Fig. 19 A). Ao contrario, na fase Ilutea, a extrusédo nuclear
era mais intensa que a citoplasmatica (Fig. 20). Esses resultados estédo de
acordo com as descricbes, na ampola de ovelhas, de protrusdes
citoplasmaticas no estro até o 6° dia de gestacéo e extrusées nucleares no

16° dia de gestacdo (MURRAY, 1995), ao passo que ABE & OIKAWA
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(1993) observaram somente protrusdes citoplasmaticas na ampola de
vacas na fase lutea.

Além disso, as células secretoras mostraram reacgdo, leve a intensa,
positiva ao PAS (Fig. 19 A, B) e ao azul de toluidina (Fig. 21) em todos os
pHs, indicando a presenca de acucares neutros e GAGs acidas, conforme
descrito para o istmo.

A lamina propria da ampola apresentou a mesma constituicdo da
regido do istmo, com os vasos sanguineos dilatados em alguns exemplares.
A camada muscular da ampola possuia as subcamadas circular interna e
longitudinal externa bem delgadas, podendo, esta ultima, estar ausente em
algumas éareas. Constatou-se a presenca de pequenos vasos sanguineos
em meio as fibras musculares. A camada serosa desta regido era sempre
discreta, constituida por tecido conjuntivo frouxo com muitos vasos
sanguineos e linfécitos, plasmécitos e, algumas vezes, eosindfilos e
mastocitos. O tecido conjuntivo era revestido por um mesotélio constituido

por epitélio cubico simples.



Figura 19: Fotomicrografias do epitélio de revestimento pseudo-estratificado alto
na fase folicular (A) e baixo na fase lutea (B), na regido da ampola, com protrusées
citoplasmaticas das células secretoras apresentando granulos com reacao ao
PAS (seta), x 250.

Figura 20: Fotomicrografia do epitélio de revestimento
da tuba uterina apresentando protrusao citoplasmatica
com extrusao nuclear. HE, x 250.

Figura 21: Fotomicrografia do epitélio de revestimento
da tuba uterina apresentando células secretoras com
granulos com reacao ao AT (seta), x 250.
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No infundibulo, notou-se a ocorréncia de pregas primarias bem altas,
estreitas e bastante ramificadas. Nas seccOes avaliadas, tais pregas
variavam em numero de 18 a 22, com até 10 pregas secundarias e 2-3
terciarias. As menores, de diversos tamanhos, variaram em numero de 16 a
30 sem pregas secundarias. O epitélio de revestimento pseudo-
estratificado era mais alto, com cilios mais longos e em grande quantidade
na fase folicular. O infundibulo de bufalas é altamente pregueado quando
comparado ao infundibulo de vacas, como citado por MONTEIRO (1998), no
gual o nimero de pregas primarias maiores e menores variou de 5-10 e 12-
28, respectivamente.

Assim como na ampola, foi observada, no infundibulo, uma grande
guantidade de protrusdes citoplamaticas com extrusao nuclear das células
secretoras, as quais apresentaram o mesmo comportamento descrito para
a ampola nas fases folicular e latea. As células secretoras mostraram
reacao leve a intensa ao PAS e leve a moderada ao azul de toluidina em pH
6,0. No infundibulo de vacas, NAYAK & ELLINGTON (1977) observaram
protrusdes citoplasmaticas com a liberacdo de granulos durante o estro até
0 3° dia do ciclo estral e nos dias nove e dez a ocorréncia de protrusao
citoplasmatica com extrusao nuclear

Neste trabalho, verificou-se em um caso, a presenca, em pequena
quantidade, de células globosas com citoplasma claro e nicleo grande e
arredondando no epitélio.

A lamina propria era formada de tecido conjuntivo frouxo com muitas
células e altamente vascularizado, com 0s vasos sangiineos dilatados em
alguns casos. O estrato muscular do infundibulo apresentou ambas as
subcamadas, a circular interna e a longitudinal externa, delgadas e em
alguns momentos, a Ultima n&o era visivel. A camada serosa mostrou-se
discreta, formada por tecido conjuntivo frouxo com vasos sanguineos,

muitas vezes, dilatados e linfécitos.
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A ocorréncia de um epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado alto
com gréanulos secretores, em todas as regides da tuba, na fase folicular, é
explicada pelo aumento dos niveis plasmaticos de estradiol causando
diferenciacdo desse epitélio através de hipertrofia, hiperplasia celular e
aumento da secrecdo tubarica, conforme relatado para varias espécies
animais (LEESE, 1988; BUHI, 2002). Contudo, existem poucos trabalhos na
literatura que comentem a funcéo das protrusdes citoplasmaticas com ou
sem extrusdo nuclear durante as fases folicular e lutea. Segundo alguns
autores (SAWYER et al., 1984; BRENER & SLAYDEN, 1994), as células do
epitélio tubéarico sdo perdidas por extrusdo ou apoptose celular, isto €, a
protrusdo citoplasmatica com extrusdo nuclear faz parte do processo de
atrofia do epitélio provocado pela progesterona, durante a fase litea. Nao
foi observado neste trabalho a ocorréncia de deciliagdo na fase latea e sim
alteracbes na altura dos cilios, semelhante ao descrito para ovelhas
(NAYAK et al., 1976).
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4.1.3 — Ovério

O ovario da bufala apresentou-se constituido histologicamente de uma
regido cortical e outra medular. A regido cortical era revestida por um
epitélio germinativo do tipo simples, sendo cubico (Fig. 22) na maior
extensao e pavimentoso em algumas regides, o que discorda de DANNEL
(1987), que observou esse epitélio constituido de células pavimentosas e,
em algumas regides, cubicas, ao passo que PRASAD et al. (1979)
observaram células cubicas, com estratificagdo em alguns locais. Abaixo
desse epitélio, encontrou-se a tunica albuginea constituida de duas a trés
camadas de tecido conjuntivo denso, com as fibras de uma camada
ordenadas em sentido perpendicular & proxima camada, como relatado por
DANNEL (1987).

O estroma ovariano era formado de tecido conjuntivo frouxo no qual se
encontravam os foliculos ovarianos funcionais e atrésicos, corpos luteos e
corpos albicans. Essa organizacdo é mencionada para a maioria das
fémeas domésticas, cmnforme HAFEZ (2000) e BANKS (1992). O cortex
apresentou-se vascularizado, possuindo pequenos vasos sanglineos e
linfaticos, achado semelhante ao de DANNEL (1987).

