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HISTOLOGIA E MORFOMETRIA DO APARELHO REPRODUTOR DE FEMEAS
SUBMETIDAS A OVARIOSALPINGO-HISTERECTOMIA (Canis familiaris,
LINNAEUS, 1758)

RESUMO - Nesta pesquisa foram realizadas a histologia e morfometria de ovarios,
ovidutos e uteros de cadelas. Foram utilizados 15 animais distribuidos em grupos (G)
de acordo com as idades em anos, G1 (1 até 3), G2 (maiores de 3 até 5) e G3 (maiores
de 5 até 7). Apés a realizagcdo da ovariosalpingo-histerectomia, ovarios, fragmentos de
tubas uterinas e Utero foram fixados e processados rotineiramente para a inclusédo em
parafina. As amostras foram coradas pela técnica da Hematoxilina-eosina. Os
parametros morfométricos analisados foram: didmetros maximo e minimo (um),
perimetro (um), area (um?), fator de forma do citoplasma e nucleo dos odcitos dos
diferentes tipos de foliculos e espessura das camadas salpingicas e uterinas. Os
procedimentos estatisticos utilizados foram ANOVA e o teste Tukey (5%). Houve
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais para 0s parametros do
citoplasma e nucleo de odcitos foliculares e para a espessura das camadas salpingicas
e uterinas. Concluiu-se que, de acordo com os resultados desta pesquisa: a maturagao
in vitro obtém melhores desempenhos na utilizacdo de odécitos de foliculos primordiais
nas fémeas correspondentes ao G3 e para o0citos inclusos em foliculos secundarios e
terciarios, as do G2; as diferencas nas espessuras das camadas uterinas podem ser
uma das explicacdes para o desenvolvimento diferenciado dos fetos em fémeas
caninas e os valores obtidos neste estudo servirdo como subsidios para a biotecnologia
da reproducdo, diagnéstico e prognéstico de enfermidades que acometem esta

espécie.

Palavras-chave: cadela, histologia, morfometria, ovario, oviduto, Utero
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HISTOLOGY AND MORPHOMETRY OF THE REPRODUCTIVE SYSTEM OF
FEMALES SUBMITTED TO OVARIEHISTERECTOMY (Canis familiaris, LINNAEUS,
1758)

ABSTRACT - It was carried out in this research the histologyc and morphometric study
of ovaries, oviducts and uterus of canine females. There were 15 animals involved and
distributed in groups (G) according to their age in years, G1 (1 to 3), G2 (3 to 5) and G3
(5 to 7). After the performance of the ovariehisterectomy, the ovaries, fragments of
oviducts and uterus were fixed and processed routinely for inclusion in paraffin. The
samples were stained through haematoxilyn-eosin technique. The morphometric
parameters studied were: maximum and minimum diameters (um), perimeter (um), area
(um?), roundness factor of nucleus and cytoplasm of oocytes of different kinds of follicles
and thickness of oviduct and uterine layers. The statistical procedures used were
ANOVA and Tukey's test (5%). There was a significant difference among the
experimental groups on the parameters of cytoplasm and nucleus of oocytes follicles
and thickness of oviduct and uterine layers. It was concluded that: the maturation in vitro
gives better performance in the utilization of oocytes of primordial follicles in females
correspond to G3 and for oocytes of secondary and tertiary, the ones in G2; the
differences in the thickness of the uterine layers may be one of the explanations for the
differing development of the fetus in canine females, and the values obtained from this
study will serve as subsidy to the biotechnology of reproduction, the diagnosis and

prognostic of diseases that impair this species.

Key words: bitches, histology, morphometric, ovaries, oviduct, uterus



| - INTRODUCAO

O conhecimento minucioso do sistema reprodutor € importante, pois trata-se de
sistema organico freqientemente acometido por enfermidades detectadas na rotina da
clinica obstétrica veterinaria.

A biotecnologia da reproducdo animal estda em expressivo desenvolvimento,
visando aumentar a eficiéncia da producdo de animais domésticos, bem como
aprimorar o conhecimento sobre a pesquisa fundamental da reprodugédo. Dentre as
biotécnicas de maior relevancia, podem-se destacar a inseminacao artificial, a
transferéncia e a producgao in vitro de embrides, a transgénese e a clonagem (MAX et
al, 2004).

Caes tém sido empregados nos estudos da fisiologia e genética comparadas,
além disso, o desenvolvimento de técnicas de reprodugado assistida usando odcitos
caninos é eficaz para permitir sua recuperacdo em cadelas com alto valor genético
portadoras de doengas reprodutivas e servem de base para a preservagao dos gametas
de canideos selvagens e das espécies ameacgadas de extingdo (HISHINUMA et al,
2004).

Em vista disso, estudos dos foliculos e seus respectivos odcitos, tubas uterinas e
utero devem ser aperfeicoados, pois estes, participam intimamente do fendmeno
reprodutivo e, por conseguinte, da manutencédo e perpetuagdo da espécie. Portanto,
esta pesquisa tem o intuito de ampliar a literatura para cooperar com profissionais da
area de reproducgao animal e, sobretudo, colaborar de maneira benéfica no incremento

da biotecnologia da reproducéo.



Il - REVISAO DA LITERATURA

Os 6rgéos genitais femininos sao constituidos por dois ovarios que sédo glandulas
reprodutivas essenciais, pois produzem os 6vulos; por duas tubas uterinas, local onde
ocorre a fertilizacéo; pelo utero, onde o concepto se desenvolve; pela vagina, um canal
dilatavel no qual o feto é expelido do utero; pelo vestibulo da vagina, considerado o
segmento terminal do aparelho reprodutor onde a uretra se abre; pela vulva, o limite
caudal; e pelo clitéris, o homélogo ao pénis. As glandulas mamarias, embora
consideradas glandulas da cutis, estdo diretamente associadas aos 6rgaos
relacionados a reproducgédo (ELLENPORT, 1986).

Por isso, o sistema reprodutor feminino tem as funcdes de produgcédo dos
gametas pelo processo de oogénese; é responsavel pela recepcdo dos gametas
masculinos; fornece ambiente ideal para a fertilizacdo dos odcitos; oferece local
adequado para o desenvolvimento do feto até o nascimento, além de nutrir o recém-
nascido. Ademais, é o sistema que responde pela perpetuacdo da espécie (YOUNG e
HEATH, 2001).

O ciclo reprodutivo (estral) relaciona-se com varios fendmenos como a
puberdade, a maturidade sexual, e senescéncia. Estes sdo regulados por fatores
ambientais, genéticos, fisiologicos, hormonais e comportamentais. O nivel de fertilidade
se mantém durante alguns anos, para posterior declinio gradual em virtude do
envelhecimento. Além disso, o ciclo estral é regulado por mecanismos enddécrinos e
neuroendocrinos, principalmente pelos horménios hipotalamicos, esterdides secretados
pelos ovarios e pelas gonadotrofinas. A regulagdo da secrecao de gonadotrofinas
durante o ciclo estral, requer um balanceamento entre complexas interagdes hormonais,
como por exemplo, modificagbes nas taxas de sintese, liberacdo e degradagdo do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH). O estrégeno estimula o crescimento
uterino por mecanismos que envolvem a interacdo do horménio com receptores, o
aumento dos processos de sintese dentro das células e o estimulo da producgéo de
prostaglandinas pelo utero (HAFEZ e HAFEZ, 2004).



No final do estro, ocorre a ovulagédo seguida pela formacdo do corpo luteo,
resultando na secrecdo de progesterona. A prostaglandina Fyq (PG F2q) € 0 horménio
luteolitico uterino e controla a vida util do corpo luteo, que em contrapartida, regula a
extensao do ciclo. Ocorrendo a gestagao, a influéncia luteolitica uterina € anulada, pois
a progesterona secretada pelo corpo luteo € necessaria para a manutencdo da
gestacao (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Em geral, as cadelas entram na puberdade dois a trés meses apos ter atingido
tamanho corporal adulto, o que costuma ocorrer entre seis a 12 meses de idade. As
ragas menores chegam a puberdade mais precocemente que aquelas de ragas grandes
porque atingem o tamanho adulto mais cedo. O intervalo do ciclo estral das cadelas é
excepcional por causa de sua duracéo, com média aproximada de sete meses e meio.
Este ciclo € caracterizado por varias etapas, o proestro, o estro, o diestro e o anestro
(STABENFELDT e EDQVIST 1996).

