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RESUMO

AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR E ESPESSURA DO ENDOMETRIO
DE CADELAS EM DIFERENTES PERIODOS DO DIESTRO

O presente estudo teve o objetivo de determinar as caracteristicas histologicas do
endométrio de cadela, assim como a sua proliferacdo em momentos especificos do
diestro nos dias 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pés-ovulacdo, correlacionando a espessura
do endométrio com o peso, glicemia e colesterol das cadelas.Para tanto, foram
analisados histologicamente os cornos uterinos direito e esquerdo de 26 cadelas
clinicamente sadias ovariohisterectomizadas aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias apos a
ovulagdo. Foram realizadas a coloracdo de hematoxilina-eosinae também a
coloracdo pelo método de AgNOR. Todos os parametros foram avaliados pelo
pressuposto de normalidade de Shapiro-Wilk e as amostras submetidas a ANOVA
seguida de Tukey (p<0,05). A correlacdo entre espessura de endométrio e peso,
glicemia e colesterol plasmatico foi verificada pelo método de Pearson (p<0,05). O
programa utilizado foi o BioEstat® versdo 5.0. Conclui-se que a espessura do
endométrio ndo difere entre os dias pdés-ovulacdo e que ndo tem correlacdo com o
peso, glicemia ou o colesterol sérico das cadelas. Porém, ha uma maior proliferacao
celular aos 40 dias pds-ovulacdo em relacdo aos 60 dias.

Palavras-chave: AQNOR; Cées; Hematoxilina-eosina; Utero.



ABSTRACT

EVALUATION OF CELL PROLIFERATION AND ENDOMETRIAL THICKNESS OF
BITCHES IN DIFFERENT PERIODS OF DIESTRUS

This study aimed to determine the histological features of the endometrium of
biches, as well as the cell proliferation at specific moments of diestrus, 10, 20, 30, 40,
50 and 60 days post-ovulation, correlating the endometrial thickness with the uterine
cell proliferation and the metabolic state (weight, blood glucose and plasma
cholesterol) of the animals. Therefore, the right and left uterine horns of 26 clinically
healthy bitches submitted to ovariohysterectomy were histologically analyzed 10, 20,
30, 40, 50 and 60 days post-ovulation. The hematoxylin-eosin and AgNOR staining
techniques were performed. All parameters were evaluated by the Shapiro-Wilk
normality assumption and the samples subjected to ANOVA and post-hoc Tukey test
(p<0.05). The correlation between endometrial thickness and uterine cell
proliferation, weight, blood glucose and plasma cholesterol of animals was observed
using the Pearson method (p<0.05). The software used was BioEstat® version 5.0. It
was concluded that the endometrial thickness did not differs between post-ovulation
days and was not correlated with the uterine cell proliferation, weight, blood glucose
or serum cholesterol of the bitches. However, there was greater cell proliferation at
40 days post-ovulation compared to 60 days.

Key words: AgNOR; Dogs; Hematoxylin-eosin; Uterus.
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2. Abstract

CHARACTERIZATION OF CELLULAR PROLIFERATION OF ENDOMETRIUM OF
BITCHES IN DIESTRUS PHASE

This study aimed to determine the histological features of the endometrium of
biches, as well as the cell proliferation at specific moments of diestrus, 10, 20, 30, 40, 50
and 60 days post-ovulation, correlating the endometrial thickness with the uterine cell
proliferation and the metabolic state (weight, blood glucose and plasma cholesterol) of the
animals. Therefore, the right and left uterine horns of 26 clinically healthy bitches
submitted to ovariohysterectomy were histologically analyzed 10, 20, 30, 40, 50 and 60
days post-ovulation. The hematoxylin-eosin and AgNOR staining techniques were
performed. All parameters were evaluated by the Shapiro-Wilk normality assumption and
the samples subjected to ANOVA and post-hoc Tukey test (p<0.05). The correlation
between endometrial thickness and uterine cell proliferation, weight, blood glucose and
plasma cholesterol of animals was observed using the Pearson method (p<0.05). The
software used was BioEstat® version 5.0. It was concluded that the endometrial thickness
did not differs between post-ovulation days and was not correlated with the uterine cell
proliferation, weight, blood glucose or serum cholesterol of the bitches. However, there

was greater cell proliferation at 40 days post-ovulation compared to 60 days.