De acordo com o estagio de desenvolvimento, os foliculos pré-antrais
foram classificados em: primordiais (odcito circundado por uma unica
camada de células da granulosa ou foliculares de forma pavimentosa),
primarios (caracterizados pela presenca de uma Unica camada de células
da granulosa de forma cubica em torno do odcito) e secundarios (oécito
circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de forma
cubica) (Fig. 23 A, B, C); e com base em sua qualidade morfolégica, em

foliculos normais ou degenerados.
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Figura 22: Fotomicrografia do epitélio germinativo
cubico simples (seta) e da tunica albuginea (TA). HE, x
100.

Figura 23: Fotomicrografias do ovario mostrando foliculos: A) primordial, B)
primario, C) secundario. Oo: odcito, N: nlucleo do odcito, G: células da granulosa,
vacuolos no citoplasma (seta). PAS, x 992.
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Os foliculos primordiais estavam distribuidos, preferencialmente, na
parte periférica do cortex, notadamente abaixo da tunica albuginea. O
nucleo dos odcitos apresentou forma arredonda ou ovalada, com cromatina
distribuida por todo o nucleo. O citoplasma apresentou-se vacuolado (Fig.
23 A), ndo sendo possivel identificar a natureza desses vacuolos. Os
foliculos primarios e secundarios encontravam-se um pouco mais profundos
no coértex, com nucleo e citoplasma semelhantes aos primordiais. O
aparecimento da zona pelicida e o inicio de formacdo das tecas
aconteceram nos foliculos secundarios.

Os foliculos antrais foram caracterizados pelo aparecimento de uma
cavidade em seu interior, denominada antro, na qual estava o liquido
folicular. Dois tipos de foliculos antrais puderam ser distinguidos: os foliculos
terciarios (Fig. 24 A) e os de De Graaf (Fig. 24 B). Os foliculos terciarios
apresentaram o o0cito circundado pela zona pellcida, varias camadas de
células da granulosa, uma pequena cavidade antral, uma membrana basal e
duas camadas de células tecais (teca interna e a teca externa). Os foliculos
de De Graaf apresentaram todos os componentes presentes nos foliculos
terciarios e ainda, ao redor do odcito deslocado para a periferia, observou-
se 0 cumulus oophorus, que se constituiu em uma camada de células da
granulosa. A teca interna era formada por células epitelidides entremeadas
por vasos sangiineos e a teca externa, de tecido conjuntivo frouxo.

Os foliculos pré-antrais atrésicos apresentaram alteracdes
degenerativas como retracdo e condensacdo da cromatina nuclear do
odcito, retracdo do citoplasma e desorganizacéo das células da granulosa
(Fig. 25), porém nao se verificou picnose das mesmas. Nos foliculos antrais
atrésicos, verificaram-se picnose (Fig. 26) e desorganizacao das células da
granulosa e as mesmas alterac6es do odcito encontradas no foliculos preé-
antrais. Em ovelhas, JORIO et al. (1991) descreveram que a atresia do

oocito € mais comum em foliculos pré-antrais, enquanto a atresia
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by

relacionada a picnose das células da granulosa ocorre, quase que
exclusivamente, em foliculos antrais, tornando-se mais freqiiente com o
aumento do diametro folicular.

O corpo luteo, na maioria dos animais, encontrava-se imerso no
estroma ovariano e apresentava septos de tecido conjunto frouxo invadindo
a regiao central a partir da periferia, nos quais observaram-se vasos
sanglineos. Os corpos lateos examinados possuiam muitas células
luteinicas poligonais, com citoplasmas eosinofilicos, vacuolados e nucleos
esféricos, entremeadas por pequenas células luteinicas. Estes achados séao
semelhantes aos descritos por DANELL (1987), a ndo ser pelo fato desse
autor ter observado corpos luteos cavitarios em novilhas bufalinas.

A regido medular apresentou-se formada por tecido conjuntivo frouxo,
nervos, NUMerosos vasos sanguineos, a rete ovarii, que sao corddes ou
canais formados por células epiteliais cubicas, e as células do hilo que
constituem um grupo de células epitelidides. DANELL (1987) também
observou a rete ovarii, mas nao fez nenhuma citacéo a respeito das células
do hilo.



Figura 24: Fotomicrografias mostrando foliculos antrais: A) terciario, B)
De Graff. Oo: odcito, N: nicleo do odcito, G: células da granulosa, zona
pellcida (seta), cumulus oophorus (CO), tecas (T). PAS, x 100 (A), x 62
(B).

Figura 25: Fotomicrografia mostrando foliculos primarios
atrésicos com retracdo dos o0citos (seta) e desorganizacao
das células da granulosa (*). HE, x 992.

Figura 26: Fotomicrografia mostrando células da
granulosa com nucleos picnéticos (seta). HE, x 100.
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4.2 — Andlise Morfométrica

4.2.1- Utero

Neste trabalho, para 85 observacfes de 20 animais, obteve-se média
de 36,53 um + 8,86 com cv=24,27 para o diametro das glandulas basais
(porcao basal) e média de 62,31 um + 10,40 com cv=16,70 para o diametro
das glandulas superficiais (porcédo superficial). Estes valores estdo de
acordo com SINGH & SHARMA (1985), que encontraram diametros médios
de glandulas superficiais de 99,87 um a 61,03 um e de 24,13 um a 36,48
um para as basais, de acordo com as fases do ciclo estral.

A andlise de variancia dos dados referentes ao diametro das
glandulas basais e superficiais encontra-se na tabela 8. Para o diametro
das glandulas basais, verificou-se que ndo houve diferenca significativa
entre as fases e sim entre as regides do Utero (P<0,05) e entre 0s animais
da fase folicular (P<0,01). Para o diametro das glandulas superficiais, houve
diferenca significativa entre as fases (P<0,01), as regifes do utero (P<0,05)

e entre 0s animais dentro das fases folicular e lutea (P<0,05).

Tabela 8 Resumo da analise de variancia do didmetro de glandulas
uterinas basais e superficiais de bufalas adultas.

