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Lista de Abreviaturas

GnRH = Horménio Liberador de Gonadotropinas
LH = Hormonio Luteinizante

FSH = Horménio Foliculo Estimulante

PRF = Fator Liberador da Prolactina

PIF = Fator Inibidor da Prolactina

TRH = Horménio Liberador de Tireotropina
POMC = Proopiomelanocortina

TSH = Hormonio Tireotropico

PRL = Prolactina

ADH = Horménio Anti-diurético

OXT = Ocitocina

CL = Corpo Luteo

P4 = Progesterona

E, = Estrégeno

IHQ = Imunoistoquimica

Ag = Antigeno

Ac = Anticorpo

Ag-Ac = Antigeno-Anticorpo

Ipx = Imunoperoxidase

Px = Peroxidase

DAB = 33-diaminobencidina

PAP = Peroxidase-Antiperoxidase

ABC = Complexo Avidina — Biotina — Peroxidase
AP = Fosfatase Alcalina

APAAP = Fosfatase Alcalina - Antifosfatase Alcalina



1. Introducéo

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 morfolégica do sistema reprodutor
feminino merecem atencdo especial visto que as modificacfes histofisioldgicas
que ocorrem no sistema genital durante o ciclo estral agem diretamente sobre o
organismo, influenciando o metabolismo e o comportamento da fémea.

Os objetivos desta revisdo foram caracterizar os aspectos endocrinolégicos
e histolégicos do utero de bovinos durante o ciclo estral, pois, indubitavelmente,
trata-se de um assunto de importancia para o conhecimento da fisiologia desta
espécie. Além disso, serd descrita a técnica de imunoistoquimica, uma técnica

empregada atualmente em estudos relacionados a fisiologia animal.

2. Funcdes do Utero
O utero realiza fungdes que sdo essenciais para a reproducdo. Como
principais podemos citar (BANKS, 1992;: HAFEZ, 1995; GONZALEZ, 2002):
Transporte e capacitacdo dos espermatozoéides durante seu percurso
até o oviduto preparando-os para a fertilizacdo, mediante a contracao
do miométrio e as secrecdes uterinas;
Controle da fungéo luteal, mediante mecanismos luteoliticos causados
pela prostaglandina F,; produzido pelas células endometriais; esta €
transportada pela veia uterina, passando por um trajeto veno-arterial
que envolve a artéria ovarica, para o corpo lateo ipsi-lateral onde
provoca a regressao luteal,
Favorecimento do desenvolvimento inicial do embrido, sua implantacao
e crescimento do feto durante a gestacéao
Contracbes uterinas durante o parto. Estas forcam o feto e suas
membranas contra o cérvix, estimulando receptores sensoriais e,
consequentemente o reflexo de liberacdo de ocitocina. Esta estimulara
0 miométrio previamente sensibilizado pelo estr6geno a contrair

causando maior dilatacdo cervical e expulséo do feto (NOAKES, 1997).



3. Endocrinologia

O ciclo estral é definido como a sequéncia de eventos endocrinos,
morfologicos e comportamentais que ocorrem entre dois estros sucessivos. O
ciclo estral resulta da interacdo coordenada de 4 tecidos: sistema nervoso central,
hipotalamo-hipdéfise, ovario e Utero. A comunicacdo entre esses 6rgdos ocorre
principalmente mediante 6 horménios: hormdnio liberador de gonadotropinas -
GnRH (do hipotalamo), hormonio luteinizante — LH e hormonio foliculo estimulante
- FSH (da hipdfise), estradiol — E, e progesterona - P, (do ovario) e prostaglandina
(do Utero) (GONZALEZ, 2002).

O eixo hipotdlamo-hipéfise € a unidade funcional de integracdo dos
sistemas nervoso central e enddcrino, que regula importantes funcdes
metabolicas, tais como crescimento, lactagdo, reproducao e equilibrio hidrico. Em
resposta as mensagens do sistema nervoso central, o hipotalamo produz
horménios regulatérios que passam para a hipofise anterior, seu 6rgao-alvo
primario. Depois de estimulada, a hipdfise anterior secreta horménios que vao via
sanglinea para outro grupo de 6rgdos endocrinos (6rgdos-alvo secundario), os
quais incluem as gbnadas. Estas, por sua vez, ao serem estimuladas pela
hipoéfise, secretam hormonios que vao pelo sangue até seus respectivos 0rgaos-
alvo finais (NOAKES, 1997; GONZALEZ, 2002).

Os hormonios hipotalamicos relacionados com a reproducéo incluem o
GnRH, os fatores liberador (PRF) e inibidor (PIF) da prolactina e o horménio
liberador de tireotropina - TRH (GONZALEZ, 2002). Este mesmo autor relata dois
tipos de secrecdo do GnRH, uma tbnica e outra ciclica sendo que o controle da
secrecdo € feita pela proprias gonadotropinas hipofisarias (LH e FSH) e pela
progesterona e o estradiol.

A hipdfise ou pituitaria € uma estrutura altamente complexa formada por
grupos celulares que sintetizam diferentes tipos de horménios. E, ainda, dividida
em trés por¢Bes: adenohipodfise ou hipofise anterior, neurohipofise ou hipofise
posterior e I6bulo intermediario. Os horménios da adenohipéfise podem ser
divididos em trés grupos, de acordo com as células que o produzem: horménios
derivados da proopiomelanocortina (POMC) produzidos palas células croméfobas;
hormonios glicoprotéicos produzidos pelas células basofilas; e os horménios
promotores de crescimento e lactogénicos produzidos pelas células acidofilas.

