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RESUMO

Proliferacado celular de estruturas ovarianas de ovelhas pela técnica de
coloragcdo AgNOR

A ovinocultura atualmente ocupa um lugar de importancia dentro dos criatorios de
interesse zootécnico, sendo necessario o desenvolvimento de estudos na area de
reproducdo, relativos aos ovinos criados em clima tropical. Ragas lanadas, em sua
maioria possuem estacionalidade reprodutiva, ou seja, os ciclos sao controlados pela
diminuicdo da luminosidade da estagao, ja ovelhas mestigas geralmente possuem
atividade reprodutiva geralmente observada durante todo o ano. A coértex ovariana
possui os foliculos e corpos luteos em varios estadios de desenvolvimento,
sustentada por tecido conjuntivo e fibras musculares lisas em meio a vasos e nervos.
A medula ovariana € formada de tecido conjuntivo fibroelastico, nervos e artérias,
compreendendo a parte mais interna do ovario. Em foliculos antrais, o IGF estimula
a proliferagdo, atividade e diferenciagdo das células da granulosa e a
esteroidogénese. As regides organizadoras de nucléolos (NORs) sao algas de acido
desoxirribonucléico (DNA) responsaveis por sintetizar acido ribonucléico ribossomal
(RNAr) durante a intérfase, periodo de sintese protéica e de aumento de volume,
tamanho e numero de organelas da célula. E no nucléolo, localizado no nucleo
celular, que ha armazenamento e producao de RNAr, que ligados a varias proteinas
irdo formar os ribossomos. A técnica AgNOR avalia as NORs de cromossomos
ativos durante o ciclo celular e o numero ou area das NORs mostram essa atividade
proliferativa, a partir da fase G1, de intensa producdo de proteinas e RNA, até o
maximo na fase S, de sintese do DNA, do ciclo.

Palavras-chave: Ovis aries. Anatomia ovariana. Proliferacdo cellular. Técnica
AgNOR



ABSTRACT

Proliferation of ovarian cell structures of ewes by the technique of AQNOR
staining

The sheep industry now occupies an important place of interest within the livestock
farms, requiring the development of studies in the area related to sheep breeding on
tropical climate. Most of the wool breed have reproductive seasonality, in other
words, cycles are controlled by the fading light of the season, on the other hand
crossbred sheep usually have already observed reproductive activity throughout the
year. The ovarian cortex has follicles and corpus luteumin various stages of
development, supported by connective tissue and smooth muscle fibers through the
vessels and nerves. Te ovarian marrow is made up of fibroelastic tissue, nerves and
arteries, being the innermost part of the ovary. In antral follicles, IGF stimulates the
proliferation activity and differentiation of granulosa cells and steroidogenesis. The
nucleolar organizer regions (NORs) are loops of deoxyribonucleic acid (DNA)
responsible for synthesizing ribosomal ribonucleic acid (rRNA) during interphase, the
period of protein synthesis and increase in volume, size and number of cell
organelles. Its in the nucleolus, located in the cell nucleus, which has storage and
production of rRNA, which will be linked to various proteins to form ribossomes. The
AgNOR technique evaluates the NORs of active chromossomes during the cell cycle
and the number or area of NORs show that proliferative activity, from the G1 phase
of intense production of proteins and RNA, to the maximum in S phase, that have
synthesis of DNA, of the cycle.

Key Words: Ovis aries. Ovarian anatomy. Celular proliferation. AQNOR technique
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura brasileira, predominante na regido Nordeste do pais,
tem se expandido bastante com a demanda para a producdo de carne e peles
(SIMPLICIO; SALLES; SANTOS, 2002).

Segundo o Anuario da Pecuaria Brasileira (2010), no ano de 2008
havia um rebanho de 453.261 mil cabegas de ovinos no estado de Sdo Paulo dentro
de 16.628.571 milhdes no Brasil, em comparacdo com o ano de 2000, com 233.681
mil no estado paulista e de 14.784.958 milhdes no pais, mostrando uma crescente
expansao com cerca de 52% no periodo de oito anos.

As biotécnicas da esfera reprodutiva podem se beneficiar com o
conhecimento da anatomia e da histologia dos ovarios (TRALDI, 2006).

Os o6rgaos genitais femininos responsaveis pelo crescimento e
maturagcdo dos odcitos sdo os ovarios. Na ovelha, as gbnadas tém forma de
améndoa com cerca de 1,5cm de comprimento e peso em torno de 3 a 4 g (SISSON,
1986), sdo constituidos por epitélio germinativo escamoso ou cubdide simples que
circunda a cortex (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A estrutura e proliferacdo celular dos foliculos em desenvolvimento,
presentes na cortex, € diferente para cada estadio e podem variar em tamanho de
40um a 5,5mm de diametro (HEMAMALINI et al., 2003; URIBE-VELASQUEZ; OBA;
SOUZA, 2008).

As células do corpo luteo (CL) se originam das células da teca interna e
da membrana granulosa com hipertrofia e hiperplasia, sendo denominadas células
luteinicas pequenas e grandes, respectivamente (FITZ et al., 1982).

De forma a conhecer a anatomia e histologia desse 6rgao, varias
técnicas de coloragdo tem sido utilizadas, sendo a AgNOR estudada como
marcadora de proliferacdo celular em tumores e empregada na avaliacdo da
proliferacdo de células ndo tumorais (LINDNER, 1993; TRERE, 2000).

A capacidade de proliferagao celular dos foliculos de ratas foi estudada
por Silva et al. (2003) pela técnica de AgNOR. A referida técnica de AgNOR,
consiste em corar proteinas ligadas ao acido ribonucléico ribossémico (RNAr) com a
prata (Ag), a fim de obter um precipitado de grumos de nucléolo denominadas
regides organizadoras de nucléolos (NORs) (CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989).

Essas proteinas sao sintetizadas durante a intérfase do ciclo celular e possuem
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afinidade pela prata formando as NORs, que podem ser observadas e contadas ao
microscopio optico (MURRAY, 2004). A técnica avalia as NORs de cromossomos
ativos e mostram a atividade proliferativa celular (CRESTA; ALVES, 2007).

A revisdo a seguir tem o objetivo de explicar sobre a anatomia e histologia

ovariana, bem como sobre a utilizacdo da técnica de coloragdo AgNOR na
proliferacao celular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia e Histologia do Ovério

Os o6rgaos genitais femininos responsaveis pelo crescimento e
maturagdo dos odcitos sdo os ovarios, o0s quais sintetizam estrégeno e
progesterona, atuando como glandula endécrina (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O ovario direito estd em posigdo anatdbmica juntamente com a artéria
ovariana direita e com o oviduto direito e o ligamento largo, 0 mesmo acontece para
o lado esquerdo. Esse posicionamento pode ser verificado com as gbnadas no utero
bipartido por um septo que os separa de um corpo uterino proeminente, sendo as
margens desse utero unidas a parede pélvica e abdominal pelo ligamento largo
(SALI, 2010).

Na ovelha, os ovarios tém forma de améndoa com cerca de 1,5cm de
comprimento e peso em torno de 3 a 4 gramas. Sao constituidos por epitélio
superficial ou germinativo, que circunda a medula e a cortex (SISSON, 1986).

Tasende et al. (2002), no Uruguai, utilizando ovelhas da raca
Corriedale no més de setembro, obtiveram comprimentos ovarianos entre
10,2+0,6mm e 14,94£0,3mm e peso médio de 0,70+0,03g.

Logo abaixo do epitélio germinativo ha um tecido conjuntivo fibroso e
denso por cima de todo o ovario que é a tunica albuginea, com cerca de 100um de
espessura. O cortex ovariano possui os foliculos e corpos luteos em varios estadios
de desenvolvimento sustentados por tecido conjuntivo e fibras musculares lisas em
meio a vasos e nervos. A medula ovariana € formada de tecido conjuntivo
fibroelastico, nervos extensivos e artérias, compreendendo a parte mais interna do
ovario. As fungdes e duragcdo do corpo luteo (CL) parecem depender das
modificagdes hemodinédmicas que ocorrem durante o ciclo estral (VENZKE, 1986).

Difundido por toda regido do ovario esta o estroma, formado por células
semelhantes as embrionarias-mesenquimatosas que podem originar as células da
teca interna ou as células intersticiais. O estroma cortical possui a maior quantidade
de células musculares lisas que, junto com elementos nervosos, podem estar
envolvidos no mecanismo de ovulacéo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A estrutura dos foliculos em desenvolvimento é diferente para cada

estadio, os foliculos primordiais sao aqueles formados durante a fase fetal cujo
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oocito ndo possui zona pelucida e € apenas envolvido pela pré-granulosa e pela
membrana basal (MORAES, 2008). Os foliculos primarios possuem um odcito de
aproximadamente 20um de didametro envolto em uma camada de células foliculares
achatadas ou cubdides (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Esses foliculos primarios estao
presentes em maior quantidade na tunica albuginea ou logo abaixo do estroma
ovariano da coértex. Foliculos em crescimento possuem um maior numero de
camadas de células protegendo o odcito (cumulus oophorus), sdo maiores e
apresentam zona pelucida (MONTGOMERY et al., 2001).

Foliculos pré-antrais com diametros entre 40 a 100um foram descritos
por Hemamalini et al. (2003) utilizando diferentes protocolos hormonais em foliculos
in vitro, obtendo os didmetros maximos com uso de fator de crescimento epitelial
(EGF).

Segundo Fortune (2003), foliculos primordiais, primarios e pré-antrais
pequenos possuem entre 30 e 90um. Os foliculos pré-antrais médios possuem
diametros entre 90 e 150 uym, os pré-antrais grandes entre 150 e 220 ym e os antrais
pequenos entre 250 e 500um.

Os foliculos secundarios desenvolvem-se mesmo em baixos niveis de
horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) e possuem em
torno de 0,1 a 2,5mm, possuem células foliculares cubdides da granulosa, nucleo
esférico de cromatina difusa e nucléolo evidente e zona pelucida (DUGGAVATHI et
al., 2005). Revestindo a cavidade folicular estd a membrana granulosa, que secreta
o liquido folicular, o qual comeca a ser produzido em foliculos com didmetro em
torno de 0,2 a 0,4mm, com alto teor de estrogénio e que sera armazenado no antro,
embora nao secretem volumes detectaveis de estradiol quando com diametro menor
que 0,3mm (MORAES, 2008).

O liquido (liquor) folicular forma uma cavidade unica, o antro e células
foliculares circundam a zona pelucida, formando a coroa radiata (HAFEZ; HAFEZ,
2004). Com o aumento das células foliculares e com o antro repleto de liquor
folicular, estda formado o foliculo maduro ou foliculo de Graaf (STABENFELDT;
EDQVIST, 1996).