Keywords:AgNOR, dogs, hematoxylin-eosin, uterus
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3. Introducéao

As fases do ciclo estral canino séao divididas em anestro, proestro, estro e diestro,
sendo este ciclo controlado pelo eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal, através da atuacéo
das gonadotrofinas, hormonio foliculo-estimulante (FSH) e horménioluteinizante (LH) e
dos horménios esteroides, estradiol (E2) e progesterona (P4) (Concannon, 2009).

A cadela é considerada monoéstrica ndo sazonal com ovulacdes espontaneas. O
proestro geralmente apresenta uma duracdo de 9 dias, no qual se observa os sinais
externos causados pelo aumento do estrégeno, sendo estes sinais o edema da vulva e
corrimento sanguinolento(Concannon, 2011). A concentracdo de FSH durante o proestro
€ reduzida gradativamente, concomitante a uma elevacao nos niveis séricos de E2 que
apresenta um pico no final do proestro e entdo declina rapidamente antes da onda de LH
e do inicio do estro. O fim do proestro € caracterizado pelo aumento da concentracdo de
P4 e reducéo do E2(Concannon, 2009).

O estro tem duracao variavel de 5 a 10 dias, e caracteriza-se pela aceitacado do
macho pela fémea. Neste periodo ocorre uma queda na concentracao seérica de E2 e
observa-se neste uma onda pré-ovulatéria de FSH e LH, estimulada pelo E2, sendo que a
onda de LH é um indicio do inicio da ovulagcédo. A concentracdo de P4 comeca a aumentar
antes da ovulacdo devido a luteinizacdo dos foliculos, em conjunto com o pico de
LH(Concannon, 2011).

O final do comportamento caracteristico do estro marca o inicio do diestro. A
cadela apresenta um diestro bem caracteristico da espécie, bemmais longo que outros
animais, com duracao de 55 a 75 dias emédia de 60dias(Concannon, 2011), por isso este
periodo foi 0 de escolha para a realizagcéo deste estudo.

A fase de diestro na cadela é caracterizada pelo aumento de P4 na primeira
metade e por flutuacdes de E2 na segunda metade. A maior capacidade do corpo luteo
em producdo de P4 medida por concentragdes no sangue periférico (30 a 35 ng/mL)
ocorreentre os dias 15 e 25 pos-ovulacéo e depois diminui gradativamente para niveis de
<1 ng/mL(Concannon, 1993; Hoffmann et al., 2004). O E2 apresenta concentracdes
variaveis e valores intermediarios de 15 a 30 pg/mL, sendo mais elevado na metade do
diestro, em torno do dia 40, declinandodepois(Concannon, 2009; Papa and Hoffmann,
2011).

As alteracdes endocrinas demarcam momentos hormonais diferentes do diestro,
bem caracterizadas por Fonseca et al.(2012), em que ha uma concentracdo moderada de

E2 e P4 aos 10 dias pos-ovulatério com aumento gradativo de ambos a partir desse
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momento. Com consequente pico de P4 aos 20 dias e posterior declinio, caracterizando
os 30 dias como um momento de ainda moderada producdo de P4 e crescente E2. Aos
40 dias, observa-se a maior concentracdo de E2 do diestro, com decrescente nivel de P4.
Os 50 dias sdo marcados pela queda gradativa de E2 e de P4, culminando com baixas
concentragbes de ambos aos 60 dias. Ndo foram encontrados estudos na literatura que
caracterizassem a espessura do endomeétrio e a proliferacdo celular do utero em cada um
desses momentos de alteracdo hormonal do diestro.

O anestro é caracterizado pela queda da P4 para concentracbes de 1 ou 2
ng/mL(Concannon, 2011).0 anestro dura em média 18 a 20 semanas e é caracterizado
pela auséncia de atividade ovariana, sendoimportante para a completa reparacdo do
endométrio(Concannon, 2011).

Durante o ciclo estral, o endométrio da cadela sofre alteracdes morfolégicas e
bioguimicas que estdo associadas com a proliferacdo, a apoptose e a diferenciacédo
celular(Cruz, 2011).Apesar de alguns trabalhos em cadela relacionarem as alteracdes
histolégicas endometriais com momentos diferentes do ciclo(Cruz, 2011;Rehmet al., 2007)
e com alteracdes patoldgicas ou induzidas por horménios(Dhaliwalet al.,1999; Dhaliwalet
al., 2002; Monteiro et al., 2009), nao foram identificados trabalhos que relacionassem as
fases especificas das principais alteracées hormonais de E2 e P4 durante o diestro com
as caracteristicas morfofisioldgicas do endométrio e sua proliferacédo celular.