O pré-estro apresenta elevacdo do estrogénio que € responsavel pelas
mudancas fisicas e comportamentais da fémea. Seu periodo é em média nove a 21
dias e podem ser observados edema vulvar e secreg¢édo vaginal sanguinolenta. Nesta
fase, a fémea atrai o macho por liberacdo de ferormdnios, porém nao aceita o
acasalamento (CONCANNON, 1986).

No estro, ha diminuicdo da concentracdo do estrogénio e elevacdo da
progesterona; tem periodo de duracdo de seis a 12 dias e € nesta fase que ocorre a
copula. A ovulagado ocorre 24 a 48 horas ap6s o pico do horménio luteinizante (LH). O
aumento dos niveis da progesterona € responsavel pela mudanga comportamental da
fémea. O edema vulvar persiste, porém a secregdo vaginal sanguinolenta torna-se
transparente (CHRISTIANSEN, 1988).

O diestro € caracterizado por valores maximos de progesterona 20 a 30 dias
apos o pico de LH, diminuindo em seguida, num periodo de 60 dias. Em fémeas
gestantes, este periodo € de 56 a 68 dias e 60 a 100 dias em fémeas nado prenhes
(CONCANNON, 1986).

O anestro é o periodo de transigdo dos ciclos estrais caracterizado pelo baixo

nivel de progesterona e pode variar de um a seis meses (MIALOT, 1988). Embora seja



considerada uma fase de quiescéncia reprodutiva, ao final da reparacdo endometrial,
sabe-se que ha atividade ovariana (RODRIGUES e RODRIGUES, 2002).

Utilizando-se da técnica de citologia esfoliativa e, sobretudo apoiando-se em
recursos infra-estruturais adequados e competéncia em analise de preparagdes
citoscopicas, pode-se estimar a fase do ciclo estral por meio da analise citologica de
“swabs” vaginais, com base nas caracteristicas quantitativas e morfolégicas das células
da mucosa vaginal. Este epitélio € estimulado pelo estrogénio a entrar em mitose. A
divisdo celular ocorre na lamina basal e as células se afastam em direcdo ao lume
vaginal para entdo, iniciar o processo de degeneracdo, pois o suprimento nutritivo
torna-se escasso. As células epiteliais sdo classificadas basicamente em parabasais,
intermediarias, superficiais nucleadas e anucleadas. Os leucocitos desaparecem do
esfregaco vaginal poucos dias ap6s o proestro. Isto ocorre porque a principal via para
seu aparecimento € a espessura da parede vaginal que aumenta, bloqueando desta
forma a entrada das células de defesa. Os eritrocitos presentes durante o proestro
originam-se do sistema sanguineo vascular do endométrio em desenvolvimento sob
acao do estrégeno (STABENFELDT e EDQVIST 1996).

No monitoramento do ciclo estral, por meio da citologia vaginal, pode ser
verificada que a fase inicial do proestro € marcada pela presenga de eritrécitos,
neutréfilos, células parabasais, intermediarias e superficiais. Em seguida, as células
parabasais e intermediarias sao substituidas pelas superficiais nucleadas e anucleadas,
correspondendo 80% do total de células da preparacdo. A presencga de eritrocitos é
variavel e o numero de neutréfilos diminui. No estro, ndo se observam neutréfilos, as
células superficiais representam 90% do esfregaco e podem ser encontrados eritrocitos
e bactérias. No diestro, ha decréscimo das células superficiais (menos de 20%) e
predominio nas parabasais e intermediarias. Os neutréfilos reaparecem e podem ser
identificados eritrécitos. Durante o anestro, as células predominantes sé&o as parabasais
e intermediarias. Ocasionalmente ha neutréfilos e bactérias; as hemacias estédo
ausentes (VANNUCCHI et al, 1997; BACHA JR. e BACHA, 2000).



2.1. Ovérios

Sé&o estruturas pares e considerados a contraparte feminina dos testiculos. Tém
fungdes enddcrinas (producao de estrégenos e de progesterona) e exocrinas (produgao
de gametas, os odcitos). Os ovarios sao envoltos pelo epitélio superficial, que é
continuo com o mesovario. Este epitélio € uma modificagdo do revestimento peritoneal
visceral ovariano. Sao formados por duas zonas diferentes, o cértex e a medula (DI
FIORI, 2000).

A medula é caracterizada pela presenga dos grandes vasos sanguineos,
linfaticos e algumas estruturas embrionarias remanescentes (partes da reeovdi -
corddes solidos e curtos de células epiteliais). E constituida por tecido conectivo frouxo
rico em fibras elasticas e reticulares. Os elementos medulares sdo continuos com o
ligamento mesovarico (BANKS, 1992; BACHA Jr. e BACHA, 2000).

No cértex estao os foliculos em varios estadios de desenvolvimento, os corpos
luteos, células intersticiais e elementos do estroma. Varias células tipicas do tecido
conectivo frouxo estdo presentes. Contudo, este tecido é hiperplasico e contém densos
agregados de fibroblastos que s&o adaptaveis, pleomorficos e podem assumir
caracteristicas epitelidides, que posteriormente formam a teca folicular e as células
glandulares intersticiais associadas aos foliculos (PRIEDKALNS, 1982; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Durante o inicio do desenvolvimento fetal, células germinativas chamadas
oogOnias, migram para o cortex, onde se multiplicam por mitose. Algumas aumentam o
tamanho neste periodo e sdo conhecidas como o6citos primarios que iniciam a divisdo
meidtica (YOUNG e HEATH, 2001).

Gartner e Hiatt (2002) afirmaram que cada odcito € circundado por uma camada
de células epiteliais e, juntas, estas duas estruturas constituem o foliculo ovariano. Sob
a influéncia do horménio foliculo-estimulante (FSH), ele cresce, é modificado, torna-se
encapsulado pelo estroma ovariano e se desenvolve passando pelas fases primordial,

primario, secundario e terciario (Graaf), da maturacgéo.



Os primordiais caracterizam-se por apresentar o o6cito envolto por Unica camada
de células granulosas de epitélio pavimentoso simples. O crescimento das células
foliculares passa de epitélio pavimentoso para cubico, ambos simples, nos primarios
com uma camada de células foliculares e ha inicio da formag¢ao da zona pelucida. Nos
primarios com células foliculares estratificadas, ocorre o desenvolvimento das tecas
interna e externa e possuem varias camadas de células granulosas envolvendo o
oocito. Quando ha varias camadas de células da granulosa e o aparecimento de
cavidades denominadas antro entre as células foliculares, o foliculo é dito secundario.
O desenvolvimento completo das tecas, presenca de grande cavidade, as formagdes de
células que envolvem o oécito, a oronada e do moprsa (local da juncéo
do odcito a parede pelas células foliculares) s&o caracteristicas correspondentes ao
foliculo terciario (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A ovulacdo € a ruptura do foliculo, que se projeta na superficie do ovario na
regido do estigma, pois seus componentes corticais se adelgagcam. O liquido liberado
neste fenbmeno provavelmente auxilia o transporte do odcito da superficie ovariana
para o infundibulo. Apds a ovulagéo, o gameta permanece envolvido pela zona pelucida
e oronada (BANKS, 1992).

Nem todos os foliculos em desenvolvimento chegam a ovulagdo, muitos se
tornam atrésicos (degeneracdo). Este processo pode ocorrer em qualquer estadio e
inclui o o6cito e as células associadas (YOUNG e HEATH, 2001).

Ariyaratna e Gunawardana (1997) ao estudarem foliculos ovarianos de cabras
quali e quantitativamente, ao microscépio de luz, observaram que o par de ovarios
apresentou média de 35.092 primordiais. Verificaram que a formagéo do antro comegou
quando a granulosa obteve aproximadamente seis camadas celulares, e a zona
pelucida tornou-se visivel. O didmetro do odcito e a espessura da zona pellcida
aumentaram significativamente durante o desenvolvimento folicular alcangando médias
de 119 ym e 3.2 um, respectivamente nos gametas maiores que dois milimetros. Isto
indica que o crescimento do o6cito continua depois da formagédo do antro. O numero

médio de foliculos normais foi 10,67 e, o de atrésicos duas vezes mais.