Além da membrana granulosa, ha a formagdo de uma membrana mais
delgada formada pelas células da teca interna e externa, sendo a interna de rica
vascularizagdo e capaz de produzir estrégeno e progesterona e a externa formada
por tecido conjuntivo frouxo (VENZKE, 1986).
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O foliculo pré-ovulatério € uma estrutura que, devido ao adelgagamento
da membrana granulosa, se projeta da superficie ovariana uma intumescéncia, como
uma vesicula. O odécito esta em fase de profase da meiose e, quando ocorre a
primeira divisdo meidtica, ha expulsdo do primeiro corpusculo polar (HAFEZ,
HAFEZ, 2004).

Uribe-Velasquez, Oba, e Souza (2008), concluiram que os foliculos
alcangam o didmetro maximo, em fémeas ovinas nao tratadas com progesterona, de
5,5mm de didametro.

Com o aumento nos niveis do LH e do volume de liquido do antro, ha
formagao do estigma, uma protuberancia cénica na superficie do foliculo. O odcito é
liberado dentro do antro circundado pelas células do cumulus oophorum e da corona
radiata e apds ruptura do estigma, ha a ovulacéo e proliferagdo de células da teca
interna e da granulosa para que seja formado o CL (VENZKE, 1986).

As células do CL sao células da teca interna e da membrana granulosa
hipertrofiadas e poliédricas. Com o aporte sanguineo adequado, essas células sao
entdo denominadas células luteinicas pequenas e grandes. Possuem um redondo e
volumoso nucleo central e o citoplasma é repleto de vacuolos de tamanhos variados,
contendo colesterol e progesterona. Antes do estro, as células tem seu tamanho
reduzido, o CL sofre lutedlise, passando a ser chamado de corpus albicans (FITZ et
al., 1982).

Ao longo do ciclo estral a estrutura microscopica do CL muda. A
principio, o CL é definido como um corpo hemorragico, definido por uma estrutura
cujos I6bulos sdo separados por um tecido conjuntivo e completo de vasos
sanguineos. As células do CL maduro possuem nucleo esférico e grande, o que
indica atividade secretéria. Corpos Iuteos em regressdao possuem espagos
intersticiais grandes, nucleos pequenos e cromatina fragmentada, mostrando uma
desorganizagao celular (MOURA et al., 2010).

O tecido do CL, durante sua formacao, pode proliferar ocupando
apenas a area interior ou formando um apice na superficie do ovario, sendo entao
denominado CL incluso e protruso (Fig. 1) respectivamente (NEVES et al., 2002).

Devido ao preenchimento incompleto da cavidade folicular pelas
células no processo de luteinizagao, também podem existir CL com presenca ou
auséncia de cavidade (CHACUR; OBA; KRONKA, 2009). Os CL quando apresentam
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coloracdo amarela intensa s&do sugestivos de CL maduros baseando-se na
classificagao de Chacur et al. (2006).

Os CL em ovelhas podem ser classificados em quatro tipos: incluso e
macico, incluso e cavitario, protruso e macigo e protruso e cavitario (ARREBOLA et
al., 2011), na Fig. 1 pode-se observar o CL macico e incluso e o CL cavitario e

protruso.

Figura 1 — Macroscopia do ovario de ovelha, onde se observa o Corpo Luteo macigo
e incluso (a), e cavitario e protruso (b)

(b)

0,30cm

Fonte: (ARREBOLA et al., 2011, p.269)

Apos a regressao do CL, raramente serdao encontradas células
luteinicas, havendo predominantemente céluas do tecido conjuntivo fibroso,

originando o corpo albicans (MOURA et al., 2010).

2.2 Estacionalidade e Ciclo Reprodutivo

De uma maneira geral, a espécie ovina, em especial as ragas lanadas,
apresentam estacionalidade reprodutiva nas altas latitudes, sendo os ciclos
controlados por fatores relacionados a diminui¢do da luminosidade da estacéo. Por
esse fator, possuem um periodo de anestro estacional ou inatividade ovariana e um
periodo de atividade ovariana continua ou ciclica que geralmente comegam com o
final do verao e terminam com o inicio da primavera (ROSA; BRYANT, 2003).

Sasa et al. (2002) na regido localizada em 21°59'S, 47°26’0
(Pirassununga, SP), relataram que fémeas da raca Santa Inés (deslanadas) sofriam

pouca influéncia do fotoperiodo, em contrapartida, fémeas das ragcas Romney Marsh
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e Suffolk (lanadas) tiveram anestro observado a partir de agosto. O mesmo resultado
foi obtido em regido geografica proxima a anterior por Rodrigues et al. (2007), que
concluiram que a localizagdo interfere na resposta ao estimulo luminoso, visto que
ovelhas Romney Marsh e Sulfolk, originarias de altas latitudes, apresentaram
maxima atividade reprodutiva durante o outono e o inverno.

Dados obtidos por Souza et al. (2008), com ovelhas mestigas (Sulfolk x
lle de France) na latitude 22°53’S e longitude 46°29°0 (Botucatu, SP), comprovaram
atividade reprodutiva durante todo o ano.

Para a fémea ovina entrar na puberdade, além de uma boa nutricdo, da
genética, dentre outros fatores, € preciso que ela atinja cerca de 8 meses de idade e
que haja alteragdes no fotoperiodo (MONTEIRO; BICUDO; TOMA, 2010). Quando
termina o solsticio de verao (final do verdo), o hipotalamo, em resposta a diminuigéo
da sensibilidade ao feedback negativo dos estrogenos produzidos por foliculos em
crescimento, aumenta a sintese e liberagdo do GnRH, que vai orientar de forma
pulsatil a secregao de LH e orienta também o crescimento do foliculo (RODRIGUES
et al., 2007). Os foliculos em crescimento secretam estrogenos que levam a primeira
onda pré-ovulatéria de LH por um feedback positivo, que é responsavel por produzir
uma estrutura lutea que dura em torno de 3 a 4 dias. Apds essa vida util, ela morre e
da origem a uma nova onda de gonadotrofinas, que levam a ovulagéo e formagao do
CL. A partir desse momento, a progesterona vai ser o horménio desencadeador do
feedback negativo do LH (GONZALEZ, 2002).

Na ovelha adulta, o ciclo estral dura cerca de 17 dias (+2 dias) e
compreende uma série de eventos hormonais que acontecem em varios estadios,
iniciando no proestro, estro, metaestro, diestro ou gestagdo (ocorridos com
interrupgao da lutedlise) e anestro. A fase Iutea dura em torno de 14 dias (ovulagao
até lutedlise) e a fase folicular compreende o periodo apdés a lutedlise até a
ovulagdo. (URIBE-VELASQUEZ; OBA; SOUZA, 2008). Esse periodo pode durar até
26 dias dependendo da estagdo do ano para algumas ragas (RODRIGUES et al.,
2007).

Durante o anestro, ha flutuagdes de concentragdes plasmaticas de
FSH e pulsos infrequéntes de LH que sao responsaveis pelo crescimento folicular
até que os foliculos cheguem ao tamanho pré-ovulatério e entrem em atresia
(GONZALEZ, 2002; URIBE-VELASQUEZ; OBA; SOUZA, 2008).
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Os foliculos em crescimento produzem estrégeno, o que exerce um
feedback negativo provocando diminuicdo da frequéncia e aumentando a amplitude
do pulso de LH, que ndo é capaz de promover ovulacdo e nem 0s sinais que a
fémea exterioriza de estro e os foliculos sofrem atresia (CIARLINI, 2005; URIBE-
VELASQUEZ; OBA; SOUZA, 2008).

Utilizando a ultrassonografia para avaliar a morfologia de foliculos e
relacionar com os niveis hormonais, Wu et al. (2009) observaram que grandes
foliculos antrais s&o responsaveis por secretar maior quantidade de estrogeno,
sendo esse método de visualizagao util para mostrar as mudangas na morfologia do
foliculo bem como sua fungao secretora.

O estimulo do fotoperiodo negativo € recebido pela retina e por meio
do nucleo supraquiasmatico e do ganglio cervical superior, é levado até a glandula
pineal que produz a melatonina em resposta a pouca luminosidade (DAVIDSON;
STABENFELDT, 2004). Esse horménio, melatonina, vai atuar na regulacdo da
atividade do hipotalamo promovendo uma alteragcdo na sensibilidade do eixo
hipotalamo-hipofisario (o estrégeno passa a exercer feedback positivo e a
progesterona € o horménio que passa a ter efeito inibidor) modulando os pulsos de
secrecdo do GnRH. O GnRH é o horménio responsavel pelo estimulo da liberagcao
de LH e de FSH (GONZALEZ, 2002; LOUREIRO, 2003).

O proestro dura de 2 a 3 dias, sendo caracterizado pelo crescimento
folicular e secregao de estrogeno. Com a aproximagao do estro, a vulva incha, o
vestibulo torna-se hiperémico e as glandulas da cérvix e vagina produzem secreg¢ao
serosa (descarga vaginal) (JAINUDEEN; WAHID; HAFEZ, 2004).

Aproximadamente um dia antes do estro, sob influéncia do FSH, um ou
mais foliculos crescem de forma rapida aumentando os niveis de estrogeno que
estimulam a producao de LH. Sdo necessarias cerca de 3 a 4 ondas foliculares para
que tenha ovulacdo e a primeira ovulacdo desse periodo ndo vem acompanhada
dos sinais de estro, formando um CL com pouco tempo de duragdo (DRIANCOURT,
2001).

Quando é determinada a dominancia folicular, ha a expressao de
receptores de LH na camada de células da granulosa. Esse foliculo dominante, ou
ovulatoério, produz estrogeno que vai exercer um feedback positivo na hipéfise para

aumentar a producao de LH com padrao pulsatil de alta freqiéncia e entao, cerca de
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14 horas apos o pico de LH, ou 25 a 30 horas ap06s o inicio do estro, ha a ovulagao e
formacdo do CL (NEVES et al., 2008; GONZALEZ, 2002).

O aumento dos niveis de progesterona durante a fase luteal promove o
feedback negativo para secre¢cdo de LH, diminuindo a frequéncia de secrecado e
inibindo o desenvolvimento dos foliculos até que ocorra a lutedlise (GONZALEZ,
2002; SOUZA et al., 2002).