O estudo da fisiologia do endométrio das cadelas no diestro contribui para a
prevencdo e tratamento de patologias relacionados ao endométrio e para evitar
complicacbes em cirurgias de ovariossalpingohisterectomia (OSH), como por exemplo
hemorragias.

O objetivo deste estudo foi determinar as caracteristicas histologicas do endométrio
de cadela, assim como a sua proliferagédo celular em momentos especificos dodiestro nos
dias 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pos-ovulacao, correlacionando a espessura do endoméetrio

com a proliferacéo celular e o estado metabdlico (peso, glicemia e colesterol) dos animais.

4. Materiais e métodos

Neste estudo foram analisados histologicamente os cornos uterinos direito e
esquerdo de 26 cadelas clinicamente sadias, de diferentes idades e sem padréo racial
definido. Os uteros (dois cornos uterinos) foram obtidos de cadelas que passaram por
cirurgia eletiva de ovariossalpingohisterectomia (OSH) em clinica particular, aos 10(n=10),
20 (n=8), 30 (n=8), 40 (n=8), 50 (n=8) e 60 dias (n=10) apos a ovulacao, constituindo
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assim os seis grupos estudados neste experimento.O experimento foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) Institucional (nimero do processo: 2265).
Para saber o momento exato da ovulacéo, foi realizado um acompanhamento das cadelas
anteriormente para que fosse definido o dia da cirurgia de OSH.O acompanhamento
ocorreu por meio de colheitas de amostras de sangueseriadas, em dias alternados, para
dosagem sérica de P4 apoOs o inicio dos sinais de cio. O dia da ovulacdo (dia 0) foi
definido como o dia em que a concentracdo da P4 periférica foi> 5 ng/mL(Concannon et
al., 1989).

O protocolo anestésico utilizado para a realizacdo da OSH foi medicacdo pré-
anestésica com acepromazina 0,05mg/kg etramadol 2mg/kg, via intramuscular, e
posteriormente inducdo com cloridrato de cetamina 0,1mg/kg,diazepan 0,5mg/kg
epropofol 3mg/kg, via intravenosa e manutencgao isoflurano, via inalatéria.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados por meio de incisédo suficiente para
manipular os ovarios e a cérvix, na linha média ventral, caudalmente a cicatriz umbilical,
expondo a cavidade abdominal. O corno uterino foi tracionado para o rompimento do
ligamento suspensorio, permitindo a exteriorizacdo dos ovarios. Apés a ligadura dos
pediculos ovarianos, transeccionou-se o0s pediculos para liberacdo dos ovarios. O utero
foi tracionado cranialmente e o corpo uterino foi suturadocranialmente a cérvix,
realizando-se a transecc¢do do corpo uterino, o Utero foi removido com tubas uterinas e
ovarios. Recolocou-se o coto uterino para dentro do abdémen, e a parede abdominal foi
fechada em trés camadas (fascia/linha alba, tecido subcutaneo e pele).

No dia da OSH, as cadelas foram pesadas e foi colhido sangue por venopung¢éona
veia cefalica em tubos sem anticoagulante para dosagens de colesterol e em tubos com
EDTA e fluoreto de potassio para dosagem de glicose.No laboratorio, as amostras de
sangue foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min. O colesterol total foi determinado no
soro e 0 plasma foi utilizado para determinacdo da glicemia. As andlises bioquimicas
foram processadas por espectrofotometria, utilizando o sistema CobasC111®(Roche
DiagnosticsLtda, Suica), através de kits de ensaio colorimétrico-enziméaticos do mesmo
fabricante do equipamento.

Os cornos uterinos foram colhidos e armazenados em solugéo de Davidson e 24
horas apos, lavados em &gua corrente e depois colocados em alcool 75° e nesta solucéo
mantidos até a inclusdo das amostras em parafina. Apds a inclusdo em parafina, foram
obtidos cortes de 5um de espessura e as laminas foram confeccionadas utilizando o
microtomo do setor de Patologia Animal do Hospital Veterindrio da UNOESTE. Foram

confeccionadas uma lamina dos cornos uterinos direito e esquerdo de cada cadela e
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estasforam submetidas a coloracao de hematoxilina-eosina (HE).
Posteriormenteforamfotografadas por uma camera acoplada ao microscopio de luz em
objetiva de 4x. As espessuras dos endométrios das cadelas foram avaliadas utilizando a
média de 20 medidas de altura de endométrio por lamina utilizando o software MOTIC
Imageplus 2.0®(Figura 2B).