Apenas os horménios de interesse na reproducdo serdo aqui abordados. Os



horménios glicoprotéicos compreendem as gonadotropinas (FSH/LH) e a
tireotrofina (hormémio tireotropico — TSH). A secrecdo das gonadotropinas
hipofisarias estd sob controle do GnRH hipotalamico, obedecendo a uma
modulacao (feedback) negativa por parte dos esteréides gonadais (estrogeno e
progesterona). A secrecdo basal das gonadotropinas é pulsétil sendo interrompida
por um pico massivo de LH durante o estro; esse pico de LH é disparado por um
pico de GnRH hipotalamico, o qual, por sua vez, é causado por uma aumento na
liberacdo de 17b-estradiol durante o proestro (feedback positivo). O FSH na
fémea é responsavel pelo crescimento e a maturacao de foliculos ovaricos. O LH
tem como funcédo induzir a ovulacdo e manter o corpo luteo, além de estimular,
junto com o FSH, a secrecdo de esterdides. A prolactina - PRL ou horménio
lactogénico, produzida na adenohipofise, apresenta secrecao pulsatil controlada
inibitoriamente por acdo da dopamina e estimulada pelas endorfinas, pois estas
inibem a secrecdo de dopamina. A secrecdo de PRL também é favorecida por
PRF, TRH, estrégenos, progesterona e por estimulos neurogénicos como a
succdo do mamilo pelo lactente, a ordenha ou por sensacdes de calor, dor e
estresse. E, ainda, possivel uma auto-regulacdo por acdo direta sobre o
hipotalamo (feedback sobre o TRH). A PRL é secretada com flutua¢cGes durante
os diferentes estados do ciclo reprodutivo. Aumentos de PRL ocorrem durante a
ovulacdo, durante a fase luteal, e também durante a lactacdo e parto (NOAKES,
1997; GONZALEZ, 2002).

A neurohipofise possui terminagfes axdnicas de neurbnios hipotalamicos
que armazenam dois horménios: o horménio anti-diurético (ADH) e a ocitocina
(OXT). Do ponto de vista reprodutivo o hormonio neurohipofisario de interesse é a
ocitocina. A secrecao da OXT é estimulada via neurogénica por amamentacao,
ordenha, parto, dilatacdo cervical ou vaginal ou estimulo clitoriano, sendo a
acetilcolina o0 modulador estimulante e a adrenalina e a noradrenalina os agentes
inibidores. Os niveis de OXT tém variagbes durante o ciclo ovarico, a
concentracdo sangiinea aumenta depois do pico pré-ovulatério de LH e diminui
depois da regressdo do corpo luteo. Os estrogenos ovaricos estimulam a
liberacdo de OXT pituitaria enquanto que a progesterona a inibe. A OXT causa
contracdo do miométrio durante o parto, e sua acdo é dependente do estrogeno,

pois este estimula a sintese de receptores para OXT (GONZALEZ, 2002).



O ovario apresenta duas funcdes, atua como 6rgao enddcrino produzindo
0s esterdides sexuais, estrogeno e progesterona, bem como alguns horménios
protéicos, e também de forma ciclica os gametas femininos (McDONALD, 1989;
GONZALEZ, 2002). O desenvolvimento dos ovarios é dependente da secrecio
das gonadotropinas, que induzem a secrecdo de horménios gonadais pelos
ovarios (McDONALD, 1989).

A producado de estrégeno no ovario bovino requer a interacdo entre a teca
folicular e as células da granulosa. Os andrégenos séo produzidos na teca e se
difundem até as células da granulosa, onde sédo convertidos em estrogeno pela
enzima aromatase. Os estrogenos apresentam a mais ampla extenséo de funcées
fisiolégicas de todos os horménios esterdides, sendo necessérios para as
manifestacbes do estro (HAFEZ, 1995). Este mesmo autor relatou que o
estr6geno e a progesterona agem sinergicamente em varias funcdes fisioldgicas
incluindo o crescimento de glandulas uterinas e mamarias. O periodo de estro é
caracterizado por elevada secrecdo de estrogenos dos foliculos pré-ovulatorios.
Estes estimulam o crescimento uterino por um mecanismo que envolve a
interacdo do hormdénio com receptores e 0 aumento de processos sintéticos
dentro das células. Outros efeitos do estrogeno em relacdo a reproducéo incluem
o controle da liberacdo de horménios hipofisarios, potencializacdo dos efeitos da
ocitocina e prostaglandinas sobre as contracdes uterinas e auxilio no processo de
implantacéo.

Assim como o estrogeno, a progesterona é um horménio esterdide
sintetizado a partir do colesterol. A maior fonte de progesterona é o corpo Iuteo,
porém esta também j& foi isolada do cortex da adrenal e placenta (McDONALD,
1989). Em animais da raga Nelore foi relatado que a concentragdo de
progesterona aumenta continuamente do segundo dia ap0s a ovulacao até atingir
seu platd por volta do oitavo dia, o qual € mantido até o dia quinze, em média,
quando declinam para niveis basais, sugerindo que a lutedlise ocorra por volta
dos dias 15 a 18 apés a ovulacédo (FIGUEIREDO et al., 1997). Sua funcao basica
€ preparar o endométrio para a implantacdo e manutencdo da prenhez pelo
aumento secretdrio do endométrio e inibicdo da motilidade miometrial. Em vacas,
durante a fase lutea do ciclo estral e na gestacéo, a progesterona secretada pelo
corpo lateo produz um mecanismo retrogrado negativo na liberacédo do LH e, por
este motivo, ndo ocorre ovulagcdo (FORTUNE, 1994; HAFEZ, 1995). Segundo



Fernandes (1994) e Wiltbank et al. (1995) existe uma correlagdo positiva entre a
massa de tecido luteal e a producao de progesterona.