Em ovelhas que ndo sao gestantes, a atividade do CL dura em torno de
14 dias devido a producao de prostaglandina F2 alfa (PGF2-alfa) pelo utero, o que
leva a um novo estro (RUBIANES; MENCHACA; CARBAJAL, 2003). Na ovelha
gestante os pulsos de PGF2-alfa ndo existem devido a agao de reconhecimento do
blastocisto pelo endométrio, pois a vida util do CL precisa ser mais prolongada, e a
duracéo da gestagdo da ovelha dura cerca de 147 dias (STABENFELDT; EDQVIST,
1996; NEVES et al., 2008).

2.3 Fatores Promotores de Crescimento

Os fatores de crescimento sao importantes para promover a atividade
mitogénica na proliferagdo e remodelamento de um tecido alvo. Sao fatores intra-
ovarianos formados por polipeptideos semelhantes a horménios com capacidade de
estimular a multiplicagéo de células (HAFEZ; JAINUDEEN; ROSNINA, 2004).

As células da teca sdo estimuladas para diferenciacdo e proliferacao
celular por varios fatores, dentre eles o LH, induzindo a luteinizacao/diferenciacao
das células da teca; e IGF (fator de crescimento semelhante a insulina): induzindo a
proliferagao celular (YOUNG; MCNEILLY, 2010).

Em foliculos antrais, o IGF estimula a proliferagdo, atividade e
diferenciagao das células da granulosa e a esteroidogénese (SILVA; FIGUEIREDO;
HURK, 2009). As proteinas morfogenéticas dos ossos (BMP) também sao fatores
que atuam na regulagao da esteroidogénese (YOUNG; MCNEILLY, 2010).

O IGF e os fatores de crescimento de transformagao beta (TGF-beta),
como a ativina, sdo responsaveis por estimular a aromatizagao dos andrégenos por
parte das células da granulosa, pois potencializam a agdo do FSH. Isso promove
uma maior liberagéo de estrogeno para o antro (GONZALEZ-BULNES et al., 2004).

Os responsaveis por aumentar a acdo do LH para producdo dos

androgenos (precursores do estrégeno) sao o IGF e a inibina (LEYVA; BUCKRELL;
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WALTON, 1998).Durante o ciclo estral, o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) regula o desenvolvimento do CL (HAFEZ; JAINUDEEN; ROSNINA, 2004;
YOUNG; MCNEILLY, 2010).

2.4 Técnica de Coloracdo AgNOR

As regibes organizadoras de nucléolos (NORs) sdo algas de acido
desoxirribonucléico (DNA) responsaveis por sintetizar acido ribonucléico ribossomal
(RNAr) durante a intérfase, periodo de sintese protéica e de aumento de volume,
tamanho e numero de organelas da célula (VANDELAER; THIRY; GOESSENS,
1999; MILLER et al., 2002).

O ciclo celular compreende as fases de meiose, interfase e mitose. A
duplicagao do cromossomo ocorre especificamente na fase de interfase, sendo essa
dividida em 3 partes: fase G1 (intensa producdo de proteinas e RNA), fase S
(sintese do DNA) e fase G2 (periodo de duplicagdo de centriolo). As células que
param de se replicar encontram-se em fase GO, que acontece imediatamente antes
do inicio da sintese de DNA (MURRAY, 2004). E no nucléolo, localizado no nucleo
celular, que ha armazenamento e produgao de RNAr, que ligados a varias proteinas
irdo formar os ribossomos (LEE et al., 1999).

Proteinas ndo histonas possuem sitio de ligacdo com RNAr (AgNOR) e
tem afinidade pela prata e com isso, elas precipitam formando grumos de nucléolo,
isolados ou agrupados, que podem ser observados a microscopia Optica
(CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989). As proteinas mais conhecidas e também as
mais presentes (60-75%) em células em proliferagdo sdo a C23 (nucleolina) e a B23
(nutramina) (SIRRI; ROUSSEL; HERNANDEZ-VERDUM, 2000).

A técnica AgNOR avalia as NORs de cromossomos ativos durante o
ciclo celular e o numero ou area das NORs mostram essa atividade proliferativa, a
partir da fase G1 até o maximo na fase S do ciclo (MURRAY, 2004; CRESTA;
ALVES, 2007).

Células no periodo de sintese protéica e de aumento de volume estao
em atividade independente de existéncia de proliferagao celular, ou seja, células
ativas, mas ndo em mitose, possuem pontos de NORs (UNDERWOOD, 1995)

As proteinas que sao coradas pela prata aparecem ao microscopio

como pontos pretos dentro dos nucléolos, que podem ser contados de acordo com o
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numero de pontos por célula diretamente ao microscopio ou avaliados quanto a
morfometria em analisador de imagem, sendo esse ultimo um método mais rapido e
preciso. A capacidade de corar os NORs pela prata € influenciada por varios fatores,
como métodos de fixacdo e duracdo da exposicdo a diferentes temperaturas
(TRERE, 2000).

Smith et al. (1988), avaliando varias técnicas de fixadores, chegaram a
conclusao de que o fixador alcodlico foi o que gerou melhor marcagao AgNOR.

Os tecidos possuem uma alta sensibilidade a oxidacdo. Em um estudo
sobre melhores técnicas para coloragdo AgNOR, Lindner (1993) verificou essa
sensibilidade e chegou a conclusédo de que os fixadores alcodlicos e o formaldeido
permanecem os de escolha para a técnica, mantendo as laminas coradas com esse
procedimento por mais de seis meses sem sinais de deterioracao.

Serakides et al. (1999), corando células da tiredide de bovinos verificou
que a técnica AgNOR foi eficiente para diferenciar os diferentes graus de hiperplasia
da tiredide, observando um grande numero e pequeno tamanho de NORs marcados
devido a proliferacao das células.

Esse modelo de marcacdo AgNOR possui um grande valor para
diagnostico e prognéstico de tumores, pois quanto maior o grau de malignidade,
maior o numero e menor o tamanho de AgNORSs presentes dentro do nucleo (EGAN;
CROCKER, 1988; CROCKER; BOLDY; EGAN, 1989).

Dados de Silva et al. (2003) com ratas, embora nao tenham trabalhado
com foliculos terciarios, mostraram que os foliculos com duas a trés camadas
celulares possuiam poucas e grandes NORs e os foliculos com mais de 5 camadas
de células possuiam muitos e pequenos pontos ao contar as NORs de células da

granulosa de foliculos secundarios sem a formacgao do antro (Fig. 2).
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FIGURA 2 - Foliculo secundario de trés camadas de células da granulosa
apresentando regides organizadoras de nucléolo argentafins (AgNORs)
grandes e em pequeno numero, 1607X (a), Foliculo secundario de mais
de cinco camadas de células da granulosa apresentando AQNORs
pequenas, em grande numero e dispersas por todo nucleo, 1607X (b). g
= granulosa; o = odcito

Fonte: (SILVA et al., 2003, p. 4).

Com essas observacbes, pode-se justificar o uso da técnica de
coloragdo AgNOR para avaliar proliferagdo celular em células foliculares sadias e
ndo apenas em processos tumorais como mostrou Pich, Chiusa e Margaria (2000),
em revisao de literatura sobre aparelho reprodutor e respiratério de humanos, onde
relata que quanto maior o numero de NORs, maior a atividade proliferativa das
células.

Santos, Guedes e Cassali (1998) obtiveram como resultado que quanto
maior a taxa de proliferacdo celular, maior o numero de pequenas NORs, assim
como Hastie e Haresign (2010).

As NORs podem ser distribuidas no nucleo e nucléolo de maneira
isolada e difusa, preenchendo todo o nucléolo, agrupadas em corddes, dispostas em
satélites ou agrupadas em colares quando utiliza-se o analisador de imagens, mas,
apesar de ser um método mais pratico de contagem, o método de contagem visual
ainda possui resultados com menores probabilidades de erro (SANTOS; GUEDES;
CASSALLI, 1998).
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RESUMO

A técnica de coloracio AgNOR para regides organizadoras de nucléolos (NORs) ¢
caracterizada por marcar proteinas ligadas ao acido ribonucléico ribossdmico, avaliando a
proliferacdo celular. O objetivo do trabalho foi estudar a morfometria ovariana e a validade da
técnica AgNOR na proliferacdo de células saudaveis das estruturas ovarianas em ovelhas
mesti¢as. Foram colhidos 102 pares de ovarios e mensurou-se o didmetro do maior foliculo de
cada ovario. Do maior corpo luteo (CL), o diametro e a largura foram mensurados,
classificando-os em: incluso, protruso, macico e cavitario, seguidos por coloragao AgNOR. O
nivel de significancia foi de 5% (R Statistical System). Houve diferenga (P<0,05) para o
diametro do maior foliculo entre os lados direito (OD): 4,242.3mm e esquerdo (OE):
3,6£2,2mm. Houve correlagdo (P<0,01) entre as NORs da teca interna (TI) e externa (TE):
OD (0,46) e OE (0,61); NORs da granulosa ¢ TI: OD (0,54) ¢ OE (0,59); e entre NORs da
granulosa ¢ TE: OD (0,34) e OE (0,38). Conclui-se que a quantificacdo das NORs foi
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apropriada para o estudo da determinacdo do potencial de proliferagdo das estruturas

ovarianas, a qual foi similar para os lados direito e esquerdo.

Palavras-chave: Ovis aries, anatomia ovariana, proliferacdo celular, proteina argirofilica

ABSTRACT

The AgNOR staining technique for nucleolar organizer regions (NORS) is characterized by
marking proteins related to ribossomal ribonucleic acid evaluating celular proliferation. The
objective was to study the ovarian morphometry and the value of AgNOR thecnique
application to evaluate the proliferation of healthy cels from ovarian structures in crossbred
ewe. 102 pairs of ovaries were collected and from the largest follicle of each ovary was
measured its diameter. From the largest corpus luteum (CL) was measured the diameter and
width, classifying the CL in: included, protruberant, massive and cavity, followed by AgNOR
staining. The significance level was 5% (R Statistical System). It had difference (P<0,05) for
the diameter of the largest follicle between right (RO): 4,2+2,3mm and left (LO): 3,6+2,2mm
sides. There was a correlation (P<0,01) between the NORs of internal theca (IT) and external
theca (ET): RO (0,46) and LO (0,61); NORs of granulosa and IT: RO (0,54) and LO (0,59);
and NORs of granulosa and ET: RO (0,34) and LO (0,38). We conclude that the NORs
quantification was appropriate to study the determination of the potential for ovarian

structures proliferation, which was similar for right and left sides.