CV GL QM
Gl. basal (um) Gl. superf. (um)

Fases 1 260,1659 1722,7639**
Regides 4 257,9324* 340,8047*
Animal: Fase
Animal: 1 7 429,4383* 255,2203*
Animal: 2 11 151,8311 261,6653*
Residuo 61 78,5998 108,2294

(*)-P<0,05; (**)-P<0,01
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A tabela 9 mostra as médias dos didametros das glandulas basais e
superficiais, sendo possivel observar que os diametros das glandulas
basais ndo variaram entre as fases, enquanto o diametro das superficiais
foi maior na fase folicular, o que difere dos achados de JANAKIRAMAN et
al. (1976) nos quais os diametros foram maiores no inicio até o final da fase
lutea, e de ALBOGHOBEISH (2000), que relatou valores maiores para
essas glandulas durante a fase latea. Essa discrepancia pode ter
acontecido porque alguns animais classificados como pertencentes a fase
folicular poderiam estar entrando na fase lutea.

Entre as regibes, houve diferenca para as duas glandulas. Nas
glandulas basais, a regido A diferiu das regiées B, C e E, mas foi igual a
regido D. Nas glandulas superficiais, a regido B diferiu da C. De toda a
bibliografia consultada, existe somente um relato sobre diferencas regionais
no utero, mencionada por GONZALES et al. (1985), que observaram
glandulas superficiais maiores no corpo do utero (60,5 pm) em relacédo aos
cornos (53,4 pm), sem especificar a regido do corno utilizada. Faz-se
necessaria a realizacdo de mais estudos nesse sentido com a finalidade de

se esclarecer as causas dessas diferencas entre as regides do Utero.
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Tabela 9: Valores médios do diametro (um) de glandulas basais e
superficiais do Utero de bufalas adultas considerando as fases folicular e
litea, as regides do Utero e 0s animais pertencentes a cada uma das fases.

Variaveis N Gl. basal Gl. superf
Fases
1 34 39,31 68,00
2 51 35,64 58,55
Regides
A 14 45,17 a 64,30 ab
B 20 36,16 b 67,59 a
C 17 34,32 b 55,70 b
D 20 36,62 ab 63,93 ab
E 14 35,11b 64,85 ab
Animal: Fase
1 1 5 29,38 54,09
3 1 4 53,68 68,55
6 1 5 28,09 73,38
11 1 4 45,63 79,57
12 1 4 28,44 64,04
13 1 3 40,79 72,22
17 1 4 49,78 66,77
18 1 5 38,70 65,36
2 2 5 33,16 59,34
4 2 5 32,14 48,92
5 2 4 39,30 74,66
7 2 4 24,23 44,10
8 2 4 43,21 57,75
9 2 4 34,86 60,84
10 2 2 38,36 56,93
14 2 5 43,02 61,19
15 2 4 37,04 59,26
16 2 4 30,82 53,47
19 2 5 29,54 58,95
20 2 5 42,00 67,21
TOTAL 85 36,53 62,30

Fase 1: folicular, Fase 2: lutea, Regides A: corpo do utero, B: regido média do
corno direito e C: regido superior do corno direito, D: regido média do corno

esquerdo e E: regido superior do corno esquerdo.

Médias seguidas de mesma letra nas colunas sao iguais entre si em nivel de 5 %

pelo teste de Tukey.
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Pela analise de variancia, houve diferenca entre os animais da fase
folicular para o diametro das glandulas basais, apresentando valores de
média maximos e minimos de 53,68 um e 28,09 um, respectivamente
(Tabela 9). Para o diametro das glandulas superficiais, a diferenca
apareceu entre os animais das duas fases, com os valores maximos de
79,57 um e minimo de 54,09 um para a fase folicular e maximo de 74,66 um
e minimo de 44,10 um para a fase Iutea, sendo as diferencas significativas.

As diferencgas entre animais na mesma fase podem ter ocorrido por
causa da divisdo do ciclo estral adotada neste trabalho que foi de apenas
duas fases, ndo considerando as subdivisbes dentro das mesmas que
influenciam o comportamento das glandulas. SINGH & SHARMA (1985) que
dividiram o ciclo estral em cinco fases (folicular inicial e tardia, lGtea inicial,
média e tardia), relataram diferencas no didmetro das glandulas tanto
superficiais como basais entre as fases lUteas e verificaram valores
maximos no diametro das glandulas no inicio e meio da fase litea e
minimos na fase lUtea tardia. E entre as fases foliculares, com o diametro
maior na folicular tardia. Outra razdo para esse fato é a existéncia de uma
variacao individual entre os animais que certamente influencia os resultados
histolégicos e morfométricos.

De 85 observacoes, obteve-se média de 6,99 um + 4,17 com
cv=59,71 para o didametro do limen das glandulas basais, e média de 13,20
um + 4,27 com cv=32,35, para o didametro do limen das glandulas
superficiais. Os diametros dos lumens das glandulas basais estdo um
pouco acima e os dos limens das glandulas superficiais abaixo dos valores
citados por SINGH & SHARMA (1985): para lumen basal (2,82 — 4,57 um) e
superficial (19,81 — 27,30 pum).

O didmetro do Ilimen das glandulas basais nao diferiu
significativamente entre as fases e entre as regifes do Utero, mas notou-se

diferenga entre os animais da fase folicular (P<0,05) (Tabela 10).
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O diametro do lumen das glandulas superficiais foi diferente entre as
fases (P<0,01) e entre os animais da fase folicular (P<0,05) e da lutea
(P<0,01).

Tabela 10: Resumo da analise de variancia do diametro do lumen de
glandulas uterinas basais e superficiais de bufalas adultas.

CVv GL QM
Lu. basal (um) Lu. superf. (um)

Fases 1 6,1519 285,6253**
Regides 4 18,1000 31,9300
Animal: Fase

Animal: 1 7 43,9528* 52,3041*
Animal: 2 11 24,8042 49,1969**
Residuo 61 17,3978 18,2447

(*)-P<0,05; (*+)-P<0,01

Na tabela 11, encontram-se os valores médios dos diametros dos
limens das glandulas basais e superficiais. Na fase folicular, o diametro do
limen das glandulas superficiais apresentou-se maior (15,66 pm) em
relacdo a fase lutea (11,81 um). Estes dados estdo em concordancia com
os dados de JANAKIRAMAN et al. (1976), que encontraram o diametro
méaximo dessas glandulas durante o estro. Entretanto, discordam dos
achados de SINGH & SHARMA (1985), que relataram um diametro maximo
no meio da fase lutea.