Os bovinos sé@o animais poliéstricos ndo sazonais, nos quais o estro ocorre
em intervalos de 20 dias para novilhas e 21 dias para vacas (McDONALD, 1989;
NOAKES, 1997; NOAKES, 2001), com uma variacdo normal de 18 -22 dias e 18-
24 dias respectivamente (NOAKES, 2001). O proestro dura cerca de dois dias, e 0
estro de 14 a 18 horas em vacas taurinas (McDONALD, 1989) e ao redor de 11
horas em zebuinas (BARROS et al., 1992). O metaestro tem duracdo de
aproximadamente trés dias. O corpo lateo se mantém funcional até por volta do
dia 17 do ciclo e a ovulacdo ocorre de 12 a 16 horas apés o final do estro
(MCDONALD, 1989). Grunert (1982) e Moraes (2003) também dividiram o ciclo
estral em 4 fases, com as seguintes duracdes, respectivamente, proestro, 3 e 3 a
4 dias, estro 18 e 12 a 18 horas, metaestro 2 a 3 e 3 a 5 dias e diestro 14 e 10 a
12 dias.

O ciclo estral pode, entdo, ser dividido em proestro, estro, metaestro e
diestro. As fases de proestro e estro sdo também chamadas de fases
estrogénicas ou proliferativas; e as fases de metaestro e diestro de fases
progesterdnicas ou secretoras. A fase de proestro € a fase que precede
imediatamente o estro, e se inicia quando a concentracdo de progesterona esta
baixa e ocorre um rapido crescimento folicular estimulado pelo FSH e LH que
determinam aumento do estrogeno. Nesta fase ocorrem comportamentos que
demonstram uma aproximagao do estro, com um aumento marcado na atividade
dos sistema reprodutor. O estro ocorre quando a fémea sob forte estimulacdo
estrogénica aceita a monta pelo macho ou outra fémea, o estrégeno apresenta-se
com um padrdo pulsatil e relacionado com o LH, semelhante ao proestro. Em
torno de 4 a 6 horas do inicio do cio ocorre uma onda pré-ovulatéria de LH com
duracdo média de 8 horas e cerca de 26 + 7 horas antes da ovulagdo. Esta onda
€ caracterizada por um aumento tanto na amplitude quanto na frequéncia dos
pulsos de LH. A progesterona, neste momento, se encontra em niveis basais.
Entdo, nas fases de proestro e estro, ha crescimento folicular na falta de um CL
funcional, e o principal horménio produzido € o estrogeno. A fase que sucede o
estro € a de metaestro, que se inicia no momento em que a fémea ndo aceita
mais a monta e nela ocorre a ovulacdo, com a formacao do corpo hemorragico e,

posteriormente, corpo liteo. Os niveis de progesterona comecam a aumentar ao



redor do terceiro dia atingindo um platoé ao redor do 12° dia, ja na fase de diestro,
que se mantém até a lutedlise (ao redor do 17° dia). Esta nova fase, diestro, se
caracteriza por um corpo luteo funcional, nela ocorrem aumento de progesterona
e baixos niveis de estrégeno (GRUNERT & GREGORY, 1989; NOAKES, 1997;
NOAKES, 2001; MORAES, 2003).

Durante o metaestro, € possivel a ocorréncia de uma hemorragia por
passagem de hemécias devido a subita diminuicdo de estrégeno e aumento da
progesterona (MORAES, 2003). Grunert & Gregory (1989), relatam que em
novilhas, principalmente, pode ser observado 1 até 2 dias apds o cio, a saida de
muco sanguinolento, denominada “hemorragia metaestral”. Este sangramento
esta associado a ruptura de pequenos capilares no Utero em consequéncia do
alto nivel de estrogenos.

O ciclo estral pode ainda ser dividido em estro, fase folicular e fase luteal
(NOAKES, 2001). O periodo de estro é descrito como aquele em que a fémea
esta receptiva ao macho. E de duracéo variavel na vaca, entre 8 a 18 horas,
principalmente em funcdo da racga, sendo que nas zebuinas é mais curto e menos
notorio, além de noturno em 30 a 50% dos animais (BARROS et al., 1995;
PINHEIRO, et al., 1998; GONZALEZ, 2002). A sequéncia de acdo esteroidal para
a inducédo de cio é um periodo de elevada concentracdo de progesterona (corpo
liteo do ciclo anterior) seguido de sua queda e elevacao de estradiol, sendo este
altimo responsavel pelas mudancas tipicas do estro no trato genital e no
comportamento permitindo a receptividade sexual, além de provocar a liberacdo
de LH necesséria para a ovulacdo. A fase folicular € definida como o periodo
desde a regressao do corpo luteo até a ovulacdo e dura de 4 a 5 dias. O maior
aumento de estradiol ocorre durante a fase folicular, com pico no estro; ao longo
desta fase, as concentracdes de LH sédo paralelas com as de estradiol, ao passo
gue os niveis de FSH sao constantes ou podem até diminuir. O corpo lateo - CL
maduro, caracteristico da fase luteal, é arredondado com um diametro de 20 a 25
mm e peso de 5 g. Depois da ovulacdo, o corpo luteo é formado a partir das
células da granulosa do foliculo ovulado, as células da teca interna e da granulosa
sofrem mudancas morfo-bioquimicas no processo chamado luteinizacdo, como
consequéncia do aumento de LH no periodo pré-ovulatorio. A lutedlise sempre

ocorre quando ndo ha um embrido viavel no utero no dia 16 do ciclo, sendo este o
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evento responsavel pela duracdo do ciclo estral (BO et al., 2000; GONZALEZ,
2002).

Durante a fase luteal existe crescimento de foliculos apesar da natureza
inibitéria da progesterona, principal hormoénio secretado pelo CL durante esta
fase, de forma que a fase luteal e folicular se sobrepdem. Nos primatas nao
ocorre sobreposicao, estando as fases bem definidas; e apesar do crescimento
folicular durante a fase luteal, a ovulacdo somente ocorre na fase folicular
(GONZALEZ, 2002).