Keywords: Ovis aries, ovarian anatomy, celular proliferation, argyrophilic protein

INTRODUCAO

Segundo o Anuério da Pecudria Brasileira de 2010, no ano de 2008 havia um rebanho
de 453.261 mil cabecas de ovinos no estado de Sdo Paulo dentro de 16.628.571 milhdes no
Brasil, em comparacdo com o ano de 2000, com 233.681 mil no estado paulista ¢ de
14.784.958 milhdes no pais, mostrando uma crescente expansdo com cerca de 52% no
periodo de oito anos.

Segundo Traldi (2006), essa expansdo promove a busca de otimizagdo de técnicas para
a manipulacdo do ciclo estral e para a utilizagdo das biotécnicas, sendo necessario conhecer,

além da endocrinologia da reproducao, a anatomia e histologia dos ovarios.
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O estudo aplicado da morfometria ovariana esta diretamente ligado a interpretagao do
ciclo estral e para uso de biotécnicas da reproducdo na ovinocultura, que atualmente ocupa um
lugar de importancia nos criatorios de interesse zootécnico (Simplicio et al., 2002).

Os orgdos genitais femininos responsaveis pelo crescimento e maturacdo dos odcitos
sdo0 os ovarios. Na ovelha, as gonadas tém forma de améndoa com cerca de 1,5cm de
comprimento e peso em torno de 3 a 4 g (Sisson, 1986), sdo constituidos de epitélio
germinativo escamoso ou cubodide simples que circunda a cortex (Hafez e Hafez, 2004).

A estrutura e proliferagdo celular dos foliculos em desenvolvimento, presentes na
cortex, ¢ diferente para cada estadio e podem variar em tamanho de 40um a 5,5mm de
diametro (Hemamalini et al., 2003; Uribe-Velasquez et al., 2008).

As células do corpo lateo (CL) se originam das células da teca interna e da membrana
granulosa com hipertrofia e hiperplasia, sendo denominadas células luteinicas pequenas e
grandes, respectivamente (Fitz et al., 1982).

A capacidade de proliferagao celular dos foliculos de ratas foi estudada por Silva et al.
(2003) pela técnica de AgNOR, sendo essa mesma coloracdo empregada na avaliacdo da
proliferacdo celular em tumores (Lindner, 1993; Trere, 2000). A referida técnica de AgNOR,
consiste em corar proteinas ligadas ao acido ribonucléico ribossémico (RNAr) com a prata
(Ag), a fim de obter um precipitado de grumos de nucléolo denominadas regides
organizadoras de nucléolos (NORs) (Crocker et al., 1989). Essas proteinas sdo sintetizadas
durante a intérfase do ciclo celular e possuem afinidade pela prata formando as NORs, que
podem ser observadas e contadas ao microscopio optico (Murray, 2004). A técnica avalia as
NORs de cromossomos ativos € mostram a atividade proliferativa celular (Cresta e Alves,
2007).

Vale salientar que perante a escassez de informagdes colhida na revisdo de literatura,
relacionada ao emprego da técnica de AgNOR com finalidade de estudar a proliferagao
celular das estruturas ovarianas saudaveis nas espécies animais, dentre elas a ovina, objetivou-
se estudar a morfometria ovariana e a validade do uso da técnica de AgNOR na proliferagao

de células saudéveis das estruturas ovarianas em ovelhas mestigas.

MATERIAL E METODOS

Ovarios de ovelhas foram coletados em abatedouro pertencente ao municipio de
Promissdo-SP (altitude: 426m, latitude: 21°32'12"S, longitude: 49°5129"0), imediatamente

apos o abate e evisceragcdo dos animais. Ao todo coletou-se 102 pares de ovarios pertencentes
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a ovelhas mesticas (lanadas x deslanadas), entre 6 e 12 meses de idade, ndo prenhes, nos
meses de marco a maio (final do verdo/outono) de 2010.

As gonadas foram identificadas em ovério direito (OD) e ovéario esquerdo (OE) em
sacos individuais para cada par de ovarios, armazenados e transportados em solugdo salina a
37°C, durante 3 horas, para os laboratérios de Reprodugdo Animal e de Patologia Veterinaria
da UNOESTE. Realizou-se a analise morfométrica com o auxilio de um paquimetro, de modo
a verificar o comprimento (mm) no eixo maior; a largura (mm), no eixo entre o pediculo do
ovario e a extremidade oposta; e a altura (mm), no eixo de 90° em relagdo a largura.

Com a imersao dos ovarios em proveta graduada contendo solugdo fisiologica o
volume (mL) das gonadas foi obtido e com o auxilio de uma balanga digital aferiu-se o peso
(g) dos ovarios.

A classificagdo dos foliculos avaliados foi realizada de acordo com Figueiredo et al.,
(2008), na qual foliculos terciarios possuem didmetro igual ou superior a 119um.

Os dois maiores foliculos de cada ovario foram identificados macroscopicamente,
antes do corte longitudinal, ¢ mensurados quanto ao seu didmetro (mm). Apds o corte
longitudinal, o corpo luteo (CL) foi avaliado quanto ao didmetro (mm) e largura (mm), sendo
a area definida pelo calculo a partir da area da elipse, determinada pela relagdo Area =
n.D.L/4, onde: D representa o diametro e L a largura do CL. Os CL também foram
classificados de acordo com os tipos em: incluso, protruso, maci¢o e cavitario, conforme
Chacur et al. (2006).

Técnica para coloracdo de AQNOR conforme proposto por Sanches (2010), adaptado
de Ploton et al. (1986): Utilizando a solu¢do de Davidson (Fixador de Davidson A.F.A.:
20mL de formol, 30mL de alcool 95%, 10mL de acido acético, 30mL de 4gua destilada),
fixou-se as pequenas amostras do tecido ovariano de ovelhas (ovario com corte longitudinal),
com aproximadamente 0,5mm de largura, por 24 a 48 horas. Apds esse periodo, elas foram
lavadas em 4agua corrente durante 1 hora e transferidos para uma solug¢do de alcool 70% e,
entdo, desidratadas em série alcodlica crescente (alcool 80%, 96% e 100%), permanecendo 40
minutos a frio em cada "alcool". Foi realizada a diafaniza¢do (ou clareamento) utilizando 4
fases de 40 minutos, sendo a primeira no alcool + xilol (1:1) e as outras 3 de xilol. Foi
realizada inclusdo em parafina inserindo a amostra de tecido na parafina com ponto de fusao
em 56°C-60°C por duas vezes para posterior inclusdo em parafina e montagem dos blocos. As
amostras em parafina foram cortadas em blocos de 5 pum de espessura, utilizando o
micrétomo rotativo (Microtomo Cortador de Bloco, mod. 820, American Optical N-45387,

USA). Posteriormente, foram desparafinizadas em xilol por 5 minutos (por trés vezes),
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hidratadas passando lentamente em alcool absoluto (100%) por trés vezes e lavadas com adgua
de torneira por 5 minutos. Os cortes, em lamina, ficaram incubados ao abrigo de luz em
camara Umida durante 40 minutos a 60°C numa solu¢do contendo nitrato de prata, obtida
utilizando-se 1g de gelatina incolor, 0,5mL de 4cido féormico e 50mL de 4gua deionizada
(solugdo A) e 12,5 gramas de nitrato de prata e 25mL de dgua deionizada (solugdo B), sendo
uma parte de solugdo A para duas partes de solugdo B.

As amostras foram retiradas da solu¢do corante quando apresentaram coloragdo
marrom-escura e lavadas em 4gua deionizada morna a 45°C para poder retirar o precipitado
formado pela gelatina. Apds esse procedimento, as laminas passaram em solugdo de
tiossulfato de so6dio a 5% durante 5 minutos de modo a retirar toda prata reduzida depositada
sobre as células. As amostras foram desidratadas (alcool 96% e 100% - 3 vezes, lentamente;
xilol - 3 vezes lentamente), colocadas em Van Gieson (ou "verde luz") por 3 minutos, para a
finalizacdo da montagem das ldminas com laminula e resina sintética (Entellan®, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha).

A contagem das regides organizadoras de nucléolos (NORs) foi realizada observando
grumos de nucléolos, que puderam ser contados de acordo com o numero de pontos no nicleo
de cada tipo celular presente no ovario, sendo elas: o foliculo (teca externa, teca interna e
granulosa); o CL; e o corpo albicans, por meio de microscopia Optica na magnitude de
(1000x).

O padrao de contagem das NORs foi realizado considerando-se 10 células/campo de
cada tipo celular, repetindo-se em 10 campos microscopicos, totalizando a contagem em 100
células de cada um dos tipos celulares, conforme Sanches (2010) adaptado de Lohr et al.
(1997).

A anélise dos dados da morfometria ovariana foi obtida a partir dos resultados das
médias, que foram submetidos, para os grupos com distribuicdo normal, a analise de variancia
pelo teste F (Cremasco et al., 2009) para observacdes pareadas, conforme delineamento
inteiramente casualizado.

Modelo matematico:

Xjj =m+t; + ¢,

em que: X;; = valor observado na parcela do lado 1 e repeti¢do j; m = média geral; t; =
efeito do lado i; e;; = efeito do acaso.
Para os grupos com distribui¢do ndo normal, foi realizada a andlise de variancia

utilizando o teste de Friedman. Em todos os testes, o nivel de significAncia considerado foi de
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5 %, sendo utilizado o programa computacional R Statistical System (Thaka ¢ Gentleman,
1996) para a realizagdo das analises estatisticas.

Para alguns pares de medicdes de interesse foi calculado o coeficiente de correlacio
linear por meio do teste t de Student. Para o nimero de CL foi aplicado o teste de qui-
quadrado (2).

Foi utilizada a correlagdo de Spearman em virtude dos ranks de classificagdo dos

dados para a Técnica de coloragdo AgNor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em localizagdo geografica proxima a do presente estudo desenvolvido com as ovelhas
mesticas, Sasa et al. (2001) na regido localizada em 21°59°S, 47°26’0O (Pirassununga, SP),
relataram que fémeas da raga Santa Iné€s (deslanadas) sofriam pouca influéncia do
fotoperiodo, em contrapartida, fémeas das racas Romney Marsh e Suffolk (lanadas) tiveram
anestro observado a partir de agosto. O mesmo resultado foi obtido em regido geografica
proxima a anterior por Rodrigues et al. (2007), que concluiram que a localizacdo interfere na
resposta ao estimulo luminoso, visto que ovelhas Romney Marsh e Sulfolk, origindrias de
altas latitudes, apresentaram maxima atividade reprodutiva durante o outono e o inverno.