Também foi realizada a coloracédo pelo método de AgNOR (“Argyrophilic Nuclear
OrganizerRegions”), onde foi confeccionada uma lamina para os cornos direito e
esquerdo de cada cadela. As laminas foramdesparafinadas e hidratadas em agua
deionizada e posteriormente colocadas em uma solucdo de gelatina a 2% e acido formico
a 1% em agua deionizada e solucao de nitrato de prata a 50%, na proporcao de 1:2. As
laminas ficaram imersas nessa solucdo durante 45 minutos em estufa a 37°C. Apds,
foram lavadas em &gua deionizada por 1 minuto, desidratadas, clarificadas e montadas
com resina sintética(Kravis et al., 1996; Simoes et al., 1994; Vajdovich et al., 2004). Para
definir a area de AgNOR, as laminas foram fotografadas por uma camera acoplada ao
microscopio de luz em objetiva de 100x com o auxilio do 6leo de imersdo. As areas de
regibes organizadoras nucleolares (NORs), coradas com nitrato de prata e visualizadas
em tons marrom-acastanhados foram marcadas e quantificadas utilizando o software
MOTIC Imageplus 2.0°, em dez campos diferentes de cada lamina, onde foram
mensurados 10 nucleos em cada campo. Este método constitui um recurso para analisar
a proliferacdo celular, uma vez que as estruturas coradas estao relacionadas com o nivel
de atividade celular e nuclear (Figura 2A). Nas células em proliferacdo, aumenta o numero
de NORs, tornado-se possivel a relacdo entre a area de NORs e a proliferacdo
celular(Crocker, 1996; Derenzini, 2000).

Todos os parametros foram avaliados pelo pressuposto de normalidade de
Shapiro-Wilk, considerando dados normais quando p>0,01. As amostras foram entao
submetidas a ANOVA seguida de Tukey (p<0,05). A correlacdo entre espessura de
endométrio e peso, glicemia e colesterol foi verificada pelo teste de Pearson (p<0,05). O

programa utilizado foi o BioEstat® vers&o 5.0.

5. Resultados e discusséao

Odiestro € o periodo do ciclo estral em gque o endométrio atinge a sua maior

espessura e densidade celular (Cruz, 2011; Rehm et al., 2007), e o inicio do diestro é a

fase de maior espessura do endométrio (Cruz, 2011).No presente trabalho, somente o
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diestro foi avaliado e ndo foram encontradas diferencas estatisticas na espessura do
endométrio nos diferentes momentos do diestro, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias apés a
ovulacédo (Figura 1 e Figura 2B). Essa diferenca entre os trabalhos é porque a primeira
afericdo do endométrio deste trabalho foi no dia 10 da ovulacdo e a diferenca encontrada
por Cruz (Cruz, 2011) foi nos dias iniciais do diestro, de 0 a 10 dias, periodo em que

nenhuma das cadelas deste estudo se encontrava.

Figura 1:Média e erro padrdo da espessura do endométrio (um) dos
cornos uterinos de cadelas dos diferentes grupos: aos 10 (n=10); 20
(n=8); 30 (n=8); 40 (n=8); 50 (n=6); e 60 dias pds-ovulacdo (n=10),
p>0,05.

Figura 2: Fotomicrografias: (A) regides organizadoras de nucléolo
(NORs) aos 10 dias pés-ovulacdo em aumento de 1000x;(B) medidas
da espessura de endométrio de corno uterino em aumento de 40x; (C)
edema aos 10 dias pds-ovulacdo em aumento de 100x. Coloracéo de
prata (A) e coloragéo por hematoxilina-eosina (B e C).