De Bruin et al (2001) pesquisaram foliculos e oogbnias de fetos humanos e
observaram volumes, porcentagens, diametros maximos e conformacdes. O volume do
ovario ampliou significativamente de 0,10 a 0,36 centimetros cubicos (cm?®) na segunda
metade da vida intra-uterina. As médias do volume e do didmetro folicular, aumentaram
de modo significativo de 0,48% e 0,52 ym por semana, respectivamente. Foliculos com
o6citos circundados por uma camada de células pavimentosas foram predominantes
(72%). Os primordiais diminuiram mais de 20% e os primarios aumentaram de 06%
para 19%. As oogbnias apareceram frequentemente antes de 30 semanas de gestagéo,
mas depois foram raras.

Simdes et al (2005) pesquisaram a morfometria de estruturas ovarianas em
cabras por meio de ultra-sonografia transretal, e afirmaram que o tamanho dos foliculos
pré-ovulatérios em média era de 6,3 milimetros (mm). Concluiram que esta técnica &
confiavel porque permitiu a identificacdo e avaliagdo do desenvolvimento das varias
categorias foliculares (maiores que 03 mm).

Hishinuma et al (2004) examinaram cortes histolégicos ovarianos de cadelas
portadoras de piometra e hiperplasia endometrial. Encontraram foliculos atrésicos ou
ndo, e ceélulas foliculares com diametros de 500 ym a 1000 ym. Relataram que em
cadelas de grande interesse reprodutivo, a recuperacao de odcitos viaveis é possivel e
pode ser realizada quando ha exérese do ovario, ou quando ha o6bito do animal.

Codon et al (2001) avaliaram alteragbes morfométricas e ultraestruturais no
oo0cito e nas células da granulosa do tatu (B vibs ) durante o
crescimento folicular. Foram encontrados foliculos primordiais, primarios iniciais e
tardios, secundarios e terciarios. As células da granulosa aumentaram de espessura
desde o primordial ao de Graaf.

Yin e Gu (2002) atestaram o uso da morfometria celular em gdénadas femininas
em pacientes com tumores epiteliais ovarianos. Foram calculados: fator de forma, area
e perimetro nucleares; e concluiu-se que estes parametros sdo confiaveis para os

diagnésticos e progndsticos para diferentes tipos de tumores epiteliais.



2.2. Tubas Uterinas

Séo estruturas tortuosas que conectam os ovarios aos cornos uterinos,
constituindo o local de transporte dos gametas masculinos e femininos. Estes 6rgaos
estdo subdivididos em infundibulo, ampola e istmo (PRIEDKALNS, 1982; BANKS,
1992).

O epitélio é prismatico pseudoestratificado, com cilios moveis na maioria das
células. Ha atividade secretora nas células ciliadas situadas somente na por¢éo cranial
dos ovidutos. A camada submucosa é formada por tecido conectivo frouxo e é
desprovida de glandulas (PRIEDKALNS, 1982).

A tunica mucosa € pregueada e constituida por epitélio colunar simples ciliado, e
por células secretoras de muco néo ciliadas. Estas se tornam maiores sob influéncia da
progesterona, nutrem os odcitos, assim como capacitam os espermatozdides para a
fertilizacao (BANKS, 1992).

A tunica muscular possui fibras musculares lisas em dois planos, interno circular
e externo longitudinal, além disso, hd também a camada serosa representada pelo
peritdbnio (GEORGE et al, 1998).

Numerosos vasos sangilineos estao no interior da camada serosa e formam uma
area vascular bem diferenciada (BANKS, 1992).

Steinhauer et al (2004) investigaram mudancas morfolégicas e a atividade
proliferativa no epitélio do oviduto de cadelas em varios estadios do ciclo estral. Como
principal achado, encontraram que no epitélio basal do istmo ndo houve variagbes
ciclicas distintas na morfologia celular e diferenciacdes como as detectadas no
segmento cranial do 6rgao.

Luvoni et al (2003) sugeriram que ha uma interacao positiva entre os odcitos
caninos e a tuba uterina, interferindo nos processo de maturagcao e meiose do odcito.
Atestaram que estes processos sao afetados pela composig¢ao do fluido do oviduto e do

contato fisico entre ambos.



2.3. Utero

O utero é o local de implantagédo do feto e seus envoltérios. Passa por diversas
modificagbes durante o estro e & constituido por cornos bilaterais conectados aos
ovidutos, corpo, colo e vagina (PRIEDKALNS, 1982).

O endométrio é a camada mucosa e seu epitélio &€ prismatico simples. Os
produtos da secregcdo dos epitélios de revestimento e glandular incluem o muco,
lipidios, glicogénio e proteinas. As glandulas se estendem para a lamina propria
submucosa, que é formada por tecido conectivo frouxo hiperplasico composto por
numerosas células de defesa, as mononucleares e polimorfonucleares (BANKS, 1992).

Blackwell et al (2003), afirmaram que o endométrio do suino é composto por
epitélios luminal e glandular e células do estroma, que secretam a luteolisina e
prostaglandina F,y (PGF2,) durante o final do diestro. Em tal pesquisa os supra citados
autores quantificaram por analises morfolégica e morfométrica a composigéo celular do
endométrio nos dias 12 e 16 pos-estro. Os resultados indicaram que o endométrio do
suino é constituido predominantemente de células epiteliais glandulares e pelo estroma,
que parecem contribuir substancialmente na secre¢cdo endometrial de PGF,, durante a
lutedlise. A contribuicdo do epitélio glandular nesta secrecao eleva-se durante o diestro,
além disso, ha hiperplasia deste epitélio.

Van Cruchten et al (2004) acompanharam o padrao proliferativo fisiolégico do
endométrio canino durante o ciclo estral, pois afirmaram que este conhecimento
colabora para a melhor compreensdo das alteragdes tissulares durante a gestacéo e
em condi¢cdes patoldégicas como, por exemplo, a hiperplasia endometrial cistica.
Concluiram em seus estudos que ha dois picos proliferativos sendo o primeiro durante o
proestro na superficie epitelial, estroma, vasos e criptas; e o segundo, durante o estro
nas glandulas basais.

Galabova et al (2003) pesquisaram as mudancas morfolégicas do epitélio
endometrial durante o diestro e anestro em cadelas. Verificaram que sobre a influéncia
de elevados niveis de progesterona em estadios iniciais e intermediarios do diestro, as

criptas sdo formadas por protrusbes no lume uterino e revestidas por epitélio colunar
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simples. No final desta fase do ciclo estral, estas criptas que ocupavam grande parte do
endométrio, tém parte do seu estroma reduzido. No inicio e fase intermediaria do
anestro, o endométrio foi caracterizado por intensa formagéo de criptas na superficie
que estava composta somente por células epiteliais basais, mas em sua fase final,
estas desaparecem. Além disso, a proliferacéo foi detectada ndo somente na superficie
do endométrio, mas também, na parte basal das glandulas, confirmando o inicio da
primeira fase proliferativa do préximo ciclo.

O miométrio € composto por espessa camada interna circular e outra externa
longitudinal. Sdo constituidas por células musculares lisas que aumentam em numero e
em tamanho durante a gestacdo. Entre as camadas, hd uma zona vascular composta
de artérias, veias e vasos linfaticos que se comunicam com o endométrio
(PRIEDKALNS, 1982).

O perimétrio € composto por tecido conectivo frouxo recoberto com mesotélio
peritoneal. Ha células musculares lisas, fibras nervosas e numerosos vasos linfaticos e
sanglineos nesta camada (PRIEDKALNS, 1982).

Augsburger e  Kurzi (2004) compararam  macroscopicamente e
histomorfologicamente tecidos uterinos obtidos de cadelas nuliparas e multiparas.
Documentaram que, em contraste a outras espécies, o utero ndo aumentou em
tamanho e volume mesmo apds passar por pelo menos sete gestagdes; e concluiram
que o estudo podera ser util na avaliacdo de desordens uterinas.