Dados obtidos por Sousa et al. (2008), com ovelhas mestigas (Sulfolk x Ile de France)
na latitude 22°53’S e longitude 46°29°0 (Botucatu, SP), comprovaram atividade reprodutiva
durante todo o ano.

O volume do ovario direito (OD) revelou um coeficiente de variagdao (CV) de 55% e o
volume do ovario esquerdo (OE), de 56%. O peso ovariano revelou CV entre 54% e 57%,
sendo esses valores superiores aos obtidos para o CV do comprimento, largura e altura,
respectivamente de 19%, 26% e 25% para OD, e de 20%, 31% e 27% para OE (Tab. 1).

Para a morfometria ovariana, ndo houve diferencas significativas (p>0,05) conforme a
Tab.1, sendo os resultados de 12,7£2,5mm (OD) e 12,4+2,5mm (OE) de comprimento; e
0,87+0,47g (OD) e 0,79+0,45g (OE), semelhantes aos valores obtidos por Tasende et al.
(2002), no Uruguai na raga Corriedale no més de setembro, com comprimentos ovarianos
entre 10,2+0,6mm e 14,9+0,3mm e peso dos ovarios de 0,70+0,03g. Vale salientar que as
ovelhas Corriedale estavam em anestro (més de setembro) e, provavelmente, o comprimento e
o peso dos ovdrios sofreram a influéncia do més em questdo. Por isso, a semelhanca entre
esses dois pardmetros no presente estudo com ovelhas mesti¢as (lanadas x deslanadas) com

atividade ciclica ovariana.
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Pesos esses inferiores aos valores encontrados na literatura que variavam de 3 a 4g

(Sisson, 1986), podendo estar relacionado a genética dos animais avaliados.

Tabela 1. Médias e resultados da analise de variancia do comprimento, largura, altura, peso e

volume de 102 pares de ovarios de ovelhas mesticas coletados em matadouro.

Ovarios

Comprimento(mm) Largura (mm) Altura (mm) Peso(g) Volume (mL)

OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE
Média 12,7 12,4 92 88 10,7 10,3 0,87 0,79 085 0,78
Desvio 2,5 2,5 23 27 26 28 047 045 046 044
CV.(%) 19 20 26 31 25 27 54 57 55 56
P valor 0,919 0,302 0,206 0,225 0,473

. . . N ~ . . . , . .. , .
*significativo a 5%; ° ndo significativo; OD: ovario direito; OE: ovario esquerdo.

Quanto as estruturas ovarianas, os foliculos mensurados foram apenas os dois que
apresentaram maior didmetro em cada ovério. Para o maior foliculo houve diferenca
significativa (P<0,05) entre o lado direito (4,2+2,3mm) e esquerdo (3,6+£2,2mm) e para o
segundo maior foliculo obteve-se diferenga significativa (P<0,05) entre os lados direito e
esquerdo, sendo 2,3+0,9mm e 1,5+1,1mm respectivamente (Tab.2). Valores esses inferiores
ao relatado por Uribe-Velasquez et al. (2008) com média de 5,5mm na ragca Bergamacia.

Diferenca essa que pode estar relacionada com a distinta origem genética dos animais.

Tabela 2. Médias e resultados da analise de variancia das estruturas ovarianas (foliculo ¢ CL)

de 102 pares de ovarios de ovelhas mesticas coletados em matadouro.

Ovérios
>Fol. (mm) 2°>Fol. (mm)  Diametro CL (mm) Largura CL (mm)
OD OE OD OE OD OE OD OE
Média 4,2 3,6 23 1,5 6,6 5,7 6,9 5,4
Desvio 2,3 2,2 0,9 1,1 2,9 3,1 3,2 2,9
CV.(%) 54 61 42 73 45 55 47 53
P valor 0,024%* <0,001* 0,175™ 0,071™

*significativo a 5%; "> ndo significativo; OD: ovério direito; OE: ovério esquerdo; >Fol.:

diametro do maior foliculo; 2°>Fol.: diametro do segundo maior foliculo.
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Observou-se que do total de 204 ovarios, 42,65% (87) possuiam CL e desses,
50,57% (44) estavam presentes no lado direito e 49,43% (43) no lado esquerdo. Nao
houve diferenca (P>0,05) entre os lados direito e esquerdo para o niimero de CL,
semelhante aos relatos de Casida et al. (1966) com dados de 55,5% de CL no OD.

Em relacdo aos CL presentes nos ovarios direito e esquerdo, corrobora com
Moakhar et al. (2010), que demonstram homogeneidade na atividade ovariana luteal
ciclica.

Com relacdo a morfologia dos CL, houve predominincia de estrutura do tipo
macico (75,86%) e incluso (59,77%) sobre os tipos cavitario (24,14%) e protruso
(40,23%) nos 87 ovarios com presenga da estrutura. Para a espécie ovina, conforme a
literatura consultada, ndo ha informagdes referentes a classificagdo dos CL. Para fins de
comparagdo, adotamos a espécie bovina, conforme abaixo descrito.

Vale destacar que os CL classificados nas ovelhas do presente estudo apresentavam
coloragdo amarela intenso, sugestiva de CL maduros baseando-se na classificacdo de
Chacur et al (2006). A porcentagem de CL cavitarios foi semelhante ao encontrado por
Chacur et al. (2006), em fémeas zebus Bos taurus indicus de 26,41% CL cavitarios do
total de CL; e diferente na quantidade de CL inclusos com 26,20% do total de ovarios com
a presenca da estrutura.

No presente trabalho, o padrdo de NORs foi de pequenas e numerosas NORs
distribuidas no ntcleo nos tipos celulares do foliculo e de grandes NORs ao centro do
nucleo das células do CL e pequenas préximas a carioteca.

As fotomicrografias relativas ao CL e corpo albicans mostram as regides

organizadoras de nucléolos (NORs; Fig.1).
LOCAL PARA INSERIR A FIGURA 1.

Para a correlagdo entre as médias das NORs nas estruturas ovarianas para os lados

direito e esquerdo, ndo houve diferenga significativa (P>0,05; Tab. 3).

Tabela 3. Correlagdes entre OD e OE para o nimero médio de NORs de estruturas ovarianas
de ovelhas mesticas: corpo luteo, corpo albicans, granulosa, teca interna e teca externa.
Médias (NORs)
OD OE
Corpo Luteo 5,00 4,00 0,782

Estruturas Ovarianas P valor
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Corpo Albicans 3,88 4,00 0,815
Granulosa 7,00 7,00 0,691
Teca Interna 6,00 6,00 0,307
Teca Externa 5,00 5,00 0,160™

*significativo a 5%; NS ndo significativo; OD: ovario direito; OE: ovario esquerdo; NORs:

regides organizadoras de nucléolos.

Isso significa que as estruturas proliferam-se de maneira semelhante independente do
lado anatémico. No presente trabalho, foram avaliados os maiores foliculos de cada ovario
(sendo todos tercidrios) e obteve-se, em sua maioria, pequenas e numerosas NORs,
principalmente para as células da granulosa com média de 7 NORs. Dados de Silva et al.
(2003) com ratas, embora ndo tenham trabalhado com foliculos terciarios, mostraram que os
foliculos com duas a trés camadas celulares possuiam poucos e grandes NORs e os foliculos
com mais de 5 camadas de células possuiam muitos e pequenos pontos ao contar as NORs de
células da granulosa de foliculos secundarios sem a formagao do antro.

Com essas observagdes, pode-se justificar o uso da técnica de coloracio AgNOR para
avaliar proliferacdo celular em células foliculares sadias e ndo apenas em processos tumorais
como mostrou Pich et al. (2000), em revisdo de literatura sobre aparelho reprodutor e
respiratorio de humanos, onde relata que quanto maior o nimero de NORs, maior a atividade

proliferativa das células.

Tabela 4. Correlagdes das variaveis para a contagem das NORs presentes em 162 ovarios, 81

do lado direito (OD) e 81 do lado esquerdo (OE) de ovelhas mestigas coletados em

matadouro.
i OD OE
Parametros
Correlagdes P valor Correlagdes P valor

NORs da T.I. e NORs da T.E. 0,468 0,000 0,6117 0,000
NORs do CL e NORs da Granulosa ~ -0,109™ 0,462 -0,015™° 0,929
NORs do CL e NORs da T.I. -0,095™8 0,539 -0,012N8 0,944
NORs do CL e NORs da T.E. -0,088"5 0,568 0,020 0,912

NORs da Granulosa e NORs da T.I. 0,545 0,000 0,590 0,000

NORs da Granulosa e NORs da T.E. 0,341 0,002 0,389" 0,001
*significativo a 1%; ™° ndo significativo.; NORs: regides organizadoras de nucléolos; CL:

corpo luteo; T.IL.: teca interna; T.E.: teca externa.
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Houve correlagdes positivas (P<0,01) entre NORs da teca interna (T1) e NORs da teca
externa (TE) de 0,468 para OD e de 0,611 para OE. Isso deve-se, provavelmente, ao fato de as
células da teca serem estimuladas para diferenciagdo e proliferacdo celular por vérios fatores,
dentre eles o hormonio luteinizante (LH), induzindo a luteinizagao/diferenciagdo das células
da teca; e IGF (fator de crescimento semelhante a insulina): induzindo a proliferagao celular,
conforme revisdo de literatura considerando a espécie ovina (Young e McNeilly, 2010).

As fotomicrografias relativas ao foliculo terciario e suas estruturas mostram as NORs

(Fig. 2).

LOCAL PARA INSERIR-SE A FIGURA 2.

Também foi obtida correlagdo positiva (p<0,01) entre NORs da granulosa e NORs da
TI de 0,545 para OD e de 0,590 para OE; e entre NORs da granulosa ¢ NORs da TE de 0,341
e 0,389 para OD e OE respectivamente. Esse resultado pode estar relacionado ao fato de as
células da granulosa também estarem em atividade e diferenciag¢do (tanto para produgdo do
liquido antral, como para diferenciacdo em células luteinicas) e a técnica marca NORs das
células no periodo de sintese protéica e de aumento de volume (Underwood, 1995). Assim,
quanto maior a taxa de proliferacdo celular, maior o nimero de pequenas NORs (RNA
ribossdmico), e os valores obtidos para as NORs nessa pesquisa significam que as células da
granulosa possuem alta taxa de proliferagdo para a produgdo dos hormodnios e posterior
formagdo do CL, bem como as cé¢lulas da teca (Hastie e Haresign, 2009).

Nao houve correlagao entre NORs do CL e dos tipos celulares do foliculo (granulosa,
T.I. e T.E.), pelo fato de serem células provenientes de estruturas diferentes.