4. Avaliacdo Anatbmica e Histoldgica

O (tero é composto de dois cornos uterinos, um corpo e um 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 Gtero € um 6rgéo
altamente capacitado e adaptado a reconhecer e nutrir o produto da fertilizacéo,
desde a implantacdo até o parto (HAFEZ & JAINUDEEN, 2000), portanto, este
orgdo desempenha um papel critico na manutencdo e desenvolvimento do
embrido e o seu estudo fornece muitas informacdes Uteis na avaliagdo da
fertilidade.

Nos bovinos adultos, o Utero situa-se quase inteiramente dentro da
cavidade abdominal. O corpo s6 tem aproximadamente 3 a 4 cm de comprimento,
embora externamente pareca ter aproximadamente 12,5 a 15 cm de
comprimento. Esta falsa impressédo € devida ao fato das partes caudais dos
cornos estarem unidas por tecido muscular e conjuntivo e possuirem uma
cobertura peritoneal comum. Os cornos, portanto, sdo realmente mais extensos
do que parecem externamente e possuem um comprimento médio de
aproximadamente 35 a 40 cm. Afunilam-se gradativamente no sentido da
extremidade livre, de modo que a juncdo com as tubas ndo € repentina, como na
égua (SISSON, 1986).

O cérvix tem a forma transversa com saliéncias fixas conhecidas por anéis
anulares, sendo especialmente proeminentes na vaca (ao redor de 4 anéis)
(HAFEZ & HAFEZ, 2000); este possui aproximadamente 10 cm de comprimento,
sua parede é muito densa e pode ter aproximadamente 3 cm de espessura. A

parte vaginal do Utero esta tdo fundida ventralmente com a vagina que o fornix da
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vagina tem aproximadamente 3,5 cm de profundidade dorsal, enquanto
ventralmente é extremamente raso ou esta ausente (SISSON, 1986).

A parede uterina é dividida em trés regifes diferentes: a mucosa ou
endométrio, a muscular ou miométrio, e a serosa ou perimétrio. O endométrio
(tinica mucosa) é constituido por duas zonas que diferem em estrutura e funcao.
A camada mais superficial chamada de zona funcional degenera-se parcialmente
ou totalmente apds a gestacdo ou estro. A camada mais profunda, zona basal,
permanece intacta apds esses eventos (PRIEDKALNS & LEISER, 1998). A zona
funcional é tradicionalmente dividida em dois estratos, 0 compacto e 0 esponjoso,
baseado na aparéncia morfoldgica que esses estratos apresentam durante o ciclo
estral.

O epitélio de superficie da zona funcional é pseudo-estratificado e/ou
colunar simples em ruminantes, podendo ser, em areas isoladas, cubico simples
(DELLMANN & BROWN, 1982; BANKS, 1992; PRIEDKALNS & LEISER, 1998).
Os bordos apicais das células colunares possuem numerosas especializacdes
digitiformes da membrana plasmética, as microvilosidades, estas variam de altura
de acordo com a atividade secretora do epitélio, apresentando-se mais longas na
fase lutea em relacéo a 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, macréfagos e mastocitos, mas neutroéfilos, eosindfilos, linfécitos
e plasmécitos também podem ser encontrados. A regido mais profunda (estrato
esponjoso) dessa zona consiste também de tecido conjuntivo frouxo, sendo este
menos celularizado. Em ruminantes, durante o estro, uma grande quantidade de
fluido deposita-se nos espacos teciduais na zona funcional, dando origem ao
edema endometrial (PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

Em todo o endométrio estdo presentes glandulas uterinas tubulares
simples, enoveladas e ramificadas, sendo ausentes na regido 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
colunares (STINSON et al, 1962). As carunculas sdo espessamentos
circunscritos da lamina prépria, ricas em fibroblastos e com extenso suprimento
sanglineo, sem, no entanto, possuirem glandulas uterinas. Aproximadamente

quatro fileiras com 15 carlnculas estdo presentes em cada corno uterino
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(DELLMANN & BROWN, 1982; PRIEDKALNS & LEISER, 1998). SISSON (1986),
apresenta como caracteristica do endométrio de vacas a presenca de carinculas
uterinas, estas sdo descritas como proeminéncias ovais, em numero de
aproximadamente cem, que estdo irregularmente distribuidas sobre a superficie
ou dispostas em fileiras de aproximadamente uma duzia cada. No utero nao
gravidico medem aproximadamente 15 mm de comprimento € um pouco menos
na largura e espessura. Durante a gravidez tornam-se muito aumentados e
pedunculados (ao redor de 10 a 12 cm de comprimento). A face profunda possui
um hilo no qual os vasos penetram. O restante da superficie tem uma aparéncia
esponjosa, devido as numerosas criptas que recebem as vilosidades coribnicas.

Em relacdo ao miométrio (tinica muscular do Utero), este € mais espesso
que o da égua (SISSON, 1986); e 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
profundamente na camada interna, h4 uma zona vascular constituida de grandes
artérias, veias, e vasos linfaticos, o estrato vascular (BANKS, 1992; DELLMANN &
BROWN, 1982).

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

O cérvix atua como uma valvula para separar a luz uterina da vagina,
sendo extremamente bem desenvolvido na vaca. As células de revestimento do
cérvix sdo intensamente glandulares, sua atividade secretora varia com o0s
estagios do ciclo estral e da prenhez. Um muco claro é secretado durante o estro
e um selo cervical espesso € produzido durante a gestacdo. O epitélio do canal
cervical da vaca é composto principalmente por células semelhantes as
caliciformes. A lamina prépria-submucosa varia de tecido conjuntivo frouxo a
tecido conjuntivo denso durante os varios estagios do ciclo estral. A camada

muscular € bem desenvolvida e rica em fibras elasticas (BANKS, 1992).

5. Ac&o Hormonal sobre o Utero
Sabidamente a morfologia do Utero se modifica em sincronia com o ciclo

estral. Varias mudancas ocorrem no endométrio de ruminantes, e estas séo
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provocadas pelos hormdnios ovarianos estradiol e progesterona. Durante a
exploracdo retal do (tero percebe-se, na fase de proestro, uma maior
contractilidade com aumento da turgidez de suas paredes consequiente a
congestao vascular. Esta contractilidade apresenta-se maxima na fase de estro,
quando o utero responde de forma erétil ao toque; esta reduzida na fase de
metaestro e evolui para a auséncia na fase de diestro.