Freitas et al (2002), concluiram em seus estudos a respeito do comportamento
das artérias extramurais do utero de cadelas sem racga definida que a artéria ovarica
aparece na maioria dos casos emitindo um ramo uterino que supre apenas 0S cornos
uterinos; a artéria uterina emite ramos diretos para os cornos e corpo uterinos e cervix
e, além disso, representa o principal vaso arterial destinado ao utero, sendo que a face

ventral recebe maior nUmero de ramos arteriais.
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[l - OBJETIVOS

3.1. Gerais:

e Estudar histolégica e morfometricamente ovarios, tubas uterinas e uteros de

fémeas caninas.

3.2. Especificos:

¢ Analisar o citoplasma e o nucleo de odcitos foliculares:
0 Primordiais
0 Primarios
= com unica camada de células foliculares (ou unilaminares)
= com células foliculares estratificadas (ou multilaminares)
o Secundarios
o Terciarios
e Avaliar as camadas das tubas uterinas:
0 Mucosa
0 Muscular
o Serosa
e Verificar as camadas uterinas:
o Endométrio
o0 Miométrio

o Perimétrio
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IV - MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Foram estudadas 15 fémeas da espécie canina, sem raca definida, consideradas
higidas ap6s serem submetidas aos exames fisico, clinico e laboratoriais (hemograma,
bioquimicos e urinalise), ndo prenhes, sem histérico de problemas reprodutivos e em
diferentes fases do ciclo estral. Os animais inclusos no experimento, foram os
provenientes do Setor de Obstetricia do Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel”

da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, campus de Jaboticabal — Unesp.
4.2. Grupos experimentais

De acordo com o agendamento das cirurgias, gradativamente, as fémeas foram
classificadas em grupos de acordo com as idades em anos: Grupo (1), jovens de 1 até
3; Grupo (2), adultos jovens maiores de 3 até 5 e Grupo (3), adultos maiores de 5 até 7.

Cada grupo foi constituido por cinco animais.
4.3. Citologia Vaginal

Para caracterizar a fase do ciclo estral foram realizadas citologias vaginais.
Primeiramente, foi feita a higiene da genitalia externa com agua e sabao neutro, em
seguida, com os labios vulvares afastados, a colheita do material foi efetuada com o
uso do “swab” (Kolpswab®) na porcao cranial da vagina por movimentos de rotacédo em
toda a circunferéncia vaginal, sempre mantendo contato com a mucosa. Ato continuo, o
“swab” foi rolado sobre laminas de vidro devidamente limpas e identificadas. Ap6s a
secagem em temperatura ambiente o esfregaco foi corado pelo método de Harris-Shorr,
como mencionado por Mialot (1984). A leitura foi em microscopio o6ptico de luz
(aumento de 400X) para observagbes da porcentagem e morfologia das células do
epitélio vaginal (THRALL e OLSON, 1999).
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4.4. Procedimentos pré-anestésico, anestésico, cirurgico e pas-cirdrgico

As gbnadas, tubas uterinas e utero foram obtidos mediante ovariosalpingo-
histerectomia (OSH). Os animais foram submetidos aos jejuns alimentar de 12 e hidrico
de 08 horas no dia anterior a cirurgia.

A medicacio pré-anestésica foi a Levomepromazina' (1mg/kg de peso corpéreo;
via intravenosa) e analgesia com Buprenorfina? (0,01mg/Kg de peso corpéreo via
subcutanea). Apés 10 minutos, foram realizados os procedimentos de indugcdo com
Propofol® (5mg/kg de peso corporeo, via intravenosa) e manutencéo anestésica com o
agente inalatorio isoflurano® (1 a 2 V%, Isothane®) (FANTONI, 2002).

No trans-operatorio, os animais receberam fluidoterapia intravenosa para a
manutencao da volemia, e, para que em eventuais emergéncias, estivessem com uma
veia canulada para a administracdo de farmacos, se necessarios. A técnica cirurgica
adotada foi a descrita por FOSSUM (2002).

Enquanto as equipes de anestesiologia e cirurgia iniciavam a sedac&o e os
procedimentos prévios a OSH, as laminas para a citologia vaginal eram coradas pelo
meétodo Harris-Shorr. No trans-operatério, o cirurgido identificava o sistema reprodutor
para que apos cautelosa remogdo, pudesse ser iniciada dissecgdo dos ovarios, tubas e

cornos uterinos.

'Neozine®- Laboratorio Aventis Farma Ltda

*Temgesic® - Schering Plough

3Propofol® — Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda
*Isothane® — Laboratério Baxter HealthCare Corporation
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No pos-operatério foram prescritos curativos com Rifamicina Sodica® a cada 12
horas na ferida cirdrgica durante 10 dias consecutivos, Penicilina Benzatina® (40.000
U.I./Kg de peso) em dias alternados totalizando trés aplicagbes intramusculares e,
finalmente, a analgesia a base de Cetoprofeno’ durante trés dias (01mg/Kg de peso

corporeo; via oral). Os pontos da cutis foram removidos ap6s 10 dias.
4.5. Procedimentos histolégicos e morfométricos

Os ovarios, tubas uterinas e utero foram lavados em agua corrente para a
retirada do excesso de sangue, estendidos sobre mesa limpa para a remocgéo do tecido
adiposo e posterior disseccdo das estruturas. Para excluir efetivamente problemas
reprodutivos, avaliou-se macroscopicamente o sistema reprodutor, e apos identificacao
e individualizagdo destas estruturas, foram realizados cortes longitudinais em ambos os
ovarios (Figura 1) e a individualizagédo de trés fragmentos com 0,5 cm de comprimento
(em média) das tubas (Figura 2) e cornos uterinos (proximal, meédio e distal em relacao
ao ovario) (Figura 3).

Todas as amostras foram imersas em solugéo de Bouin durante 24 horas, e em
seguida, processadas para as técnicas histologicas de rotina (desidratacéo,
diafanizagao, inclusdo em parafina e os blocos de todas as amostras submetidos a
cortes de 05 ym de espessura). Para os ovarios procederam-se cinco cortes semi-
seriados (70 um) e para cada fragmento das tubas e cornos uterinos, um corte. Ato
continuo os tecidos foram distendidos em laminas de vidro, colocados em estufa para
posterior procedimento de coloragdo com Hematoxilina-eosina e, finalmente, as
laminulas fixadas com Balsamo do Canada.

Para o estudo morfolégico, os cortes histolégicos foram observados e

fotomicrografados em fotomicroscopio Olympus BX50.

°Rifocina s@gray® — Laboratério Hoeschet Marion Roussel S/A
6Bactopen — Laboratoério SEM
"Ketofen® — Rhodia-Mériex
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Para a morfometria do nucleo e citoplasma dos odécitos, foram utilizadas 10
células de cada tipo (foliculos primordial, primario com uma camada de células
foliculares, primario com células foliculares estratificadas, secundario e terciario),
perfazendo 50 foliculos obtidos dos dois ovarios.

Os parametros celulares analisados foram: area (um?), perimetro (um), diametros
maximo e minimo (um) e fator de forma do citoplasma e nucleo dos o6citos, mediante o
sistema de imagens Image Pré-plus, acoplado a um microscopio binocular, ambos da
Olympus.

O fator de forma é expresso matematicamente pela relagéo (perimetro)? .

4.11.area

O menor valor deste fator é igual a um e isto significa que a forma do citoplasma
ou do nucleo € semelhante a de um circulo cuja equagao € 1.R?, como também a partir
do perimetro do circulo, cuja equacéao é 2.11.R. Pela substituicdo da area e do perimetro
tem-se:

Fator de Forma:

(2mR)2 = _(4MAR) = (4MR? =1
4. .(.R?) @4 mR)  (4M.R?)

Quando este fator for maior que a unidade, entende-se que a forma do
citoplasma ou do nucleo é irregular.

Para a analise morfométrica das camadas dos cornos (endométrio, miométrio e
perimétrio) e tubas uterinas (mucosa, muscular e serosa) direita e esquerda, estas
estruturas foram divididas em trés segmentos (proximal, médio e distal em relacéo ao
ovario) (Figuras 2 e 3), as medidas da espessura foram em micrometros com o uso do
sistema analisador supramencionado.