Em virtude da técnica de AgNOR, relacionada ao estudo da proliferacao celular em
células de estruturas ovarianas sauddveis nos animais domésticos € em especial nas ovelhas,
ndo trazer informagdes na literatura consultada, recomenda-se que novos estudos sejam
realizados para fins de somatéria de resultados com o uso da técnica de coloragdo e contagem

de NORs utilizada.
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CONCLUSOES

O estudo em questao demonstra que a técnica de coloragdo AgNOR em conjunto com
a morfometria ovariana ¢ um bom parametro para avaliar o potencial proliferativo das células
do corpo luteo, granulosa, teca interna e teca externa.

A quantificagdo das NORs foi apropriada para determinar o potencial de proliferacao
de células saudaveis das estruturas ovarianas avaliadas, o qual foi similar para os lados direito
e esquerdo.

A técnica de coloracdo AgNOR foi eficaz para constatar que existe correlagdo positiva
para o potencial proliferativo entre as células da teca interna e teca externa e entre as células

da granulosa com ambas as tecas.
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Figura 1 - Fotomicrografia de corte de ovario de ovelha, onde se observa as NORs (seta).
Corpo luteo na magnitude de (400X) (a) e de (1000X) com células possuindo grandes NORs
ao centro do nucleo e pequenas na periferia (b), Corpo albicans na magnitude de (100X) (c) e
de (400X) (d).



Figura 2 - Fotomicrografia de corte de ovério de ovelha, onde se observa as pequenas NORs
(seta). Foliculo antral na magnitude de (400X) onde: 1-granulosa, 2-teca interna, 3-teca
externa, 4-antro (a); Foliculo tercidrio na magnitude de (1000X) onde: 5-granulosa, 6-teca

interna, 7-teca externa, 8-antro (b).
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Morfometria de corpos luteos de ovelhas mesticas coletados em abatedouro

Morfometry of crossbred ewe corpus luteum collected in slaughterhouse

Resumo

O estudo da morfometria ovariana esta diretamente ligado as suas aplicagdes na realizagao e
interpretacdo do ciclo estral e para uso de biotécnicas da reprodu¢do na ovinocultura. Foram
colhidos em abatedouro 102 pares de ovarios identificados em ovdrio direito (OD) e esquerdo
(OE), armazenados e transportados em solucdo salina a 37°C para os laboratdrios de
Reprodugdo e de Patologia Animal da UNOESTE. Obteve-se a morfometria, o volume e o
peso de cada gonada. Do maior foliculo de cada ovéario mensurou-se o didmetro e do maior
corpo lateo (CL), o didmetro e a largura, classificando-os de acordo com tipos: incluso,
protruso, macico e cavitario. Dos 204 ovarios coletados, 42,65% possuiam CL. Nao houve
diferenca significativa (P>0,05) entre OD e OE para a presenca de CL. Houve predominio do
CL macico e incluso, seguido pelo macico e protruso. Houve homogeneidade entre os ovarios
direito e esquerdo para a presenca de corpos luteos, sugerindo que ambos os lados possuem
CL e ciclos com a mesma freqiiéncia.

Palavras-chave: Ovelha, morfometria, corpo luteo, ovarios

Abstract

The study of ovarian morphology is directly linked to their applications on doing and interpret
the estrous cycle and for the biotechnologies of reproduction aplications in the sheep industry.
We collected 102 pairs of ovaries in a slaughterhouse that was identified in right (OD) and
left ovary (LE), stored and transported in saline at 37 °C for Reproduction's lab and Animal
Pathology's lab of UNOESTE. We obtained the morphometry, volume and weight of each
gonad. Was measured from the largest follicle of each ovary the diameter and from the largest
corpus luteum (CL), the diameter and width, classifying them according to types: included,
protuberant, massive and cavity. Of the 204 ovaries collected, 42.65% had CL. There was no
significant difference (P>0.05) for the presence of CL between right and left sides.
Predominated massive and included CL, followed by massive and protuberant. There was
homogeneity between the right and left ovaries for the presence of corpus luteum, suggesting
that both sides have CL and cycles with the same frequency.

Key words: Ovelha, morfometria, corpo luteo, ovarios
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Introducéo

A ovinocultura brasileira tem se expandido bastante nesses ultimos anos, segundo o
Anuario da Pecudria Brasileira de 2010, com cerca de 52% em 8 anos e demanda para a
produgdo de carne e peles. O estudo da morfometria ovariana esta diretamente ligado as suas
aplicagdes na realizacao e interpretacao do ciclo estral, bem como para o uso das biotécnicas
da reproducdo na ovinocultura que atualmente ocupa um lugar de importancia nos criatorios
de interesse zootécnico (SIMPLICIO et al., 2002).

Para a manipulagdo do ciclo estral e utilizacdo das biotécnicas hd a necessidade de
conhecer a anatomia dos ovarios (TRALDI, 2006).

Os 6rgdos genitais femininos responsaveis pelo crescimento e maturagdo dos odcitos
sdo os dois ovarios. Na ovelha, os ovarios tém forma de améndoa, tém cerca de 1,5cm de
comprimento e pesam em torno de 3 a 4 gramas (SISSON, 1986). Sdo constituidos de um
epitélio superficial ou germinativo, que circunda a medula e a cortex (HAFEZ & HAFEZ,
2004).

As células do CL sdo células da teca interna e da membrana granulosa hipertrofiadas e
poliédricas. Com o aporte sanguineo adequado, essas células sdo entdo denominadas células
luteinicas grandes e pequenas. Possuem um redondo e volumoso nucleo central e o citoplasma
¢ cheio de vacuolos de tamanhos variados contendo colesterol e progesterona. Antes do estro,
as células tem seu tamanho reduzido e quando o CL fica velho, sofre degeneracdo e ¢
chamado de corpus albicans (FITZ et al., 1982).

O tecido do CL, durante sua formagao, pode proliferar ocupando apenas a area interior
ou formando um dapice na superficie do ovario (NEVES et al., 2002). Na espécie bovina,
devido ao preenchimento incompleto da cavidade folicular pelas células no processo de
luteinizagdo, também podem existir CL com presenca ou auséncia de cavidade (CHACUR et
al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi estudar as caracteristicas morfométricas de ovarios

de ovelhas mesticas (lanadas x deslanadas), ndo prenhes, coletados em abatedouro.

Material e Métodos

Foram coletados em abatedouro pertencente ao municipio de Promissao-SP (altitude:

426m, latitude: 21°32'12"S, longitude: 49°51'29"0), imediatamente apds o abate e evisceracao
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dos animais, 102 pares de ovarios pertencentes a ovelhas mesticas (lanadas x deslanadas),
grandes e pequenas, entre 6 ¢ 12 meses de idade, ndo prenhes, nos meses de mar¢o a maio
(final do verao/outono) de 2010.

As gonadas foram identificadas conforme o lado em ovério direito (OD) e ovério
esquerdo (OE) em sacos individuais para cada par de ovarios, armazenados e transportados
em solucao salina a 37°C, durante 3 horas, para os laboratorios de Reprodugdao Animal e de
Patologia Veterinaria da UNOESTE. Realizou-se a analise morfométrica com o auxilio de um
paquimetro, de modo a verificar o comprimento (cm) no eixo maior; a largura (cm), no eixo
entre o pediculo do ovario e a extremidade oposta; e a altura (cm), no eixo de 90° em relacao a
largura.

Com a imersdao dos ovarios em proveta graduada contendo solugdo fisiologica o
volume (mL) das gonadas foi obtido e com o auxilio de uma balanga digital aferiu-se o peso
(g) dos ovarios.

A classificagdo dos foliculos avaliados foi realizada de acordo com FIGUEIREDO et
al. (2008), na qual foliculos terciarios possuem didmetro igual ou superior a 119um.

O maior foliculo de cada ovario foi identificado macroscopicamente, antes do corte
longitudinal, ¢ mensurado quanto ao seu diametro (cm). Apds o corte longitudinal, o corpo
luteo (CL) foi avaliado quanto ao didmetro (cm) e largura (cm), sendo a area definida pelo
calculo a partir da area da elipse, determinada pela relagdo Area = n.D.L/4, onde: D representa
o didmetro e L a largura do CL. Os CL também foram classificados de acordo com os tipos
em: incluso, protruso, macigo e cavitario, conforme CHACUR et al. (2006).

A analise dos dados da morfometria ovariana foi obtida a partir dos resultados das
médias, que foram submetidos, para os grupos com distribuicdo normal, a analise de variancia
pelo teste F (CREMASCO et al., 2009) para observacdes pareadas, conforme delineamento
inteiramente casualizado.

Modelo matematico:

Xjj=m+t + ¢y,

em que: X;; = valor observado na parcela do lado i e repeticdo j; m = média geral; t; =
efeito do lado i; e;; = efeito do acaso.

Para os grupos com distribuicdo nao normal, foi realizada a analise de variancia
utilizando o teste de Friedman. Em todos os testes, o nivel de significancia considerado foi de
5 %, sendo utilizado o programa computacional R Statistical System (IHAKA;
GENTLEMAN, 1996) para a realiza¢do das analises estatisticas.
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Para alguns pares de medigdes de interesse foi calculado o coeficiente de correlagao
linear por meio do teste t de Student. Para o nimero de CL foi aplicado o teste de qui-
quadrado (2).

Foi utilizada a correlagdo de Spearman em virtude dos ranks de classificacdo dos

dados para a Técnica de coloragdo AgNor.

Resultados e Discussao

De maneira geral, a espécie ovina, em especial as ragas lanadas, apresentam
estacionalidade reprodutiva nas altas latitudes, sendo os ciclos controlados por fatores
relacionados a diminui¢do da luminosidade da estacdo, ou seja, a atividade ovariana comeca
no final do verao e termina com o inicio da primavera (ROSA; BRYANT, 2003).

Em localizagdo geografica proxima a do presente estudo desenvolvido com as ovelhas
mesticas, SASA et al. (2001) na regido localizada em 21°59’S, 47°26°0O (Pirassununga, SP),
relataram que fémeas da ragca Santa Inés (deslanadas) sofriam pouca influéncia do
fotoperiodo, em contrapartida, fémeas das ragas Romney Marsh e Suffolk (lanadas) tiveram
anestro observado a partir de agosto.

Dados obtidos por SOUSA et al. (2008), com ovelhas mesti¢as (Sulfolk x Ile de
France) na latitude 22°53’S e longitude 46°29°0O (Botucatu, SP), comprovaram atividade
reprodutiva durante todo o ano.