Para o diametro luminal das glandulas basais, verificou-se o valor
maximo de 13,86 um e minimo de 4,01 um entre os animais da fase
folicular. Para o diametro luminal das glandulas superficiais, observou-se o
valor maximo de 19,56 pm e minimo de 9,78 um para a fase folicular e o
valor maximo de 16,69 pm e minimo de 7,57 um para a fase latea. Essas
diferencas também podem ter sido influenciadas pelas mesmas razdes

citadas anteriormente para o diametro das glandulas.
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Tabela 11: Valores médios do diametro (um) luminal de glandulas basais e
superficiais do Utero de bufalas adultas considerando as fases folicular e
litea, as regides do Utero e 0s animais pertencentes a cada uma das fases.

Variaveis N Lu. basal Lu. superf
Fases
1 34 7,53 15,66
2 51 6,96 11,81
Regides
A 14 8,95 13,58
B 20 7,70 13,45
C 17 6,01 11,92
D 20 6,94 13,67
E 14 6,62 16,07
Animal: Fase
1 1 5 5,53 12,14
3 1 4 9,44 19,56
6 1 5 5,04 13,86
11 1 4 13,86 19,32
12 1 4 4,01 14,94
13 1 3 5,92 17,61
17 1 4 9,81 9,78
18 1 5 6,79 18,04
2 2 5 6,09 11,38
4 2 5 5,32 7,98
5 2 4 10,18 16,69
7 2 4 4,20 7,57
8 2 4 6,08 13,46
9 2 4 7,57 8,89
10 2 2 8,28 12,32
14 2 5 4,29 8,30
15 2 4 12,67 9,79
16 2 4 6,61 13,69
19 2 5 6,01 16,29
20 2 5 5,69 15,39
Total 85 6,98 13,20

Fase 1: folicular, Fase 2: lutea, Regibes A: corpo do utero, B: regido média do
corno direito e C: regido superior do corno direito, D: regido média do corno
esquerdo e E: regido superior do corno esquerdo.
Médias seguidas de mesma letra nas colunas sao iguais entre si em nivel de 5 %

pelo teste de Tukey.
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Para a altura epitelial das glandulas basais, obteve-se média de 15,67
pum £ 3,69 com cv=23,58 e média de 26,83 um + 3,67 com cv=13,69 para a
altura epitelial das glandulas superficiais. Esses valores foram concordantes
com os estudos de SINGH & SHARMA (1985).

Na analise de variancia (tabela 12), foi possivel verificar que houve
diferenca entre as regides (P<0,01) e entre os animais da fase folicular
(P<0,01) e da latea (P<0,01) para a altura do epitélio das glandulas basais
e entre as fases (P<0,05) e animais da fase folicular (P<0,01) e lGtea

(P<0,05) para a altura do epitélio das glandulas superficiais.

Tabela 12: Resumo da analise de variancia da altura epitelial de glandulas
uterinas basais e superficiais de bufalas adultas.

CVv GL QM
Ep. basal (um) Ep. superf. (um)

Fases 1 40,2598 81,9833
Regides 4 50,9226** 7,0989
Animal: Fase

Animal: 1 7 71,8638** 54,2403**
Animal: 2 11 35,2341** 27,2380*
Residuo 61 13,6514 13,5069

()-P<0,05; (**)-P<0,01

Na tabela 13, encontram-se os valores meédios da altura epitelial das
glandulas basais e superficiais. Assim como aconteceu com as outras
varaveis relacionadas as glandulas superficiais, a altura do epitélio das
mesmas mostrou-se maior na fase folicular (28,22 um), o que discorda dos
achados de SINGH & SHARMA (1985) e JANAKIRAMAN et al. (1976), que
encontraram os maiores valores desse epitélio no inicio da fase latea. Além
disso, houve diferenca entre animais da fase folicular (méximo 32,09 um;

minimo 21,92 um) e da fase litea (maximo 28,82 pum; minimo 22,29 um).
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Para a altura epitelial das glandulas basais, a regido A diferiu das
regides C e E, a semelhanca do que aconteceu no diametro das glandulas
basais, ndo se sabendo o porqué dessas diferencas regionais do Utero
para essa variavel. Apresentou, ainda, os valores maximos de 22,46 um e
minimo de 12,42 um, entre os animais da fase folicular, e maximo de 19,57
UM e minimo de 9,43 um, entre os animais da fase lUtea.

A diferenca entre os animais de uma mesma fase para essas
variaveis pode ser explicada como citado anteriormente para o diametro

das glandulas basais.
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Tabela 13: Valores médios da altura epitelial (um) de glandulas basais e
superficiais de Utero de bufalas adultas considerando as fases folicular e
litea, as regides do Utero e 0s animais pertencentes a cada uma das fases.

Variaveis N Ep. basal Ep. superf
Fases
1 34 16,71 28,22
2 51 15,27 26,15
Regides

A 14 19,36 a 27,46

B 20 15,67 ab 27,17

C 17 14,63 b 26,05

D 20 15,74 ab 27,60

E 14 1455 b 27,64

Animal: Fase

1 1 5 12,42 21,92
3 1 4 22,46 31,53
6 1 5 12,44 26,80
11 1 4 17,36 31,31
12 1 4 12,55 26,44
13 1 3 17,22 29,29
17 1 4 22,16 32,09
18 1 5 17,09 26,35
2 2 5 15,53 25,81
4 2 5 13,55 22,29
5 2 4 15,95 31,59
7 2 4 9,43 22,80
8 2 4 18,86 25,76
9 2 4 14,85 27,66
10 2 2 16,08 25,86
14 2 5 19,57 26,50
15 2 4 16,44 26,57
16 2 4 12,75 24,17
19 2 5 12,70 26,03
20 2 5 17,53 28,82
Total 85 15,67 26,83

Fase 1: folicular, Fase 2: lutea, Regides A: corpo do Utero, B: regido média do
corno direito e C: regido superior do corno direito, D: regido média do corno
esquerdo e E: regido superior do corno esquerdo.
Médias seguidas de mesma letra nas colunas sao iguais entre si em nivel de 5 %

pelo teste de Tukey.
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Em relacdo a altura do epitélio luminal, de 85 observacdes, obteve-se
média de 39,95 um + 7,48 com cv=18,73. Na analise de variancia (Tabela
14), verificou-se diferenca entre as fases (P<0,01) e entre os animais das
duas fases (P<0,01).