As médias apresentadas nos resultados das camadas dos segmentos do utero e
das tubas foram obtidas a partir dos cortes transversais das amostras. Os valores
médios foram provenientes de trés medigbes em pontos equidistantes, para cada

fragmento.
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<€— Infundibulo

Figura 1. Fotografia das génadas de fémea Figura 2. Fotografia das tubas uterinas de
canina. Observa-se corte longitudinal do fémea  canina. Nota-se as regides
ovario. infundibulo, ampola e istmo.

)
x

¥
=

Segmento 1 ¥

Segmento 2 »

Segmento 3 P

Figura 3. Fotografia dos cornos uterinos
de fémea canina. Verificam-se os
segmentos 1, 2 e 3 (regides proximal,
média e distal respectivamente em
relacdo aos ovarios).

4.6. Procedimentos Estatisticos

Para os parametros celulares dos odcitos foi realizada analise de variancia com
um fator, trés grupos e cinco repeticdbes dentro de um delineamento inteiramente
casualizado e o Teste Tukey (5%). Para as camadas das tubas uterinas e utero,
procedeu-se a analise de variancia e para complementa-la, utilizou-se o teste Tukey
(5%).
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V- RESULTADOS

Na Figura 4 (a) verifica-se o0 nucleo, que em todas as fases de desenvolvimento
folicular apresenta nucléolo e cromatina frouxa bem evidentes, e o citoplasma dos
foliculos primordial e primario unilaminar. Nota-se que o citoplasma de ambos os
foliculos sédo envoltos por epitélio simples, porém no primordial € pavimentoso € no
primario unilaminar, cubico. Os valores médios obtidos da morfometria dos obcitos
destes foliculos estdo expressos na tabela 1 onde detectou-se para o citoplasma que:
nos primordiais houve diferenca significativa (p<0,05) nos didmetros maximo e minimo,
perimetro e area entre os G1 e G3 e nas figuras 5, 6 e 7, observa-se que o G3 obteve
nos primordiais, respectivamente para estes parametros, os maiores valores médios
(34,70um, 29,05um, 107,86um e 779,17um?) quando comparado ao G1 (31,71um,
26,30pm, 97,65um e 653,74um?). Nos foliculos com uma camada de células foliculares,
os valores do fator de forma foram significativos (p<0,05) entre os G1 e G2 em que os
dados séao visualizados na tabela 1, e na figura 8, nota-se que o G2 obteve o maior
valor médio (1,27), quando comparado ao G1 (1,15).

Na Figura 4 (b) observa-se o foliculo primario multilaminar, cujo citoplasma &
revestido por epitélio estratificado cubico (constitui a camada granulosa) e a zona
pelucida. A tabela 2 contém os valores médios da morfometria do nucleo e citoplasma
dos odcitos destes foliculos e verifica-se que n&o houve diferenga significativa (p<0,05)
em nenhum parametro entre os grupos.

Na Figura 4 (c) ha um foliculo secundario com varias camadas de células
foliculares, em que estas células granulosas comegam a se espagar devido ao acumulo
de liquido folicular, formando cavidade denominada antro. Na tabela 2 estdo indicados
os valores referentes ao nucleo destes obécitos que, por sua vez, variou
significativamente (p<0,05) nos didmetros maximo e minimo, perimetro e area entre o
G2 e os demais; e para complementar estas informacgdes, nas figuras 9, 10 e 11
verifica-se, respectivamente, para estes parametros que o G2 obteve os maiores

valores médios (61,45um, 53,42um, 193,16um e 3.330,40pm2) quando comparado ao
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G1 (30,49um, 26,07um, 95,19um e 631,30 pm?) e ao G3 (31,10um, 26,11um, 96,98um
e 650,20 um?).

Na Figura 4 (d) nota-se o foliculo terciario com grande antro, tecas interna e
externa delimitando o foliculo e o cumulus oophorus, que prende o odécito a parede
folicular Os valores médios da morfometria dos odcitos inclusos nestes foliculos estéo
na tabela 3 onde verifica-se a diferenga significativa (p<0,05) no nucleo das variaveis
didmetro minimo, perimetro e area entre o G2 e os demais; e nas figuras 12, 13 e 14
nota-se, respectivamente para estes parametros que o G2 obteve os maiores valores
médios (50,48, 180,72 e 2989,30um?), quando comparado ao G1 (25,66um, 94,55um e
604,20pum?) e em relacdo ao G3 (26,53um, 100,91um e 698,30um?).

Na Figura 4 (e) verifica-se o infundibulo da tuba uterina com o pregueamento da
camada mucosa constituida por epitélio simples cilindrico ciliado e secretor apoiado em
tecido conectivo frouxo, formando a lamina propria desta regido. A camada muscular
compbe-se de um estrato circular interno e longitudinal externo. Os valores médios das
espessuras destas camadas estdo descritos na tabela 4, onde houve diferencas
significativas (p< 0,05) na camada mucosa entre os G2 e G3 e na figura 15 detecta-se
que o G3 teve os maiores valores médios (214,31um) quando comparado ao G2
(169,67um).

Na Figura 4 (f) nota-se a camada serosa da tuba uterina composta pela
associacao de epitélio simples pavimentoso (mesotélio) e tecido conectivo frouxo e as
camadas muscular e mucosa em seqUéncia. Ao se observar os valores médios das
espessuras destas camadas nas diferentes regides da tuba uterina na tabela 4,
percebe-se que na serosa do infundibulo houve diferengas significativas (p< 0,05) entre
os grupos G1 e G2 e nas tabelas 5 e 6, respectivamente, estdo descritas as diferencas
significativas (p< 0,05) na ampola e istmo, entre o G1 e os demais. No infundibulo, G1
obteve os maiores valores (80,27um) quando comparado ao G3 (53,52um), como pode
ser visualisado na figura 15; na ampola, o G1 teve os maiores valores (81,92um) em
relacdo ao G2 (57,62um) e G3 (49,78um), o que pode ser evidenciado na figura 16. Na
figura 17, observa-se que a camada serosa no istmo do G1 obteve valores médios

maiores quando comparado aos G2 e G3, respectivamente: 85,31; 61,96 e 55,95um.
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Na figura 4 (g) observam-se, da luz para a periferia, 0 endométrio com glandulas
endometriais € o0 miométrio, com fibras musculares lisas dispostas circular e
longitudinalmente. Os valores médios das espessuras destas camadas estdo expressas
nas tabelas 7, 8 e 9 onde denota-se que para o miométrio do segmento 1 houve
diferenca significativa (p<0,05) entre o G3 e os demais (tabela 7), e no segmento 2,
esta camada no G1 diferiu significativamente (p<0,05) entre os grupos (tabela 8). Na
figura 18 verifica-se que a camada muscular no segmento 1 do G3 obteve valores
médios maiores quando comparado aos G1 e G2, respectivamente, (1180,76; 648,91,
889,83um) e, na mesma camada, porém no segmento 2 o G1 obteve os maiores
valores (1118,77um) quando comparado ao G2 (741,00um) e G3 (1029,99um). No
segmento 3 dos cornos uterinos ndo houve diferengas significativas (p<0,05) em
nenhuma camada como pode ser comprovado observando-se a tabela 9.

Na Figura 4 (h) percebe-se o perimétrio formado por tecido conectivo frouxo
revestido por epitélio simples pavimentoso, o mesotélio. Os valores médios da
espessura desta camada estdo relacionados nas tabelas 7, 8 e 9, onde nao foram

detectadas diferencas significativas (p<0,05).



Figura 4. Fotomicrografias de ovario, tuba uterina e utero de
fémeas caninas. (a) Odcito de foliculos primordial e primario com
uma camada de células foliculares, (40X); (b) zona pelucida (Z) do
oocito de foliculo primario com células foliculares estratificadas
(20X); (c) odcito de foliculo secundario (20X); (d) cumulus
oophorus (O) do oécito de foliculo terciario (20X); (e) Camadas
mucosa (M) e muscular (Mu) da tuba uterina (20X); (f) Camada
serosa da tuba uterina (40X); (g) Miométrio (Mi) e endométrio (E)
(20X); (h) Perimétrio (40X). Nucleo (N) e citoplasma (C). Coloragéo
Hematoxilina-eosina.
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Tabela 1 - Médias e erros padrées dos diametros maximo e minimo (um), perimetro (um), area (um?) e
fator de forma do nucleo e citoplasma de odcitos de foliculos primordiais e primarios com
uma camada de células foliculares e respectivas médias, de cadelas classificadas em grupos
de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e
Grupo 3 (maiores de 5 até 7), Jaboticabal, SP, 2005.