NOAKES (2001), relata que um dia antes e um dia apds, mas
principalmente durante o estro, a camada muscular € fisiologicamente contratil,
esta caracteristica associada a marcada vascularizacdo é que provém turgidez ao
Utero durante o exame retal; 0s cornos uterinos, por sua vez, apresentam-se
eretos e em espiral.

Na vaca, nos trés a quatro ultimos dias do diestro, ocorre regressdo da
mucosa, com reducdo na altura do epitélio luminal, e as glandulas uterinas
tornam-se curtas com epitélio baixo e sem secrecdo. No proestro, sob a influéncia
de estr6geno, o endométrio € restaurado (inicio da fase proliferativa) (GRUNERT
& GREGORY, 1989); a mucosa torna-se espessa, congesta e edematosa com a
predominancia de células secretoras de muco. Entretanto, 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), a mucosa uterina revela hipertrofia e
hiperplasia de grau consideravel, dando a esta fase a denominacdo de
proliferacdo endometrial (GRUNERT & GREGORY, 1989).

No metaestro, o edema diminui e hemorragias microscopicas ocorrem na
zona funcional, caracterizando o processo de metrorragia. Na vaca, a metrorragia
tem inicio antes da ovulacé@o e atinge um méaximo durante o edema endometrial,
sendo mais proeminente nas regifes centrais das carunculas e termina
abruptamente no segundo dia apés o estro (PRIEDKALNS & LEISER, 1998).
NOAKES (2001), relata que entre 24 a 48 horas ap0s 0 estro as carunculas
uterinas mostram hemorragias petequiais, dando origem a descarga vaginal
sanguinolenta do metaestro. Nesta fase observa-se, no endométrio, a proliferacéo
glandular (GRUNERT & GREGORY, 1989).

A atividade mitética nos epitélios luminal, glandular e no estroma inicia-se
durante o estro e continua por aproximadamente seis dias. Uma invasao de

agranulécitos, essencialmente linfocitos, ocorre trés a cinco dias apés o estro
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(PRIEDKALNS & LEISER, 1998); no entanto, VANDER WIELEN & KING (1984)
nao observaram uma variacdo significativa no nimero de linfécitos no endométrio
durante o ciclo estral.

O aumento do numero de eosindéfilos ocorre do estro para 0 meio do ciclo,
assim como o0 numero de mastocitos durante o edema endometrial,
especialmente nas regides intercarunculares (PRIEDKALNS & LEISER, 1998).
MATSUDA et al. (1983), observaram um aumento significativo do namero de
eosindéfilos no endométrio bovino, durante o estro e 0 metaestro em relacéo a
outras fases do ciclo estral.

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 ramificacdo, enovelamento e secrecdo das glandulas
(GRUNERT & GREGORY, 1989). Durante os primeiros 11 dias do diestro, a
secrecdo glandular é grande, mas se a gestacdo ndo acontecer ocorre regressao
das glandulas juntamente com a lutedlise nos ultimos trés dias do diestro
(PRIEDKALNS & LEISER, 1998).

SUNDARAVADANAN & VENKATASWAMY (1973), verificaram que as
modificacdes uterinas durante as fases folicular e latea do ciclo estral estavam
relacionadas com a espessura e vascularizacdo do endométrio e miométrio, e
com o crescimento das glandulas uterinas. WORDINGER & DICKEY (1971)
também observaram que as caracteristicas histolégicas do endométrio de vacas
abatidas trés dias apos o cio foram: edema, aumento de vascularizacdo na lamina
propria e do estroma tecidual.

GONZALES et al. (1985) observaram no endométrio de vacas normais, um
epitélio com citoplasma eosinofilico homogéneo ou com vacuolos, durante as
fases folicular e Iutea, respectivamente. As glandulas uterinas variavam de
tubulares retas a tortuosas e nao mostravam evidéncias de alteracdes
degenerativas e necroéticas. Além disso, um infiltrado composto por linfécitos,
plasmacitos, neutréfilos e mastdcitos encontrava-se distribuido uniformemente na
lamina prépria, com a predominancia de linfécitos.

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

primeiro dia do ciclo, vacuolizacdo supranuclear no epitélio glandular entre os dias
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trés e sete, infiltracdo leucocitaria no epitélio superficial nos dias sete e oito e
mitoses nas células do estroma no estro e meio da fase Idtea. Ao contrario das
outras fases do ciclo estral, ndo ocorreram modificagdes progressivas no
endométrio durante a fase lutea tardia.

As glandulas estdo distribuidas por todo o endométrio, exceto nas
carunculas, sendo maior seu niumero nos cornos uterinos em relagcdo ao corpo.
Apresentam-se relativamente retas, baixas, cubdides e com pouca secrecao
durante o cio; a medida que aumenta o nivel de progesterona produzida pelo
corpo luteo em desenvolvimento, elas crescem, secretam e tornam-se mais
sinuosas e complexas. Estas comecam a regredir guando sdo também notados
0s primeiros sinais de regressao uterina. As células epiteliais da superficie do
endométrio sdo relativamente altas durante o cio; dois dias apés ativa secrecéo
tornam-se baixas e cubdides (HAFEZ, 1995).

Independente das modificagdes funcionais que se produzem na mucosa
uterina, € importante assinalar aquelas que ocorrem ao nivel da musculatura
uterina. Durante o ciclo as células musculares variam de tamanho. O
desenvolvimento maximo € alcancado no cio e nos dois dias seguintes, estando
sua capacidade contratil subordinada ao equilibrio hormonal estrogeno-
progesterona (CUPPS & ASDELL, 1944 apud DERIVAUX, 1980).