Tabela 14: Resumo da andlise de variancia da altura do epitélio luminal do
Utero de bufalas adultas.

CvVv GL QM
Epitélio luminal (um)

Fases 1 667,3573**
Regides 4 75,4118
Animal: Fase

Animal: 1 7 245,0613**
Animal: 2 11 487,8372**
Residuo 61 50,0027

()-P<0,05; (**)-P<0,01

Na tabela 15, observou-se média de 43,87 um para altura do epitélio
luminal na fase folicular e 38,00 um na fase lutea. SUNDARAVADANAN &
VENKATASWAMY (1973) relataram que o epitélio pseudo-estratificado do
l[imen uterino era mais alto na fase folicular do que na fase lutea. Entretanto,
ALBOGHOBEISH (2000) observaram que a altura das células desse
epitélio era maior na fase latea. Porém, em nenhum desses trabalhos os
autores realizaram medicdes do epitélio.

Entre os animais da fase folicular, verificaram-se valores maximos e
minimos da altura do epitélio luminal de 55,05 pum e 33,38 um,
respectivamente. E na fase litea, maximo de 53,15 pm e minimo de 25,20
um. Da mesma forma, como mencionado para o diametro das glandulas

basais, podem-se explicar as diferencas entre os animais.
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Tabela 15: Valores médios da altura (um) do epitélio luminal do Utero de
bufalas adultas considerando as fases folicular e IUtea, as regides do utero e
0S animais pertencentes a cada uma das fases.

Variaveis N Ep. Luminal
Fases
1 34 43,87
2 51 38,00
Regides
A 14 40,48
B 20 44,33
C 17 38,93
D 20 40,83
E 14 40,11
Animal: Fase
1 1 5 34,97
3 1 4 39,95
6 1 5 46,27
11 1 4 55,05
12 1 4 48,55
13 1 3 50,13
17 1 4 42,69
18 1 5 33,38
2 2 5 36,25
4 2 5 29,85
5 2 4 50,63
7 2 4 33,58
8 2 4 25,45
9 2 4 32,93
10 2 2 49,10
14 2 5 43,18
15 2 4 51,14
16 2 4 25,20
19 2 5 25,50
20 2 5 53,15
Total 85 39,95

Fase 1: folicular, Fase 2: lutea, Regides A: corpo do Utero, B: regido média do
corno direito e C: regido superior do corno direito, D: regido média do corno
esquerdo e E: regido superior do corno esquerdo.

Médias seguidas de mesma letra nas colunas séo iguais entre si em nivel de 5 %
pelo teste de Tukey.



Observou-se correlacao significativa entre: a variavel glandula basal e
as variaveis liumen e epitélio basais (P<0,01); a glandula superficial com o
limen e o epitélio superficiais (P<0,01); o limen e o epitélio basais
(P<0,05); e entre o lumen e o epitélio superficiais (P<0,01). Essas
correlagbes indicam que hd uma dependéncia entre os diametros das
glandulas basais e superficiais e seus respectivos lumens e epitélios, o que
afeta o seu desenvolvimento durante o ciclo estral. As outras variaveis que

nao apresentaram correlacdo significativa agem de forma independente.

Tabela 16: Correlacdes entre todas as variaveis estudadas do utero de
bufalas adultas.

VARIAVEIS CORRELACAO

Gl. Basal Gl. superf -0,09
Gl. Basal Lu. basal 0,39**
Gl. Basal Lu. superf 0,01
Gl. Basal Ep. basal 0,91*
Gl. Basal Ep. superf 0,08*
Gl. Basal Ep. luminal - 0,04
Gl. Superf Lu. basal 0,05
Gl. Superf Lu. superf 0,46**
Gl. Superf Ep. basal - 0,07
Gl. Superf Ep. superf 0,37**
Gl. Superf Ep. luminal 0,08
Lu. Basal Lu. superf -0,08
Lu. Basal Ep. basal 0,21*
Lu. Basal Ep. superf 0,02
Lu. Basal Ep. luminal -0,13
Lu. Superf Ep. basal 0,04
Lu. Superf Ep. superf 0,32**
Lu. Superf Ep. luminal -0,16
Ep. basal Ep. superf 0,02
Ep. basal Ep. luminal 0,01
Ep. superf Ep. luminal - 0,05

(*)-P<0,05; (**)-P<0,01
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Dos 10 animais que apresentaram quadros de endometrite, quatro
estavam na fase folicular e seis na fase Iitea. Existem poucos trabalhos na
literatura que relacionem alterac6es morfométricas das glandulas uterinas
em animais com endometrite. No entanto, GONZALES et al. (1985) ndo
encontraram correlacao entre a categoria de endometrite e o diametro das
glandulas em vacas, assim como NUNES (2003) também nao verificou
correlacdo entre o tamanho da célula epitelial da glandula e do limen uterino
e as categorias de endometrite, porém observou alterac6es na area do
l[imen glandular nas categorias mais graves de endometrite em éguas.

MOCHOW & OLDS (1966) relataram anormalidades no diametro de
glandulas superficiais, somente naquelas que se encontravam cisticas
(acima de 125 pm), o que foi um achado comum nos animais com ovarios
cisticos, e, segundo GONZALES et al. (1985), podem acontecer em animais

com endometrite severa, apesar de ndo ser um achado comum.

4.2.2 —Tuba Uterina

As células ciliadas e secretoras da tuba uterina fazem parte do epitélio
de revestimento desse 6rgao, sendo, portanto, as células que estdo mais
propicias as modificacbes causadas pela variacbes hormonais que
acontecem durante o ciclo estral. Neste trabalho, para 45 observacoes de
20 animais, a média foi de 33,28 um + 7,19 com cv=21,61, para a altura
das células ciliadas, e 34,29 um * 8,43 com cv=24,60, para a altura das
células secretoras.

De acordo com a andlise de variancia, ndo houve diferenca entre
fases e regides para a altura das células secretoras e ciliadas. Dentro das
fases, houve diferenca entre os animais da fase folicular para a altura da

célula secretora (P<0,01), conforme esta na tabela 17.
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Tabela 17: Resumo da andlise de variancia da altura de células ciliadas e
secretoras da tuba uterina de bufalas adultas.