PRIMARIOS COM UMA CAMADA

Foliculos PRIMORDIAIS 3
DE CELULAS FOLICULARES
Grupos Nicleo Citoplasma Nicleo Citoplasma
DiAmetro 1 19,68%+0,51 31,71°+0,61 22,52°+0,77 45,04°+2,43
mAximo 2 19,16°+0,54 33,63°°+0,80 21,14°+0,73 43,67°+2,54
3 20,45%+0,41 34,70°+0,57 21,55%+0,74 38,79°+1,32
Médias 19,76 33,37 21,74 42,50
1 16,22°+0,34 26,30°+0,52 19,237+0,86 36,48°+2,43
Diametro minimo 2 15,86°£0,70 27,15"+0,88  17,39°+0,62 36,14°+2,34
3 17,08%£0,38 29,05%+0,82 17,20°+0,48 32,12°+1,41
Médias 16,39 27,50 17,94 34,91
1 60,90°+1,32 97,65%+2,47 68.90°+2,69 135,84°+7,10
Perimetro 2 59,95°+1,72 105,05°+3,59 65,71°+7,76 136,38°+7,76
3 64,09°+0,95 107,86°+1,98 65,72°+2,02 119,40°+3,98
Méedias 61,65 103,52 66,78 130,54
1 248,67°+11,50  653,74°+31,65  337,90°+29,75 1397,207+154,06
Area 2 232,30°+16,05  704,79%°+33,49 29557°+23,68 1338,507+211,81
3 262,71°+8,32  779,17°+2570  287,65°+18,07  995,50°+74,64
Médias 247,89 712,57 307,04 1243,73
1 1,22°+0,32 1,18°+0,02 1,18°+0,03 1,15°+0,02
Fator de forma 2 1,27°£0,04 1,27°£0,05 1,26°+0,06 1,27°40,05
3 1,27°+0,03 1,20%+0,02 1,25°+0,03 1,18%°+0,01
Médias 1,25 1,22 1,23 1,20

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste

Tukey (p< 0,05).
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Tabela 2 — Médias e erros padrdes dos didmetros maximo e minimo (um), perimetro (um), area (um?), e

fator de forma do nucleo e citoplasma dos oécitos dos foliculos primarios com células
foliculares estratificadas e secundarios e respectivas médias, de cadelas classificadas em
grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maiores de 3 até
5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7). Jaboticabal, SP, 2005.

PRIMARIOS COM CELULAS

Foliculos FOLICULARES SECUNDARIOS
ESTRATIFICADAS
Grupos Nucleo Citoplasma Nucleo Citoplasma
_ 1 31 88%+1.70 94,16°+3,78 30,49°+1,01 108,78%+3,25
Diametro e
2 a 84,15%+517 61,45%+6,35 115,48%+5,09
mAximo 35,00%5,14 b
3 31,09%1.17 88,087+3,80 31,10°+1,28 109,89°+6,36
Médias 32,72 88,80 41,01 111,38
. 1 27,16%+1,50 80,28%+3,56 26,07°+1,04 92.89%+2 35
Diametro
2 a a a a
minimo 30,51%+5,07 71,37%+4,34 53,4275 76 95,71%+3,86
3 25,36%+0,94 74,14%+3.16 26,11°+1,16 93,91%+5,83
Médias 27,68 75,26 35,20 94,17
1 102,67°+3,79  290,97°+14,08 95,19°+4,38 340,09°+10,41
Perimetro 2 109,85°+16,48  259,42°+1517  193,16°+21,17  344,26°+12,70
3 96,01%+4,38 270,45°+11,19 96,98°+3,92 333,73%+22,01
Médias 102,84 273,61 128,44 339,36
1 694,20°+50,03 6214,30°+581,88 631,30°+39,01 7747,00°+454,78
Area 2 1067,50%+477,50 4668,00°+445,08 3330,40°+602,48 8525,00°+641,38
3 634,90°+51,85 5381,70°+414,99 650,20°+54,79 8296,00°+986,39
Médias 798,87 5421,33 1537,30 8189,33
1 1,25%+0,04 1,19°+0,07 1,21%+0,03 1,23%+0,05
Fator de )
forma 1,24°+0,03 1,24°+0,04 1,15°+0,03 1,19°+0,05
3 1,22°+0,02 1,16°+0,01 1,23%+0,02 1,12°+0,02
Médias 1,24 1,20 1,20 1,18

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).
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Tabela 3 — Médias e erros padrées dos didmetros maximo e minimo (um), perimetro (um), area (pmz), e
fator de forma do nucleo e citoplasma dos odécitos dos foliculos terciarios e respectivas
médias, de cadelas classificadas em grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1

(1 até 3), Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7), Jaboticabal, SP,
2005.

Foliculos TERCIARIOS
Grupo Nucleo Citoplasma
Diametro maximo 1 29,61%+0,97 112,93%+3,44
2 68,65°+73,34 112,49°+6,15
3 32.867+1,61 109,68°+4,79
Médias 43,71 117,70
1 25,66°+0,82 93.34°+2 94
Diametro minimo 2 50,48°+8,35 95.31%+6,15
3 26,53°+1,84 90,14%+5,35
Médias 34,22 92,93
1 94,55"+2 84 353,00°+8,48
Perimetro 2 180,72°+28,65 347,47°+19,45
3 100,91°+6,36 338,357+16,32
Médias 125,39 346,27
1 604,20°+38,78 8689,00°+389,56
Area 2 2989,30°+806,47 8627,00°+949,80
3 698,30°+101,27 7727,00°+661,39
Médias 1430,60 8347,67
1 1,22°+0,01 1,16°+0,02
Fator de forma 2 1,20%+0,02 1,18%+0,03
3 1,25%+0,03 1,22°+0,02
Médias 1,22 1,19

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).

Tabela 4 — Médias e erros padrées da morfometria das camadas da tuba uterina mucosa (M), muscular
(MU) e serosa (S) da regido do infundibulo da tuba uterina e suas respectivas médias; de
cadelas classificadas em grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3),
Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7). Jaboticabal, SP, 2005.

INFUNDIBULO
Grupos M MU S
1 210,19°°+13,99 96,77°+12,88 80,27°+9,56
169,67°+30,14 99,12°49,26 63,69%°+5,0
214,31%45,76 94,33%+8,67 53,52°+3,22
Médias 198,05 96,74 65,83

Médias seguidas por letras distintas, na mesma

coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).
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Tabela 5 — Médias e erros padrdes da morfometria das camadas da tuba uterina mucosa (M), muscular
(MU) e serosa (S) da regido da ampola da tuba uterina e suas respectivas médias de cadelas
classificadas em grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2
(maiores de 3 até 5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7). Jaboticabal, SP, 2005.

AMPOLA

Grupos M MU S
222,26°+15,12 93,00%+11,13 81,92°+2,79
148,25°+22,73 105,57%+7,22 57,62°+1,36
189,08°°+15,30 99,50°+5,28 49,78°+4,58

Médias 186,53 99,36 63,11

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).

Tabela 6 — Médias e erros padrées da morfometria das camadas da tuba uterina mucosa (M), muscular
(MU) e serosa (S) da regido do istmo da tuba uterina e suas respectivas médias de cadelas
classificadas em grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2
(maiores de 3 até 5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7). Jaboticabal, SP, 2005.

ISTMO
Grupos M MU S
1 218,91°+£13,43 94,08°16,38 85.31°16,71
2 199,63°£19,26 101,38%£19,26 61,96"+1,62
3 164,79°+17,60 79.92°+3,00 55.95°+13,16
Médias 194,44 91,79 67,74

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).

Tabela 7 — Médias e erros padrdes da morfometria (um) do endométrio (E), miométrio (M) e perimétrio
(P) do segmento 1 (proximal, médio e distal em relagdo ao ovario) dos cornos uterinos de
cadelas classificadas em grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3),
Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7), Jaboticabal, SP, 2005.