6. Imunoistoquimica

Por mais de 100 anos os patologistas tem se apoiado no exame de cortes
de material fixado em formaldeido e incluido em parafina como principal elemento
do diagndstico anatomopatolégico. Com o ganho de experiéncia durante 0os anos,
foi possivel o reconhecimento da morfologia das células e tecidos, suas relacbes
com diversas estruturas e caracteristicas tintoriais, o que permite inferir dados
sobre seu funcionamento normal e alteragdes celulares ou teciduais.

A técnica de imunoistoquimica - IHQ se tornou uma ferramenta de enorme
utilidade, permitindo avancos espetaculares para o diagnostico de algumas
enfermidades e na histopatologia. A deteccdo exata de antigenos - Ag - em
células e tecidos tém contribuido para o estudo dos mecanismos das
enfermidades, expandido notavelmente o diagndéstico histopatoldgico, e adquire

valor no prognostico por reconhecer moléculas que se correlacionam com o
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comportamento biolégico de diversos processos (LEONG, 1991 apud GIMENO,
1995).

Segundo Gimeno (1995), esta técnica depende da interacdo Ag-Ac, e
combinando técnicas anatdmicas, imunolégicas e bioquimicas, permite localizar
componentes tissulares definidos (“in situ”) mediante o emprego de anticorpos -
Ac - especificos e moléculas marcadoras.

Devido ao emprego crescente da imunoistoquimica na area de reproducéo
animal é que pretende-se revisar seus principais conceitos e suas diferentes

técnicas.

6.1.Fundamentos Imunolégicos dos Métodos Imunoistoquimicos

Pode-se definir um Ag como toda substéncia, ou particula animada ou
inanimada, de qualquer constituicdo quimica, que frente a um organismo, nao
seja reconhecido como préprio e induza uma resposta humoral e/ou celular. Para
induzir uma resposta imune de base humoral (producdo de Ac), inicialmente o Ag
precisa ser processado pelos macrofagos. Estes sdo encarregados de contatar
posteriormente os linfocitos T-helper especificos contra cada uma das porcdes
(epitopos ou determinantes antigénicos) em que se fragmentou o Ag. Uma vez
que se produziu uma expansao clonal dos linfécitos T-helper, estes irdo contatar
os linfécitos B (também especificos contra cada fragmento inicial). Apds a
expansao clonal dos linfécitos B estes se transformam em células plasmaticas
produtoras de Ac especificos contra cada um dos epitopos originais. Desta forma,
se tem uma grande quantidade de Ac especificos de diferentes tipos que, em
conjunto e concentrados no plasma sanglineo, constituem um soro policlonal.
Neste estado o soro imune estd contaminado com elementos normais (como
albumina, a e b globulinas, eletrdlitos, e outros), entdo séo utilizadas técnicas de
precipitacdo, separando assim as fracées séricas desejadas (GIMENO, 1995).

Um soro monoclonal € aquele que concentra grandes quantidades de Ac
especificos contra um s epitopo. Este tipo de soro s6 é obtido em laboratério,
mediante processos biolégicos dirigidos. Esses processos consistem na
inoculacdo de Ag purificados em ratos, induzindo neles a producdo de grande
quantidade de Ac especificos. Os ratos sdo posteriormente sacrificados para a
extracdo do baco que contém grande quantidade de linfécitos B. Estas células

sdo mescladas com células de mieloma (tumor de células plasméticas) para
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induzir a fusdo de ambas (producdo de hibridomas). Os hibridomas resultantes
sdo separados em policubetas para seu crescimento. Cada uma produzira um
determinado tipo de Ac, devendo ser selecionado aquele que seja especifico para
0 epitopo desejado (GIMENO, 1995).

6.2.Principais Técnicas de Imunoistoquimica
Todos os métodos se baseiam na conjugacao de distintos marcadores com
moléculas de imunoglobulinas. Apds a reacdo Ag-Ac, o marcador € localizado de
diversas maneiras, mas geralmente utiliza-se uma reacao tintorial (GIMENO,
1995).

6.2.1. Técnicas de Imunoperoxidase (IPx)

Todos 0s métodos deste grupo possuem em comum O emprego da
peroxidase — Px - (GRAHAM & KRNOVSKY, 1966 apud GIMENO, 1995). Nas
técnicas de imunoperoxidase, a Px ird reagir com o substrato (H,O,) originando
um complexo Px-H,O,, este por sua vez ira reagir com um doador de elétrons
dando como resultado final um produto corado (polimero insollvel) e agua.
Existem distintos cromdgenos capazes de reagir com o complexo e dar um
precipitado corado insoltvel. O cromégeno mais utilizado € o 33-diaminobencidina
(DAB), que é especifico para a Px, barato, facil de obtencdo, origina uma
coloragcdo marrom, visivel ao microscépio O6tico, além de ser muito estavel
(GIMENO, 1995).

6.2.1.1. Método Direto
A imunoglobulina especifica dirigida contra o Ag de interesse se encontra
marcada (quimicamente conjugada) com Px (NAKANE & PIERCE, 1966 apud
GIMENO, 1995; AVRAMEAS, 1969 apud GIMENO, 1995). E uma técnica muito
rapida e facil de realizar, sendo a principal limitante o fato de s6 poder ser

utilizada com um Ag. E um método pouco utilizado atualmente (GIMENO, 1995).

6.2.1.2. Método Indireto
Nesta técnica o Ac primario ou especifico, sem estar conjugado, se liga ao
Ag, e a sua localizacdo necessita de um Ac secundéario marcado com peroxidase
que se liga ao anterior. E um método mais versatil, pois o Ac secundario pode ser
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empregado com diferentes Ac primarios. A sensibilidade deste método é 4 a 5
vezes maior que no método direto (POLAK & VAN NORDEM, 1986 apud
GIMENO, 1995; LARSSON, 1988 apud GIMENO, 1995).