CVv GL QM
Cel. ciliada (um) Cel. secretora (um)

Fases 1 44,6111 53,3979
Regides 2 9,3334 50,9423
Animal: Fase
Animal: 1 6 81,9734 148,4338**
Animal: 2 7 69,3812 79,9139
Residuo 28 51,7421 71,1443
(**)-P<0,01

Na tabela 18, encontram-se as médias das alturas das células ciliadas
e secretoras. Apesar de ndo ser estatisticamente significativa, h& diferenca
entre as alturas das células ciliadas e secretoras entre as fases, com a
média maior para a fase folicular (34,35 pum e 35,45 um) em relacdo a fase
latea (32,35 um e 33,27 um). Esses resultados estdo de acordo com ABE &
OIKAWA (1993), que relataram uma maior altura de ambas as células na
fase folicular, sendo a diferenca mais expressiva nas fimbrias e na ampola.
Talvez a diferenca entre as fases observada neste trabalho ndo seja
significativa, devido a grande variagdo entre os animais dentro das fases
como mencionado a seguir.

Para a altura das células secretoras, observaram-se, entre os animais
da fase folicular, os valores maximos e minimos de 50,59 um e 30,64 pm,
respectivamente. Essa diferenca significativa entre os animais pode ter
acontecido porque, assim como relatado para as glandulas, alguns animais
classificados na fase folicular poderiam estar entrando na fase Ilutea (3 dias
iniciais) e isso aumenta a atividade secretora e, consequentemente, a altura
dessas células pelo aumento do numero de protrusdes citoplasmaticas,
conforme relatado por LOMBARD et al. (1950).
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Tabela 18: Valores médios da altura (um) de células ciliadas e secretoras
da tuba uterina de bufalas adultas considerando as fases folicular e lutea, as
regides da tuba uterina e os animais pertencentes a cada uma das fases.

Variaveis N Células ciliadas Células secretoras
Fases
1 21 34,35 35,45
2 24 32,35 33,27
Regides
Istmo 15 33,90 36,09
Ampola 15 32,44 32,42
Infundibulo 15 33,69 34,56
Animal: Fase

1 1 3 33,91 32,80
3 1 3 29,30 30,64
11 1 3 35,71 36,08
12 1 3 4451 50,59
13 1 3 29,57 31,33
17 1 3 31,52 30,99
18 1 3 35,89 35,72
4 2 3 33,07 34,35
5 2 3 23,36 24,86
8 2 3 32,96 33,38
14 2 3 28,76 29,64
15 2 3 37,86 40,45
16 2 3 38,22 39,85
19 2 3 31,16 31,53
20 2 3 33,39 32,45
Total 45 33,28 34,36

Fase 1: folicular, Fase 2: lUtea.

Observou-se uma dependéncia altamente significativa (P<0,01) entre
a altura das células ciliadas e secretoras (r=0,97), mostrando alta
correlacdo no comportamento dessas células durante o ciclo estral.

Mais estudos envolvendo a morfometria do Utero e tuba uterina de
bufalas precisam ser realizados com o objetivo de esclarecer algumas
davidas em relacdo as diferencas regionais do Utero e as mudancgas que
ocorrem nas fases do ciclo estral. Para isso, o ideal é que sejam utilizados

animais com ciclo estral conhecido e acompanhado por ultra-sonografia,
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palpacéo retal, etc..., com a finalidade de se ter certeza da fase do ciclo
estudada, o que ndo foi possivel neste trabalho devido a utilizacdo de

animais provenientes de matadouro.

4.3. — Concentracdo Hormonal Plasmética

No ensaio realizado, a recuperacdo da extracdo de progesterona
plasmatica foi de 91,81 %, a concentracdo de progesterona detectavel a
90% do BO foi de 125 pg/tubo ou 0,625 ng/mL, a ligacdo inespecifica de
2,76 % e os coeficientes de variacao intraensaio de 3,68 + 0,8%.

Pela andlise de variancia foi possivel observar que houve diferenca
significativa (P< 0,01) entre as fases para os dois hormonios analisados de

acordo com a tabela 19.

Tabela 19: Resumo da andlise de variancia da concentracdo hormonal
plasmatica de progesterona e estradiol de bufalas adultas.

cV GL QM
Progesterona (ng/mL)  Estradiol (pg/mL)
Fases 1 112,30** 3892,30**
Residuo 18 2,95 232,70
(**)-P<0,01

Os resultados das dosagens hormonais efetuadas por
radioimunoensaio de progesterona e estradiol estdo expressos na tabela
20. Os valores maximo, minimo e as meédias encontrados para as dosagens
plasmaticas dos animais na fase folicular foram 0,548 ng/mL e 0,324 ng/mL,
0,37 = 0,07 ng/mL para progesterona e 70,09 pg/mL e 27,61 ng/mL, 47,19
13,35 pg/mL para o estradiol.

Neste trabalho, a concentragdo de progesterona encontrada nos

animais da fase folicular estd acima dos achados de CHAUHAN et al.
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(1983), DOBSON & KAMONPATANA (1986) e PANDEY (1979), que
variaram de 0,06 ng/mL a 0,27 ng/mL. Entretanto, estdo de acordo com
SRIVASTAVA & SAHNI (1999), que relatam valores de 0,56 ng/mL a 0,90
ng/mL, e com SINGH & MADAN (2002), que encontraram concentracées
plasmaticas de progesterona, em novilhas na fase folicular, de 0,28 ng/mL a
0,75 ng/mL.

A concentracdo plasmatica de estradiol, nessa fase, esta proxima da
variagcdo de 32,52 pg/mL a 86,15 pg/mL observada por SINGH & MADAN
(2002) e préxima aos valores de 31,34 + 1,70 pg/mL, 43,32 + 10,51 pg/mL
e 29,60 pg/mL relatados por DOBSON & KAMONPATANA (1986), OBA
(1988) e SAMAD et al. (1988) durante o estro. Contudo, estdo acima dos
achados de 9,0-13,0 pg/mL para a raca Carabao no estro (DOBSON &
KAMONPATANA, 1986), e de 15,06 + 4,54 pg/mL e 10,16 + 0,84 pg/mL a
8,9 £ 1,7 pg/mL durante o pico de estradiol em bufalas e novilhas
sincronizadas com PGF2a (BEG et al., 1997; PORTO-FILHO, 2000).