SEGMENTO 1
Grupos E M P
1 935,40°+23,08 648,91°+64,51 14,44°+4,39
2 1277,80°+22,80 889,83°+33,11 16,93°+4,28
3 1191,80°+163,98 1180,76°+7,25 19,91%+4,67
Médias 1135,00 906,50 17,09

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).
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Tabela 8 — Médias e erros padrdes da morfometria (um) do endométrio (E), miométrio (M) e perimétrio
(P) do segmento 2 (proximal, médio e distal em relagdo ao ovario) dos cornos uterinos de
cadelas classificadas em grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3),
Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7), Jaboticabal, SP, 2005.

SEGMENTO 2
Grupos E M P
1 856,70°+135,21 741,00°+2,63 12,08°+0,40
2 1306,10%+36,43 1029,99%+27,19 13,78%°+4,57
3 1047,60°+38,90 1118,77°£53,94 15.58%+0,28
Médias 1070,13 963,25 13,81

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).

Tabela 9 — Médias e erros padrées da morfometria (um) do endométrio (E), miométrio (M) e perimétrio
(P) do segmento 3 (proximal, médio e distal em relagdo ao ovario) dos cornos uterinos de
cadelas classificadas em grupos de acordo com a faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3),
Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e Grupo 3 (maiores de 5 até 7), Jaboticabal, SP, 2005.

SEGMENTO 3
Grupos E M P
1 943,00°+38,63 824,40°+113,21 16,00°£1,09
2 1355,10°+51,59 961,50°+21,80 15,31°+1,68
3 1021,70°+216,53 1081,40°+94,58 18,63°+2,47
Médias 1106,60 955,77 16,65

Médias seguidas por letras distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey (p< 0,05).
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Figura 5. Representagcdo grafica dos valores médios dos didmetros
maximo e minimo (um) do citoplasma dos odécitos de foliculos primordiais
de cadelas classificadas em grupos de acordo com a idade em anos,
Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior de 3 até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 6. Representacdo grafica das médias do perimetro (um) do
citoplasma de odcitos de foliculos primordiais de cadelas classificadas em
grupos de acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior
de 3 até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 7. Representacgao grafica das médias da area (um®) do citoplasma
de odcitos de foliculos primordiais de cadelas classificadas em grupos de
acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior de 3 até 5)
e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 8. Representagéo grafica das médias do fator de forma do
citoplasma de od6citos de foliculos primarios com uma camada de células
foliculares de cadelas classificadas em grupos de acordo com a idade em
anos, Grupo 1 (de 1 até 3), Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e Grupo 3
(maiores de 5 até 7).
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Figura 9. Representagdo grafica dos valores médios dos didmetros
maximo e minimo (um) do nucleo dos odcitos de foliculos secundarios de
cadelas classificadas em grupos de acordo com a idade em anos, Grupo 1
(1 até 3), Grupo 2 (maior de 3 até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 10. Representacdo grafica das médias do perimetro (um) do
nucleo de odcitos de foliculos secundarios de cadelas classificadas em
grupos de acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior
de 3 até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 11. Representagdo grafica das médias da area (um?) do nucleo
de odcitos de foliculos secundarios de cadelas classificadas em grupos
de acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior de 3
até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 12. Representacdo grafica dos valores médios do didmetro
minimo (um) do nucleo dos oécitos de foliculos terciarios de cadelas
classificadas em grupos de acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até
3), Grupo 2 (maior de 3 até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 13. Representacdo grafica das médias do perimetro (um) do
nucleo de odcitos de foliculos terciarios de cadelas classificadas em
grupos de acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2
(maior de 3 até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 14. Representagao grafica das médias da area (um?®) do nucleo
de oécitos de foliculos terciarios de cadelas classificadas em grupos de
acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior de 3 até
5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 15. Morfometria das camadas da tuba uterina mucosa e serosa
(um) do segmento infundibulo de cadelas classificadas em grupos de
acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior de 3
até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 16. Morfometria das camadas da tuba uterina mucosa e serosa
(um) do segmento ampola de cadelas classificadas em grupos de
acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior de 3
até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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Figura 17. Morfometria da camada da tuba uterina serosa (um) do
segmento istmo de cadelas classificadas em grupos de acordo com a
idade em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maior de 3 até 5) e Grupo 3
(maior de 5 até 7).
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Figura 18. Representagéo grafica dos valores médios da morfometria
da camada miométrio (um) dos segmentos 1 e 2 (regides proximal e
média em relagdo ao ovario) dos cornos uterinos de cadelas
classificadas em grupos de acordo com a idade em anos, Grupo 1 (1
até 3), Grupo 2 (maior de 3 até 5) e Grupo 3 (maior de 5 até 7).
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IV — DISCUSSAO

Evidenciamos em nosso estudo o aumento no valor médio do diametro
citoplasmatico dos od6citos durante o desenvolvimento folicular, que foi maior nos
foliculos primordiais e secundarios, e menores nos terciarios quando comparados as
mesmas células analisadas em cabras por Ariyaratna e Gunawardana (1997), cujos
valores descritos foram, respectivamente, 29,60, 80,10 e 119,00um. Estes dados sao
interessantes, pois ndo sédo explicados tendo como base o tamanho dos ovarios dos
animais, evidentemente maior nas cabras. Acredita-se ser oportuno informar que a
maioria dos valores médios evidenciados para o didametro minimo, também aumentou
sequencialmente conforme o amadurecimento folicular.

Em relacéo aos didmetros maximo e minimo do nucleo de odcitos detectou-se,
em comparagdo a estes mesmos parametros -citoplasmaticos, comportamentos
semelhantes. Justifica-se que ndo ocorreu aumento nestes valores para o citoplasma e
nucleo de foliculos secundarios para terciarios, talvez pelo término do periodo de
crescimento destes parametros para o posterior evento da ovulagao.

Nesta pesquisa, o valor médio do diametro maximo do citoplasma dos oécitos de
foliculos primordiais foi 33,37 um nos grupos analisados, entretanto Bailey et al (1973) e
Priedkalns (1982) descreveram que — para o0 mesmo parametro - em mulheres tém
aproximadamente 20,00 um de didmetro e Junqueira e Carneiro (2004) referiram que o
o6cito em todos os tipos de foliculos em humanos é uma célula volumosa e que nos
primordiais, mede cerca de 25,00 um de diametro. Percebe-se novamente mesmo se
tratando de espécies diferentes e com ovarios provavelmente maiores, que os valores
nas cadelas foram superiores.

Para os odcitos de foliculos primarios multilaminares observamos em nossas
analises o diametro maximo de 88,80 um em média e Priedkalns (1982) encontrou
od6citos com 80,00 um em vacas, corroborando com nossos resultados. Para os
terciarios, a morfometria dos odécitos descrita foi de 150,00 a 300,00 um dependendo da
espécie (carnivoros, porcas e ovelhas) citados por esta mesma autora, e, em nossos

relatos, as médias foram menores, 111,70 ym. Junqueira e Carneiro (2004) observaram
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que o crescimento do oo6cito em humanos € muito rapido durante a primeira parte do
crescimento folicular e alcangam um didmetro maximo de cerca de 120,00 ym em
foliculos primarios unilaminares. Os resultados obtidos neste estudo foram distintos da
descricdo destes autores, ao evidenciarem didmetro médio de 42,50 ym, o que nos
permite sugerir propor¢cdo adequada a anatomia das distintas espécies.

Hewitt e England (1998) avaliaram os efeitos da idade das cadelas e o tamanho
dos odcitos submetidos a maturacéo in vitro. Verificaram que estas estruturas com
didmetros inferiores a 100 um possuem menos material nuclear, e, portanto, menor
competéncia meiodtica. As fémeas com idade superior a sete anos obtiveram bons
resultados, porém, as mais jovens tiveram maior sucesso na maturacdo. Neste estudo,
0s o6citos com as médias dos diametros acima de 100 ym foram os provenientes de
foliculos secundarios e as fémeas do G2 apresentaram os maiores valores, sugerindo
que esta faixa etaria é a ideal para a manipulagdo dos o6citos e conseqiientemente,
maiores sdo as chances de sucesso no fendbmeno da meiose.