Para as correlagdes entre as estruturas encontradas nos ovarios, como peso (g) e
volume (mL) do OE e, volume (mL) e area do CL, houve correlagao positiva (p<0,01). Em
contrapartida, ndo houve diferenca (p>0,05) entre peso e volume do OD e entre diametro do
maior foliculo e area do CL (Tabela 1). Para o nimero de CL quanto aos diferentes tipos, ndo
houve diferenga (p>0,05) significativa (Tabela 2).

Com relagdo a morfologia dos CL (Tabela 3), houve predominancia de estrutura do
tipo macico (75,86%) e incluso (59,77%) sobre os tipos cavitario (24,14%) e protruso
(40,23%) nos 87 ovarios com presenga da estrutura. Para a espécie ovina, conforme a
literatura consultada, ndo ha informagdes referentes a classificacdo dos CL. Para fins de

comparagao, adotamos a espécie bovina, conforme abaixo descrito.
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Tabela 1. Correlagdes entre o peso ¢ o volume do ovario direito (OD) e esquerdo (OE), do
volume do ovdrio direito (OD) e esquerdo (OE) com a éarea do corpo luteo (CL), e dos
diametros dos foliculos direito (FOLD) e esquerdo (FOLE) com a éarea do corpo luteo (CL),

de pares de ovarios de vacas.

Parametros Correlacdes P valor
Peso OD e Volume OD 0,104™ 0,298
Peso OE e Volume OE 0,975" 0,000
Volume OD ¢ 4rea CL 0,417" 0,000
Volume OE ¢ area CL 0,3 14" 0,004
Diam. Foliculo OD e area CL -0,011™ 0,925
Diam. Foliculo OE e 4rea CL 0,185 0,093

N N N N ~ N N N . . S
** significativo a 1%; S ndo significativo a 5%; OD: ovario direito; OE: ovario esquerdo;

Diam.:diametro.

Tabela 2. Numero de corpos luteos (CL) cavitarios ou macigos; e inclusos ou protrusos de

pares de ovarios de ovelhas ndo prenhes.

CL OD OE Total Teste de Qui-quadrado (%2)
CL cavitario e incluso 7 4 11 v2=0,82"°
CL cavitario e protruso 4 6 10 v2 = 0,40
CL macico e incluso 21 20 41 v2 = 0,02
CL macigo e protruso 12 13 25 Y2 = 0,04™°
Total 87
N

*ndo significativo a 5%.

Vale destacar que os CL classificados nas ovelhas do presente estudo apresentavam
coloragdo amarela intenso, sugestiva de CL maduros baseando-se na classificacdo de
CHACUR et al (2006). A porcentagem de CL cavitarios foi semelhante ao encontrado por
CHACUR et al. (2006), em fémeas zebus Bos taurus indicus de 26,41% CL cavitarios do total
de CL; e diferente na porcentagem de CL inclusos com 26,20% do total de ovarios com a
presenga da estrutura.

No presente estudo, observa-se que os lados possuem CL ciclando com freqiiéncia

similar (Tabela 3). Os dados obtidos foram semelhantes aos de MOAKHAR et al. (2010),



49

apesar de sugerirem que os OD produzam mais CL e parecem contribuir mais na resposta para

multiplas ovulagdes que os OE.

Tabela 3. Numero e porcentagem de corpos luteos (CL) macigos ou cavitarios; inclusos ou
protrusos no ovario direito (OD) ou esquerdo (OE) de 102 pares de ovarios de ovelhas,

recuperados em matadouro.

Caracteristica do ovario n (%)
CLOD 44 50,57
CLOE 43 49,43
Total de ovarios com CL 87 100
CL cavitario 21 24,14
CL macigo 66 75,86
CL incluso 52 59,77
CL protruso 35 40,23
Total de ovarios com CL 87

Observou-se que do total de 204 ovarios, 42,65% (87) possuiam CL e desses, 50,57%
(44) estavam presentes no lado direito e 49,43% (43) no lado esquerdo, diferente dos dados
encontrados por FUERST et al. (2009) que obtiveram 83% de ovarios com CL.

Os CL em ovelhas foram classificados em quatro tipos: incluso e macico, incluso e
cavitario, protruso e macigo e protruso e cavitario (ARREBOLA et al., 2011), na Fig. 1 pode-

se observar o CL macico e incluso e o CL cavitario e protruso.

LOCAL PARA INSERIR A FIGURA 1.

Conclui-se que houve predominio do CL macico e incluso, seguido pelo macigo e
protruso. Houve homogeneidade entre os ovarios direito e esquerdo para a presenca de corpos
luteos, sugerindo que ambos os lados possuem CL e ciclos com a mesma freqiiéncia.
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Figura 1 — Macroscopia de ovario de ovelha, onde se observa o Corpo Luteo macico e incluso

(a), e cavitario e protruso (b).
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ANEXOS

ANEXO A — Instrugdes aos autores — Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia.

ANEXO B - Normas editoriais para publicacdo na Semina: ciéncias agrarias.
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ANEXO 1

INSTRUCOES AOS AUTORES
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)
Politica Editorial

O periodico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian Journal of
Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-line), ¢ editado
pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a publicagdo de trabalhos
cientificos sobre temas de medicina veterinaria, zootecnia, tecnologia e inspecao de produtos
de origem animal e 4reas afins. Os trabalhos encaminhados para publicacdo sdo submetidos a
aprovacao do Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os trabalhos
cujos textos necessitarem de revisdes ou corre¢des serdo devolvidos aos autores. Os aceitos
para publicagdo tornam-se propriedade do Arq. Bras.Med. Vet. Zootec. Os autores sdo
responsaveis pelos conceitos e informagdes neles contidos. Sdo imprescindiveis originalidade,
ineditismo e destinagdo exclusiva a Revista.

Reproducéo de artigos publicados: A reprodugido de qualquer artigo publicado é permitida
desde que seja corretamente referenciado. Nao ¢ permitido o uso comercial dos resultados. A
submissdo dos trabalhos ¢ feita exclusivamente on-line, no endereco ecletronico
<www.abmvz.org.br>.

Tipos de artigos aceitos para publicacao

Artigo cientifico. E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de
que os resultados sdo posteriores ao planejamento da pesquisa. Se¢des do texto: Introdugao,
Material e Métodos, Resultados e Discussdao e Conclusdes. O numero total de paginas nao
deve exceder a 15.

Relato de caso. Contempla principalmente as areas médicas, em que o resultado € anterior ao
interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia dos resultados ndo ¢ planejada. Sec¢des do texto:
Introdugdo, Casuistica, Discussdao e Conclusdes (quando pertinentes). O nimero total de
paginas nao deve exceder a 10.

Comunicagdo. E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos
de publicacao, embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo cientifico.
Levantamentos de dados (ocorréncia, diagnosticos, etc.) também se enquadram aqui. Deve ser
compacto, com no maximo seis paginas impressas, sem distingdo das segdes do texto
especificadas para “Artigo cientifico”, embora seguindo aquela ordem. Quando a
comunicac¢do for redigida em portugués deve conter um “Abstract” e quando redigida em
inglés deve conter um “Resumo”.

Preparacéo dos manuscritos para publicacao

Os trabalhos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para ortografia
em inglés recomenda-se o Webster’s Third New International Dictionary. Para ortografia em
portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira
de Letras. Os trabalhos submetidos em inglés deverdo conter resumo em portugués e vice-
versa. Os trabalhos e ilustragdes deverao ser apresentados em
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Microsoft Word, folha no formato A4, fonte Times New Roman tamanho 12, espago entre
linhas 1,5, margens de 3cm, com péginas e linhas numeradas (numeragdo continua).

Secdes de um trabalho

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve ser o resumo do resumo e ndo ultrapassar 100
digitos.

Autores. Os nomes dos autores virao abaixo do titulo, com identificacdo da instituicdo a que
pertencem. Deve estar indicado o autor para correspondéncia com endereco completo,
telefone, fax e e-mail.

Resumo e Abstract. Devem conter no méaximo 200 palavras em um s6 paragrafo. Nao repetir
o titulo. Cada frase ¢ uma informagao. Atencao especial as conclusdes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducdo. Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema, sua
pertinéncia, relevancia e os objetivos do trabalho.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descrigdo dos
métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nao usar subtitulos.
Nos trabalhos que envolvam animais ou organismos geneticamente modificados devera
constar o nimero do protocolo de aprovagdo do Comité de Bioética e/ou de Biosseguranga.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os principais resultados encontrados.

Discussdo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. Obs.: As se¢des Resultados e
Discussao poderao ser apresentadas em conjunto.

Conclus6es. As conclusdes devem estar apoiadas nos dados da pesquisa executada.

llustragdes. Sao tabelas e figuras. Toda ilustragdo que ja tenha sido publicada deve conter,
abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data) e a correspondente referéncia deve figurar
na lista bibliografica final.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separagcdo do cabecalho e no final da tabela. A legenda recebe inicialmente a
palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em algarismo ardbico e ¢ referida no texto
como Tab., mesmo quando se referir a varias tabelas.

Figura. Qualquer ilustragdo constituida ou que apresente linhas ¢ pontos: desenho, fotografia,
grafico, fluxograma, esquema etc. As legendas recebem inicialmente a palavra Figura,
seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e € referida no texto como Fig., mesmo se
referir a mais de uma figura. As figuras devem ser enviadas em arquivo separado,
extensdo.jpg.

Agradecimentos. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias bibliograficas. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética.
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Citacdes bibliogréaficas

Citagdes no texto deverdo ser feitas de acordo com ABNT/NBR 10520 de 2002. A indicagdo
da fonte entre parénteses sucede a citagdo para evitar interrupcdo na sequéncia do texto,
conforme exemplos:

* autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971);

(Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88)

* dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e

Moreno (1974)

* mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou

Ferguson et al. (1979)

* mais de um trabalho citado: Dunne (1967); Silva

(1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre
em ordem cronoldgica ascendente e alfabética de autores para trabalhos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esfor¢o deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacdes excepcionais pode-se reproduzir a informagdo ja citada por outros
autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nio consultado com o ano de
publicacdo, seguido da expressdo citado por ¢ o sobrenome do autor e ano do documento
consultado. Na listagem de referéncia, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacdo pessoal. Nao fazem parte da lista de referéncias. Na citacdo coloca-se o
sobrenome do autor, a data da comunicac¢do, nome da Instituicdo a qual o autor ¢ vinculado.