Os animais da fase lutea apresentaram valores maximo, minimo e
média de 7,74 ng/mL e 1,23 ng/mL, 5,21 + 2,19 ng/mL para progesterona e
46,43 pg/mL e 3,08 pg/mL, 18,72 + 16,34 pg/mL para o estradiol,
respectivamente. Os niveis plasméaticos de progesterona estdo um pouco
acima da média referida por alguns trabalhos na literatura, como 4,0-4,26
ng/mL para bufalas Murrah no 14°-16° dia (DOBSON & KAMONPATANA,
1986), 2,81 + 1,48 ng/mL no 7° e 9° dia (SINGH & MADAN, 1999) e 1,84
ng/mL a 2,93 ng/mL na fase lutea (SINGH & MADAN, 2002) para novilhas
Murrah. Contudo, concordam com SRIVASTAVA et al. (1999), que
mencionaram valores de 2 ng/mL no 7° dia e 6 ng/mL no 15° dia do ciclo
estral.

Em relagéo ao estradiol, a média verificada neste trabalho para a fase
litea esta um pouco acima do encontrado: em bufalas Murrah de 10-15

pg/mL nessa mesma fase (DOBSON & KAMONPATANA, 1986); de 14,23
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+ 0,96 pg/mL e 9,06 + 0,34 pg/mL no metaestro e 14,92 + 0,84 pg/ml e
10,34 % 0,33 pg/mL no diestro (SAMAD et al., 1988). Porém, esta abaixo da
variagdo de 21,81 pg/mL a 24,11 pg/mL em novilhas Murrah (SINGH &
MADAN, 2002), e aos valores de 22,56 + 10,51 pg/mL no metaestro e
22,61 £ 10,51 pg/mL no diestro (OBA, 1988).



Tabela 20: Valores plasméaticos de progesterona (ng/mL) e estradiol
(pg/mL) de bufalas adultas.

Animal Progesterona Estradiol

FASE FOLICULAR

Bl 0411l a 70,09 a
B3 0,324 a 36,95 a
B6 0,348 a 47,32 a
Bl11 0,349 a 40,13 a
B12 0,324 a 47,17 a
B13 0,548 a 60,85 a
B17 0,324 a 2761la
B18 0,373 a 47,47 a
Média + sd 0,37 £ 0,07 47,19+ 13,35
FASE LUTEA
B2 4,379 b 8,47b
B4 5,766 b 3,08 b
BS 6,220 b 11,17b
B7 5,946 b 21,63 b
B8 7,351 Db 491b
B9 2,334 b 9,05b
B10 1,234 b 14,88 b
B14 5,855 b 35,53 b
B15 6,915 b 49,47 b
B16 6,676 b 16,28 b
B19 2,073 b 46,43 b
B20 7,774 b 3,77b
Média + sd 521+2,19 18,72 £ 16,34

Médias seguidas de mesma letra nas colunas séo iguais entre si em nivel de 5 % pelo
teste de Tukey.
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5- CONCLUSOES

A partir dos resultados deste estudo, pode-se chegar as seguintes

conclusodes:

1-

2-

Analise morfolégica

O epitélio de revestimento do Utero de bufalas é predominantemente
pseudo-estratificado, sendo, em algumas regides, cilindrico simples.

Na fase folicular, as glandulas uterinas basais e superficiais eram mais
retas e apresentaram células epiteliais em mitose. Aumento de
vascularizagdo de moderado a intenso foi observado em todos os
animais dessa fase, embora edema endometrial tenha aparecido em
apenas dois animais.

Na fase lutea, as glandulas uterinas se mostraram enoveladas e
ramificadas com vacuolizacdo supranuclear nas células secretoras e
secrecao glandular de moderada a intensa.

Dos 10 animais que apresentaram endometrite, 90 % possuia
endometrite leve a moderada. Em todos os graus de endometrite,
verificou-se a ocorréncia de fibrose peri-glandular, infiltracdo difusa de
células inflamatdrias e acumulos linféides.

A secrecao uterina era constituida de acucares neutros evidenciados
pela reacdo ao PAS, enquanto, na tuba uterina, a secre¢cdo possuia
acucares neutros e GAGs acidas carboxiladas e sulfatadas.

O epitélio de revestimento da tuba uterina da bufala é pseudo-
estratificado cilindrico ciliado alto na fase folicular e pseudo-estratificado
cilindrico ciliado baixo ou cilindrico ciliado simples na fase latea. Os
cilios eram mais longos e evidentes na ampola e no infundibulo,

notadamente na fase folicular.
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Na ampola e infundibulo de todos os animais, verificaram-se protrusées
citoplasmaticas com extrusdo nuclear das células secretoras. Porém, na
fase folicular, era muito mais evidente a ocorréncia de protruséo
citoplasmatica com liberacdo de granulos secretores e pouca extrusao
nuclear. Na fase latea, a extrusdo nuclear era mais intensa que a
citoplasmatica.

No ovério, foram observados foliculos primordiais, primarios,
secundarios, terciarios e de De Graff. Os foliculos pré-antrais atrésicos
apresentaram mais alteracdes degenerativas no odécito do que nas
células da granulosa. Nos foliculos antrais atrésicos, verificaram-se

alteracdes degenerativas no o4cito e nas células da granulosa.

Analise morfométrica

1-

2-

A meédia do diametro das glandulas basais e superficiais foi,
respectivamente, de 36,53 um + 8,86 e 62,31 um + 10,40.

Observou-se correlagdo significativa entre: a variavel glandula basal e as
variaveis lumen e epitélio basais; entre a glandula superficial e o lumen e
o epitélio superficiais; entre o lumen e o epitélio basais; e entre o [limen
e o epitélio superficiais.

Na tuba uterina, ndo houve diferenca entre as fases e regides estudadas
para a altura das células ciliadas e secretoras, ocorrendo somente
diferenca, entre os animais da fase folicular, para a altura das células

secretoras.

Concentracdo hormonal plasmatica

1-

Os valores plasmaticos médios dos animais da fase folicular foram 0,37
+ 0,07 ng/mL e 47,19 = 13,35 pg/mL para progesterona e estradiol,

respectivamente.
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2- Os valores plasmaticos médios dos animais da fase Iutea foram 5,21 +
2,19 ng/mL e 18,72 £ 16,34 pg/mL para progesterona e estradiol,

respectivamente.

Na tabela 21 encontra-se um resumo de todas os achados
observados nos cortes histoldgicos e na concentracdo hormonal plasmatica

dos animais que estavam nas fases folicular e Iutea.

Tabela 21: Resumo de todos os achados observados nos cortes
histolégicos e na concentracdo hormonal plasmatica dos animais das fases
litea e folicular.