Em relagcédo aos valores médios encontrados para o perimetro e area do nucleo
de odbcitos, constatou-se, em comparacdo ao didmetro minimo nuclear,
comportamentos foliculares semelhantes. Sugere-se que a nao ocorréncia do aumento
nos valores médios do perimetro e area do nucleo de foliculos secundarios para
terciarios tenha sido em consequéncia do término do crescimento daqueles e a
iminente ovulagédo destes. Espera-se que em estudos futuros na area da oncologia na
reproducdo em cadelas os valores obtidos nesta pesquisa sirvam como subsidios no
diagnéstico e prognostico de neoplasias do aparelho reprodutor desta espécie, assim
como os autores Watanabe et al (1997) avaliaram o adenocarcinoma ovariano em
mulheres e observaram que as pacientes sobreviventes tinham valores médios da area
nuclear de 59,9 pm?, as que possuiam linfonodos positivos 79,6 pm?, e as que vieram a
6bito, 78,5 um?. Brugghe et al (1998) citaram que a morfometria nuclear & um
procedimento pratico, barato, rapido e seletivo. Além disso, confirmaram que os valores
médios da area nuclear elevados justificaram estadio avancado e baixa expectativa de

vida em mulheres portadoras de neoplasias ovarianas.
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Fazendo-se alusdo ao perimetro e a area do citoplasma dos oo6citos, os
resultados obtidos nesta pesquisa mostraram aumento seqiencial nos valores médios
obtidos nos foliculos. Imagina-se que por conseqiéncia da elevagdo dos valores
médios do didmetro maximo do citoplasma, representado matematicamente por 2.r,
durante todas as fases do desenvolvimento folicular, o perimetro e a area do citoplasma
também manifestaram o mesmo comportamento. Sugere-se esta idéia pelo fato do
citoplasma dos o6citos possuirem um contorno citoplasmatico que lembra o contorno de
um circulo, cuja equacédo para o perimetro é 2.1.r e para a area T.r°. Estes achados
sdo semelhantes aos dos autores Ariyaratna e Gunawardana (1997), observadores do
aumento significativo do didametro do oécito, durante o desenvolvimento folicular.

Em relagdo a tuba uterina, nesta pesquisa evidenciou-se que o somatorio das
camadas salpingicas foi 354,52 ym, excluindo-se o lume, o que permite estimar valor
maior e aproximado para o raio, que foi extremamente menor nesta espécie, quando
comparado ao mesmo parametro em mulheres descritos por Bailey et al (1973) cujos
valores observados foram 6000,00 a 8000,00 ym de diametro para este segmento,
subentendendo-se um raio de 3000,00 a 4000,00 um. Supde-se que a morfometria foi
efetuada em corte histolégico transversal e incluiu o lume do 6rgdo. Steinhauer et al
(2004) realizaram a imuno-histoquimica em varias regides das tubas uterinas e
observaram que o epitélio basal do istmo n&o exibiu variagbes ciclicas morfolégicas
como no infundibulo e ampola de fémeas caninas. A explicagdo para este fenébmeno
nao € clara em cadelas, porém em outras espécies, ha hipotese de resisténcia aos
efeitos da progesterona.

A morfometria neste estudo revelou valores médios de: 856,70 a 1355,10 ym
para o endométrio, 648,91 a 1180,76 um para o miométrio e 1598,75 a 2392,47 pm
para a espessura uterina total. Bailey et al (1973) afirmaram que a espessura uterina na
mulher é de 2500,00 uym, ja De Bosschere et al (2003) ao pesquisarem a morfometria
da parede uterina em cadelas, obtiveram os seguintes resultados para a espessura do:
endométrio, 1320,00 a 1600,00 um; miométrio, 1680,00 a 2030,00 um e parede uterina,
3000,00 a 3630,00 ym. Estas diferencgas, possivelmente, ocorreram em fungéo deste

estudo ter sido realizado somente na raga Beagle (trés animais) em diestro, enquanto
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que nesta pesquisa efetuou-se o estudo morfométrico independentemente da raca do
animal (15 cadelas) em diferentes fases do ciclo estral.

Junqueira e Carneiro (2004) relataram que em humanos, a espessura do
endométrio na fase folicular € 500,00 um, e na fase luteal, Bailey et al (1973) e
Junqueira e Carneiro (2004) descreveram 5000,00 um de espessura endometrial. Neste
estudo, o valor maximo encontrado para esta camada foi de 1355,10 ym.

Blackwell et al (2003) pesquisaram as camadas uterinas em suinos em trés
segmentos (proximal, médio e distal em relagdo aos ovarios) e relataram que o
endométrio € sempre mais espesso que o miométrio e que o primeiro diminui do sentido
proximal para o distal ocorrendo o contrario para o miométrio. Estes dados podem ser
importantes para observagdes como a de que fetos suinos apresentaram maior peso ao
nascimento e melhor desenvolvimento quando posicionados nas regides proximal e
distal quando comparados as leitegadas dispostas na regido medial dos cornos
uterinos. Possivel explicacdo para este fendbmeno seja a distribuicdo glandular e do
estroma nestas regides. Além disso, constataram que nao houve diferenga significativa
no peso e volume uterino durante o periodo luteolitico. Neste estudo também foram
observados os mesmos efeitos destas camadas nos trés segmentos, sendo que o G3
apresentou a maior espessura para o endométrio e o G2 para o miométrio.

No que diz respeito ao fator de forma do citoplasma e do nucleo de odcitos
foliculares constatou-se que estes parametros obtiveram valores médios maiores,
porém, proximos da unidade. Isto sugere que o citoplasma e o nucleo de odcitos
revelaram um contorno semelhante ao de um circulo, porém mais irregular.

Watanabe et al (1997) afirmaram que a heterogeneidade nuclear caracterizada
por altos valores do fator de forma e nucleos gigantes pode significar recorréncia do
adenocarcinoma ovariano em mulheres. Yin e Gu (2002) ao estudarem tumores
epiteliais ovarianos em mulheres calcularam fator de forma, area e perimetro nucleares
e afirmaram que estes valores colaboram na triagem das pacientes, no diagnéstico e

prognostico destas neoplasias.
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VIl -CONCLUSOES

Em relagéo a biotecnologia da reproducao, sobretudo a maturacao in vitro, pode-
se sugerir que a manipulagdo de oodcitos de foliculos primordiais nas cadelas com
idades entre cinco até sete anos (Grupo 3) e dos odcitos de foliculos secundarios e
terciarios nas fémeas de trés até cinco anos (Grupo 2), tém tendéncia a elevados
indices na capacitagdo meidtica pois obtiveram os maiores diametros.

Os parametros area, perimetro e fator de forma poderao colaborar na triagem de
pacientes com neoplasias no aparelho reprodutor de cadelas, pois a partir dos valores
apresentados pode-se ter idéia da morfometria fisiologica das células estudadas, e
assim, detectar possiveis alteracgdes.

As diferentes espessuras das camadas uterinas podem ser um dos fatores que
interferem no desenvolvimento diferenciado dos fetos em fémeas caninas, porém mais
estudos devem ser realizados para melhores esclarecimentos.

Os valores obtidos nesta pesquisa poderdo servir como subsidios para a
biotecnologia da reproducao, diagndstico e progndéstico de enfermidades que acometem

fémeas caninas.
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Apéndice 1 - Fase do ciclo estral de cadelas classificadas em grupos de acordo com a
faixa etaria em anos, Grupo 1 (1 até 3), Grupo 2 (maiores de 3 até 5) e

Grupo 3 (maiores de 5 a 7), Jaboticabal, SP, 2005.

Fase do ciclo

astral Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Proestro 2 2 1
Estro 1 1 -
Diestro 1 1
Anestro 1 1 3

Apéndice 2 - Técnica de Harris-Shorr para coloragao de esfregacos vaginais.

Ordem Reativos Tempo
1 Alcool-éter 1:2 05 minutos
2 Alcool 70% Imergir 10X
3 Alcool 50% Imergir 10X
4 Agua destilada Imergir 10X
5 Hematoxilina de Harris 02 minutos
6 Agua destilada Imergir 1X
7 Agua destilada Imergir 1X
8 Alcool amoniacal 01 minuto
9 Agua destilada Imergir 1X
10 Alcool 70% Imergir 1X
11 Alcool 95% Imergir 1X
12 Corante Shorr 02 minutos
13 Alcool 95% Imergir 1X
14 Alcool absoluto Imergir 1X