6.2.1.3. Método do Ac Ponte
O Ac priméario ou especifico ndo possui nada conjugado, o Ac secundario
ou “ponte” é capaz de se unir ao Ac primario e a um Ac anti-peroxidase que é
colocado em um terceiro passo. Finalmente se incuba o sistema com peroxidase
(MASON et al., 1969 apud GIMENO, 1995). Hoje ndo é mais utilizado.

6.2.1.4. Método da Peroxidase - Antiperoxidase (PAP)
Gimeno (1995), relata que este método implantou firmemente a técnica de
IHQ. Este implica no emprego de 3 reativos: um Ac primario especifico, um Ac
secundario e o complexo PAP composto por trés moléculas de Px e duas de
imunoglobulina antiperoxidase. O Ac secundério ou “ponte” € capaz de unir-se ao
mesmo tempo ao Ac primario e ao complexo PAP. O Ac primario e as
imunoglobulinas do complexo devem ser da mesma espécie animal, e o Ac

“ponte” deve ser especifico contra essas imunoglobulinas.

6.2.1.5. Métodos que Utilizam a Interagdo Avidina — Biotina

Todas as variantes desta técnica se fundamentam na forte afinidade que
existe entre a biotina e a avidina. A avidina € uma glicoproteina normalmente
presente na clara de ovo. A biotina € uma vitamina do complexo B de peso
molecular muito baixo, esta pode se conjugar facilmente com a fracdo Fc das
imunoglobulinas, sem afetar em nada a capacidade dos Ac de se unirem ao Ag
especificos, além de poder se acoplar a Px (varias moléculas de biotina em cada
molécula de Px). Em cada molécula de Ac pode-se conjugar até 150 moléculas de
biotina (ROBINSON et al., 1990 apud GIMENO, 1995). Além disso, a avidina

possui quatro sitios de ligacao onde a biotina se liga de forma irreversivel.

6.2.1.5.1. Método da Avidina — Biotina
Neste método sao utilizados quatro reativos, o primeiro € o Ac primario ndo
conjugado, seguido do Ac secundario conjugado com biotina e capaz de se unir

ao primeiro. O terceiro é a avidina e, por ultimo, a peroxidase biotinilada. A técnica
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apresenta como inconveniente o fato da avidina ter a tendéncia de se ligar de

forma inespecifica a membranas celulares e acidos nucleicos (GIMENO, 1995).

6.2.1.5.2. Método do Complexo Avidina - Biotina - Peroxidase
(ABC)

Também se baseia na unido entre a avidina e a biotina conjugada com a
peroxidase. Compreende trés passos: incubacdo com o Ac primario, incubacao
com o Ac biotinilado e, por ultimo, aplicacdo do complexo avidina — biotina —
peroxidase. A solucéo utilizada por ultimo deve ser preparada 30 minutos do uso,
misturando-se avidina e peroxidase biotinilada; este processo leva a fomacao de
um enorme complexo com numerosas moléculas de peroxidase, e com um
aumento da sensibilidade que se estima 20 a 40 vezes maior que na técnica de
PAP. O grande tamanho do complexo pode ocasionar precipitacdo inespecifica e
pobre penetracdo nos tecidos (GIMENO, 1995). HSU et al. (1981) relatou uma
superioridade desta técnica quando comparada com o método PAP.

6.2.1.5.3. Método da Streptavidina — Biotina Marcada

Segundo Gimeno (1995), o uso da proteina produzida pelo Streptomyces
avidinii (streptavidina) € uma forma de sanar o inconveniente da avidina de ter a
tendéncia de se ligar de forma inespecifica a membranas celulares e acidos
nucleicos, pois possui a mesma afinidade a biotina e mostra ter menos tendéncia
a se ligar a elementos celulares. O primeiro passo consiste na incubacdo com o
Ac primario, seguido pelo Ac biotinilado e por uUltimo a solugdo de Streptavidina
marcada com peroxidase. E considerada de 4 a 8 vezes mais sensivel que o
ABC, é mais rapida e pode ser usada indistintamente com um soro primario

monoclonal de rato ou policlonal de coelho.

6.2.1.5.4. Método do Polimero Marcado e Conjugado com
Anticorpos Secundéarios
E o método mais recente. Se baseia no emprego de um polimero marcado
com peroxidase e conjugado com imunoglobulinas anti-rato e anti-coelho. A
técnica se reduz a apenas duas incubacdes: com o Ac primario e com o polimero
(GIMENO, 1995).
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6.2.2. Técnicas de Fosfatase Alcalina (AP)

6.2.2.1. Método da Fosfatase Alcalina - Antifosfatase Alcalina
(APAAP)

Esta técnica se baseia no emprego de um complexo imune composto por
duas moléculas de fosfatase alcalina (AP) extraidas de intestino de bezerro e uma
de imunoglobulina anti-fosfatase alcalina. Como a técnica de PAP, este método
também utiliza um complexo imune solavel. Sua principal vantagem é a auséncia
de interferéncia com a atividade da peroxidase enddgena, como conseqiéncia
deve ser utilizada, principalmente, em cortes com alta concentracdo de
peroxidase interna (baco, medula 6ssea) (CORDELL et al., 1984 apud GIMENO,
1995).

6.2.3. Técnicas que empregam outras Enzimas

Além das técnicas de peroxidase e de fosfatase alcalina, outras enzimas
sdo empregadas como marcadores para IHQ. Entre elas, a glucose oxidase
extraida do Aspergillus niger e a beta-galactosidase obtida a partir de uma cepa
de Escherichia coli (SUFFIN et al., 1979 apud GIMENO, 1995; BONDI et al.,
1982 apud GIMENO, 1995; VAN NOORDEM, 1986 apud GIMENO, 1995;
BOENISCH, 1989 apud GIMENO, 1995).