Fase |Utea

Utero Tuba uterina
Glandulas uterinas enoveladas e Mucosa revestida por epitélio pseudo-
ramificadas, apresentando secrecao estratificado cilindrico ciliado baixo ou
e vacuolizacdo supranuclear cilindrico ciliado simples, com
protrusdes citoplasmaticas e extrusdo
nuclear nas regides da ampola e

infundibulo

Niveis plasméaticos de progesterona acima de 1 ng/mL

Fase folicular

Utero Tuba uterina

Endométrio com aumento de Mucosa revestida por epitélio pseudo-
vascularizagdo e edema, estratificado cilindrico ciliado alto
glandulas uterinas com células apresentando protrusdes citoplasmaticas
epiteliais em mitose com liberacdo de granulos secretores e
pouca extrusao nuclear nas regioes da

ampola e infundibulo

Niveis plasmaticos de progesterona abaixo de 1ng/mL
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PROTOCOLO DE COLHEITA DE MATERIAL PARA HISTOLOGIA

Buafala n°: data:
D B
E C
A
Tuba esquerda (Te): Tuba direita (Td):
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Ovario esquerdo Ovario direito
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OVARIO

ASPECTOS HISTOLOGICOS DO UTERO, TUBA UTERINA
E OVARIO DE BUFALAS (Bubalus bubalis)

Este estudo foi realizado com o objetivo de se conhecer melhor os
aspectos morfolégicos do sistema reprodutor feminino de bufalas e as
modificacbes que ocorrem nesse sistema durante o ciclo estral. Foram
utilizados fragmentos do Utero, tuba uterina, e ovario, além de sangue de 20
bafalas provenientes de um matadouro comercial da cidade de Lencois
Paulista-SP. Os fragmentos foram fixados em Karnovsky, incluidos em
resina e parafina e corados com HE, AT (pHs 2,5, 4,5 e 6,0), PAS e
tricromio de Masson. Realizou-se uma avaliacdo histol6gica geral dos
tecidos e analise morfométrica do Utero e tuba uterina. Os animais que
apresentaram, no endométrio, vascularizacdo e mitose glandular de
moderada a intensa, e edema de moderado a intenso foram classificados
na fase folicular (38 %) e 0os que apresentaram secrec¢ao e vacuolizacao
supranuclear glandular de moderada a intensa pertenciam a fase lutea (62
%). Dez animais apresentaram endometrite leve (60 %), moderada (30 %) e
acentuada (10 %). O ovario possuia, no cértex, foliculos pré-antrais e antrais
normais e atrésicos, corpos albicans, corpos luteos e, na medular, vasos
sanguineos, rete ovarii e células do hilo. A média do didmetro das glandulas
basais e superficiais foi, respectivamente, de 36,53 *+ 8,86 um e 62,31 *
10,40 um. Para as variaveis glandula basal, superficial e epitélio basal
houve diferenca entre as regibes do Utero, enquanto para as variaveis
glandulas basal e superficial, limen basal e superficial, epitélio basal e

superficial e epitélio luminal verificou-se diferenca entre os animais dentro
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de uma ou ambas as fases. Observou-se correlacao significativa entre a
variavel glandula basal e as variaveis lumen e epitélio basal, entre a
glandula superficial com o limen e o epitélio superficial, entre o limen basal
e o epitélio basal, e entre o lumen superficial e o epitélio superficial. Na tuba
uterina, ndo houve diferenca entre as fases e regides estudadas para a
altura das células ciliadas e secretoras, mas verificou-se diferenca entre os
animais da fase folicular para a altura das células secretoras. A
concentracdo hormonal plasmética média de progesterona e estradiol dos
animais da fase folicular foi de 0,37 + 0,07 ng/mL e 47,19 + 13,35 pg/mL e
dos animais da fase latea foi 5,21 + 2,19 ng/mL e 18,72 + 16,34 pg/mL para

progesterona e estradiol, respectivamente.
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HISTOLOGICAL ASPECTS OF THE UTERUS, UTERINE TUBE, AND
OVARY OF THE BUFFALO COW (Bubalus bubalis)

This study was carried out with the aim of finding and adding more
knowledge to the morphological aspects of the feminine reproductive system
of buffalo cows, and the modifications that occur in this system during the
estrous cycle. There were utilized fragments of uterus, uterine tube, and
ovary, and blood from 20 buffalo cows from a commercial slaughterhouse in
the city of Lencois Paulista- SP- Brazil. The fragments were fixed in
Karnovsky, then embedded in resin and paraffin, and stained with HE, AT,
PAS, and Masson trichrom. A general histological evaluation of the tissues
was made, and a morphometric analysis of the uterus and uterine tube as
well. The animals that showed, in endometrium, vascularization and glandular
mitoses of moderate to intensive degree, and stromal edema of moderate to
intensive degree, were classified in the follicular (38%) phase, and those that
presented glandular secretion and supranuclear vacuolation of the glandular
epithelial cells belonged in the luteal phase (62%). Ten animals presented
endometritis slight (60%), moderate (30%), and high (10%). The ovary
possessed, on the cortex, hormal and atretic preantral and antral follicles,
corpus albicans, corpus luteum, and in the medullar, blood vessels, rete
ovarii, and hilus cells. The average diameter of the basal and superficial
glands was, respectively, 36.53 nm * 8.86, and 62.31 nm + 10.40. For the
variables basal and superficial glands, and basal epithelial, there were
differences among the regions of the uterus, whereas for the variable basal
and superficial glands, basal and superficial lumen, basal and superficial
epithelium, and lumen epithelium, there was observed differences among the
animals within one or both the two phases. There was dso observed
significant correlation between variable basal gland and the variable basal
lumen and basal epithelium, between the superficial gland with the superficial

lumen and superficial epithelium, between basal lumen and basal epithelium,
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and between superficial lumen and superficial epithelium. In the uterine tube,
there was no difference between the phases and the regions studied for
height of the ciliated cells and secretory cells, but there was a difference
between those animals in the folicular phase, for the height of secretory cells.
The plasmatic values were, in average, 0.37 + 0.07 ng/mL and 47.19 + 13.35
pg/mL for progesterone and estradiol, and for those in the luteal phase, 5.21
+ ng/mL and 18.72 = 16.34 pg/mL for progesterone and estradiol,

respectively.
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