Referéncias bibliogréaficas

Sao adotadas as normas ABNT/NBR-6023 de 2002,
simplificadas conforme exemplos:

Periddicos

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88. FERGUSON, J.A.;
REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res.,
v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino.
Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

Publicacéo avulsa

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sdo Paulo.
Anais... Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del
cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968.
69p.
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SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em bovinos
de corte. 1999. 44f. Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

Documentos eletrénicos

QUALITY food from animals for a global market Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.org/critcal 6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em:

<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez.
1994.

Taxas de publicacéo

Taxa de submiss@o. A taxa de submissdo de R$30,00 devera ser paga por meio de boleto
bancério emitido pelo sistema eletronico de submissdo de artigos. Ao solicitar o boleto
bancario, o autor informara os dados para emissao da nota fiscal. Somente trabalhos com taxa
paga de submissao serdo avaliados.

Taxa de publicagéo. A taxa de publicagdo de R$55,00, por pagina impressa, sera cobrada do
autor indicado para correspondéncia, por ocasido da prova final do artigo. Se houver
necessidade de impressdo em cores, as despesas correrdo por conta dos autores. A taxa de
publicagdo devera ser paga por meio de boleto bancéario emitido pelo sistema eletronico de
submissao de artigos. Ao solicitar o boleto bancario, o

autor informara os dados para emissao da nota fiscal.
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ANEXO 2

Normas editoriais para publicacdo na Semina: ciéncias agrarias
A revista Semina: Ciéncias Agrarias, com periodicidade trimestral, ¢ uma publicacdo de
divulgacdo cientifica do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina.
Tem como objetivo publicar artigos, comunicagdes, relatos de casos e revisdes relacionados
as Ciéncias Agrondmicas, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Medicina Veterindria,
Zootecnia e areas afins.
Categorias dos Trabalhos
a) Artigos cientificos: no maximo 25 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias
bibliograficas;
b) Comunicagdes cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas
a 16 citagdes e no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;
b) Relatos de casos: No maximo 10 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 12
citagdes e no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;
c) Artigos de revisdo: no maximo 35 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias
bibliograficas.
Apresentacdo dos Trabalhos
Os originais completos dos artigos, comunicagdes, relatos de casos e revisdes podem ser
escritos em portugués, inglés ou espanhol e devem ser enviados em trés copias impressas em
papel A4, com espagamento duplo, elaborado no editor de texto Word for Windows, fonte
Times New Roman, tamanho 12 normal, com margens esquerda e direita de 2,5 cm e superior
e inferior de 2 cm, respeitando-se o numero de paginas, devidamente numeradas, de acordo
com a categoria do trabalho. Figuras (desenhos, graficos e fotografias) e tabelas serdo
numeradas em algarismos arabicos e devem estar separadas no final do trabalho. As figuras e
tabelas deverdo ser apresentadas nas larguras de 8 ou 16 cm com altura maxima de 22 cm,
lembrando que se houver a necessidade de dimensdes maiores, no processo de editoragdao
haverd reducdo para as referidas dimensdes. As legendas das figuras deverdao ser colocadas
em folha separada obedecendo a ordem numérica de citacao no texto. Fotografias devem ser
identificadas no verso e desenhos e grafico na parte frontal inferior pelos seus respectivos
numeros do texto e nome do primeiro autor. Quando necessario deve ser indicado qual ¢ a
parte superior da figura para o seu correto posicionamento no texto.
Preparacédo dos manuscritos
Artigo cientifico:
Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organizacao dos
topicos: Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo seis palavras);
Abstract com Key-words (no maximo seis palavras); Introdugdo; Material ¢ Métodos;
Resultados e Discussao com as conclusdes no final ou Resultados, Discussdao e Conclusoes
separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliograficas.
Os topicos devem ser escritos em letras mailsculas e minusculas e destacados em negrito,
sem numera¢do. Quando houver a necessidade de subitens dentro dos topicos, os mesmos
devem receber niimeros arabicos. O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra
revista com o mesmo conteudo, exceto na forma de resumo de congresso, nota prévia ou
formato reduzido.
Na primeira pagina do manuscrito devem constar as seguintes informacdes:
1. Titulo do trabalho: O titulo, acompanhado de sua tradugdo para o inglés, deve ser breve ¢
suficientemente especifico e descritivo, contendo palavras que permitam ao leitor ter uma
idéia do conteudo do artigo.
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2. Nomes dos autores: Deverdo ser escritos por extenso, separados por ponto e virgula, logo
abaixo do titulo do trabalho. A instituicdo, os 6rgdos de fomento e a identificacdo dos autores
deverao ser feitos por insercao numérica de notas de rodapé ao final do titulo e dos nomes. O
autor para correspondéncia com endereco completo, telefone, fax e E-mail devera ser
destacado com um asterisco sobrescrito junto ao seu nimero de identificagdo.
A partir da segunda pagina do manuscrito a apresentagdo do trabalho deve obedecer a
seguinte ordem:
1. Titulo do trabalho, acompanhado de sua tradugdo para o inglés.
2. Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de
150 e um maximo de 300 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de
sua tradug@o para o inglés (Abstract e Key words).
3. Introdugéo: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a introdugdo do
tema e suporte para a metodologia e discussao.
4. Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens,
de forma a permitir ao leitor a compreensao e reproducao da metodologia citada com auxilio
ou ndo de citacdes bibliograficas.
5. Resultados e discusséo com conclusdes ou Resultados, Discussdo e Conclusdes: De acordo
com o formato escolhido, estas partes devem ser apresentadas de forma clara, com auxilio de
tabelas, graficos e figuras, de modo a nao deixar duvidas ao leitor, quanto a autenticidade dos
resultados, pontos de vistas discutidos e conclusdes sugeridas.
6. Agradecimentos: As pessoas, instituigdes e empresas que contribuiram na realiza¢do do
trabalho deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliograficas.
Observacoes:
Quando for o caso, antes das referéncias, deve ser informado que o artigo foi aprovado pela
comissdo de bioética e foi realizado de acordo com as normas técnicas de bioseguranca e
ética.
Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito,
imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.
Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverao ser assinaladas no texto
pelo seu nimero de ordem em algarismos ardbicos. Se as ilustragdes enviadas ja foram
publicadas, mencionar a fonte ¢ a permissao para reprodugao.
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Tabelas: As tabelas deverao ser acompanhadas de cabeg¢alho que permita compreender o
significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.
Grandezas, unidades e simbolos: Devera obedecer as normas nacionais correspondentes
(ABNT).
7. CitacOes dos autores no texto: Devera seguir o sistema de chamada alfabética escrita com
letras maiusculas seguidas do ano de publicacdo de acordo com os seguintes exemplos:
Os resultados de DUBEY (2001) confirmam que o.....
De acordo com SANTOS et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....
Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbiolégica.....
...... e inibir o teste de formacao de sincicio (BRUCK et al., 1992).
...... comprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).
8. Referéncias Bibliogréaficas: As referéncias bibliograficas, redigidas segundo a norma NBR
6023, ago. 2000, da ABNT, deverao ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. Todos
os autores participantes dos trabalhos deverdo ser relacionados, independentemente do
nimero de participantes (Unica exce¢do a norma — item 8.1.1.2). A exatiddo e adequacdo das
referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo, bem
como opinides, conceitos e afirmagdes sdo da inteira responsabilidade dos autores.
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As outras categorias de trabalhos (Comunicagao cientifica, Relato de caso e Revisao) deverao
seguir as mesmas normas acima citadas, porem, com as seguintes orientagdes adicionais para
cada caso:

Comunicacao cientifica

Uma forma concisa, mas com descricdo completa de uma pesquisa pontual ou em andamento
(nota prévia), com documentacdo bibliografica e metodologia completas, como um artigo
cientifico regular. Deverd conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo
com Palavras-chave; Abstract com Key-words; Corpo do trabalho sem divisdo de topicos,
porém seguindo a seqiiéncia — introduc¢do, metodologia, resultados (podem ser incluidas
tabelas e figuras), discussdo, conclusdo e referéncias bibliograficas.

Relato de caso

Descricdo sucinta de casos clinicos e patologicos, achados inéditos, descricdo de novas
espécies e estudos de ocorréncia ou incidéncia de pragas, microrganismos ou parasitas de
interesse agrondmico, zootécnico ou veterinario. Devera conter os seguintes topicos: Titulo
(portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key-words; Introducdo com
revisdo da literatura; Relato do (s) caso (s), incluindo resultados, discussdo e conclusao;
Referéncias Bibliograficas.

Artigo de revisdo bibliogréfica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O nimero de artigos de revisao
por fasciculo ¢ limitado e os colaboradores poderdo ser convidados a apresentar artigos de
interesse da revista. No caso de envio espontaneo do autor (es), € necessaria a inclusdo de
resultados proprios ou do grupo envolvido no artigo, com referéncias bibliogréaficas,
demonstrando experiéncia e conhecimento sobre o tema.

O artigo de revisdo devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo
com Palavras-chave; Abstract com Key-words; Desenvolvimento do tema proposto (com
subdivisdes em topicos ou nao); Conclusdo; Agradecimentos (se for o caso) e Referéncias
Bibliograficas.

Outras informacgdes importantes

1. O autor principal devera enviar, junto com o original, autorizagdo para publicacdo do
trabalho na Semina Ciéncias Agrarias, comprometendo-se a ndo publica-lo em outro
periddico.

2. A publicagdo dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria cientifica “Ad
hoc” e da aprovacao do Comité Editorial da Semina Ciéncias Agrarias, UEL.

3. Nao serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis
no endereco eletronico da revista (http://www.uel.br/proppg/semina).

4. Os trabalhos ndo aprovados para publicagdo serdo devolvidos ao autor.

5. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos
de publicacdo do referido artigo para a revista. A reproducdo de artigos somente ¢ permitida
com a cita¢do da fonte e é proibido o uso comercial das informagdes.

6. As questdes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité
Editorial da area para a qual foi submetido o artigo para publicagao.

7. Os trabalhos devem ser enviados para:

Universidade Estadual de Londrina Universidade Estadual de
Londrina
Centro de Ciéncias Agrarias Coordenadoria de Pesquisa
e Pos-graduacao
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva Conselho Editorial

das revistas Semina



Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias
Universitario - Caixa Postal 6001
Campus Universitario - Caixa Postal 6001
Brasil.
86051-990, Londrina, Parana, Brasil.

33714105
Informagdes: Fone: 0xx43 33714709
4320
Fax: 0xx43 33714714
eglema(@uel.br

E-mails: vidotto@uel.br; csvineve@uel.br
www.uel.br
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Campus
86051-990, Londrina, Parana,
Informagdes: Fone: 0xx43
Fax: 0xx43 3328
E-mail:

Home page:


mailto:csvjneve@uel.br