6.2.4. Métodos Baseados no Emprego do Ouro Coloidal
Gimeno (1995), relata que durante a década de 70 se estendeu o uso do
ouro coloidal em microscopia eletrbnica, baseados na unido de particulas de

ouro a imunoglobulinas.

6.2.4.1. Método da Prata - Imune - Ouro

As particulas de ouro sdo demasiadamente pequenas para serem
observadas ao microscépio 6ptico. Nesta técnica um Ac especifico vai se unir ao
Ag tissular. O segundo Ac marcado com uma particula de ouro, se une ao Ac
primario de maneira similar ao descrito no método IPx indireto. O terceiro passo
consiste em detectar a presenca da particula de ouro com uma solucao argéntica
de coloracdo negra que se deposita sobre a particula, permitindo sua observacéo
ao microscopio optico (GIMENO, 1995).
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6.3. Requerimentos das Técnicas de Imunoistoquimica
Estas técnicas dependem da interacdo Ag-Ac, consequentemente dois
fatores criticos devem ser considerados, a preservacao dos Ag e o manejo dos Ac
(GIMENO, 1995).

6.3.1. Preservacao dos Antigenos

As técnicas de IHQ podem ser aplicadas em cortes de tecidos, cultivos
celulares ou material citolégico. Em todos os casos as células e os tecidos devem
ser submetidos a um processo de fixacdo para freiar os processos autoliticos e
preservar a morfologia. Todos os fixadores determinam perda ou mascaramento
de Ag em maior ou menor grau, a suscetibilidade de cada determinante antigénico
aos fixadores é variavel (GIMENO, 1995).

Gimeno (1995) relata que os fixadores quimicos empregados comumente
podem ser classificados em trés categorias: aldeidos, alcoois e metais pesados.
O fixador ideal deve reunir as seguintes caracteristicas: boa preservacdao da
morfologia; ndo destruir a imunoreatividade dos Ag; prevenir a extracao, difusdo
ou deslocamento dos Ag durante o processamento do material; e ndo interferir
com as reacOes Ag-Ac empregadas para localizar o Ag (ROBINSON et al., 1990
apud GIMENO, 1995). O fixador mais utilizado na atualidade € o formaldeido. A
fixacdo de pequenos fragmentos de tecido (5 a 10 mm) durante 6 a 24 horas leva
a uma preservacao morfolégica 6tima (FOX et al., 1985 apud GIMENO, 1995). O
formaldeido confere rigidez aos tecidos mediante ligadura cruzadas entre cadeias
polipeptidicas, sendo, na realidade, o processo quimicamente complexo e ndo

completamente conhecido.

6.3.2. Manejo dos Anticorpos

A conservacao, reconstituicdo e diluicdo de Ac é um elemento chave; de
nada adianta uma preservacao adequada do Ag, e um sistema de deteccéo de
alta sensibilidade se o Ac estiver inadequado. E, ent&o, conveniente fracionar o
soro em pequenos volumes antes do congelamento, ja que o congelamento e
descongelamento repetitivos implicam em perda do titulo, dessa forma apenas a
quantidade necessaria sera descongelada. Devem ser conservados entre —20°C
ou —70°C, perdendo de 1 a 3% do titulo por ano (GIMENO, 1995).

22



As diluicbes de trabalho e tempo de incubacéo variam para os diferentes
Ag e para cada soro; quando se trabalha com soros comerciais deve-se seguir as

instrucdes do fabricante.

6.4. Controles
Vério autores, entre eles Gimeno (1995) relatam que na técnica de IHQ é
essencial o uso de controles, pelo menos, um corte como controle positivo e um

negativo conhecidos devem ser corados junto aos tecidos testes.

6.5. Especificidade
E o critério mais importante para validar um método de IHQ, e a0 mesmo
tempo é o mais dificil de definir. A especificidade pode ser considerada a
habilidade de um Ac em detectar um determinante antigénico com exclusédo de
outros (PETRUSZ, 1983 apud GIMENO, 1995).

6.6. Sensibilidade
A sensibilidade de um método IHQ pode ser definida como a menor
concentracdo detectavel de um Ag. E representada pela menor intensidade de

coloragcao que pode ser distinguida da coloracéao de fundo (GIMENO, 1995).

6.7. Quantificacdo da Imunoistoquimica

De acordo com Gimeno (1995), os resultados dos métodos
imunoistoquimicos estdo geralmente referidos em relagdo a uma marcacao forte,
intermediaria ou fraca, com um alto componente de subjetividade. Pelo menos em
teoria, a informacdo poderia ser quantificada de trés formas: nimero de
elementos imunopositivos por area definida; grau de coloracdo; e quantidade de
Ag presente em um compartimento definido. Na prética, os fatores metodoldgicos
que podem modificar uma imunoreacdo sd0 muito numerosos e impossiveis de

controlar.

6.8. Custo Aproximado de uma Reacgéo
O maior custo estara ligado ao salario do pessoal envolvido. Os soros
especificos sdo geralmente bastante caros, entretanto, quando é feito um

aproveitamento integral dos mesmos, o custo final € baixo. Deve-se adicionar
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ainda outras solucbes, como o cromégeno (DAB), H,O,, xilol, &lcoois, meio de
montagem, corante (geralmente hematoxilina), e outros, sendo estes, de valor
bem reduzido (GIMENO, 1995).

7. Consideracdes Finais
O conhecimento a respeito da interacdo entres os horménios do eixo

hipotadlamo - hipdéfise e o 6rgdo alvo, neste caso o Utero, sdo importantes tanto
para o conhecimento da fisiologia da espécie bovina como para a implantacéo, de
forma mais adequada, de diversas biotecnologias ligadas a reproducéo.

A técnica de imunoistoquimica vem sendo extensivamente estudada no
campo veterinario, por ser capaz de estender os conhecimentos da fisiologia
animal caracterizando inUmeros aspectos quimicos e bioguimicos dos eventos

gue ocorrem no organismo animal.
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