Como a espessura do endométrio ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos, realizou-se uma analise de correlacdo entre a espessura do endométrio e o peso
dos animais, glicemia e também com o colesterol plasmatico. Pois havia a indagacdo se
tais fatores estariam interferindo na espessura do endométrio dos animais, pois as
cadelas eram de diferentes tamanhos sem um padrdo de raca definido, e, apesar de
terem escore corporal semelhante, de 3 a 6, seguindo o descrito para escore de caes por
(Laflamme, 2006), ndo se tinha conhecimento se o estado metabdlico poderia interferir no
resultado das analises dasespessuras endometriais. Nenhuma correlacéao foi encontrada
entre o0 peso corporal dos animais, a glicemia ou o colesterol plasmatico com a espessura

do endométrio (Tabela 1).
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Tabela 1: Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) para associacao entre a espessura de
endométrio eopeso corporal (n=24), glicemia (n=23), colesterol plasmatico (n=23) de
cadelas, média de area de regides organizadoras de nucléolo - NORs (n=24) e numero de
NORs (n=24), dados estimados por ponto e por intervalo com 95% de confianca (IC95%)
e significancia estatistica (p) do teste t, Presidente Prudente, 2014.

Espessura de endométrio (um)

r IC 95% p
Peso corporeo (Kg) 0,1693 -0,25a 0,54 0,4291
Glicemia (mg/dL) -0,2026 -0,57 a 0,23 0,3537
Colesterol total (mg/dL) 0,1606 -0,27a 0,54 0,4642
Area de NORs (um?) -0,0181 -0,40 a 0,37 0,9301
Numero de NORs -0,2045 -0,55a0,20 0,3162

Sabe-se que cadelas com obesidade crénica podem apresentar niveis de colesterol
e triglicérides aumentados (Jeusette et al., 2005) e diabetes mellitus, caracterizada pelo
aumento da glicemia(Hoenig et al.,, 2002; Kim et al., 2003). A alimentacdo altamente
caldrica induz a resisténcia a insulina e diminuicdo da habilidade da insulina em
transportar a glicose para o tecido periférico (Kim et al., 2003), levando a um aumento da
secrecdo de insulina(Verwaerde et al., 1999), contribuindo para o desenvolvimento de
intolerancia a glicose(Kaiyala et al., 1999)e supressdo da producdo de glicose
pelofigado(Kim et al., 2003), predispondo os animais ao diabetes mellitus tipo 2(Kaiyala et
al.,, 1999; Kim et al.,, 2003). O estado metabdlico do animal tem acdo sobre a
endocrinologia e a reproducéo, por isso este estudo analisou a concentracédo de glicemia
e de colesterol no momento da OSH.Porém, todos os animais do presente experimento
eram normoglicémicos e apresentaram concentracdo de colesterol sérico normal e esses
dados nao tiveram correlacdo com a espessura do endométrio.

Presumia-se que as diferentes concentra¢cées hormonais aos 10, 20, 30, 40, 50 e
60 dias pudessem alterar a espessura do endométrio, mas isso ndo foi observado
nesteestudo.A fase de diestro na cadela é caracterizada pelo aumento de P4 na primeira
metade e por flutuacbes deE2 na segunda metade.Durante a fase pré-ovulatoria, o E2
atinge picos de concentracdes bastante elevados, porém apds a ovulacdo ocorre uma
rapida queda desta concentracdo que torna a se elevar a partir do dia 25 pés-ovulagéo,
com pico aos 45 dias (Fonseca et al., 2012).0 E2 apresenta concentracdes variaveis e
valores intermediarios de 15 a 30 pg/mL, encontrando-se em uma concentracdo de

aproximadamente 12 pg/mL aos 10 dias pés-ovulacdo e se eleva até o dia 40, quando
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comeca a apresentar um declinio, retornando a concentragdo do dia 10 no dia 60 poés-
ovulagcdo(Concannon, 2009; Fonseca et al., 2012; Papa and Hoffmann, 2011).

As concentragcdes mais elevadas de P4plasmatica (30 a 35 ng/mL) séo
encontradas na primeira metade do diestro especialmente entre os 11 e 30 dias apés a
ovulacdo, com pico aos 20 dias pds-ovulacdo(Concannon, 1993; Cruz, 2011; Fonseca et
al., 2012; Hoffmann et al., 2004). Aos 30 dias, a P4 se encontrava em uma concentracao
de 5ng/mL (igual ao dia 10 pés-ovulacdo) e continua em queda de concentragdo nos dias
subsequentes, devido a regressao do corpo luteo, até retornarem a valores basais (<0,5
ng/mL) no anestro(Cruz, 2011; Fonseca et al.,, 2012). Apesar destas alteragbes de
concentracfes plasmaticas hormonais bem marcadas nos dias analisados por este
estudo, isto nao foi refletido numa diferenca na espessura do endomeétrio.

A producdo de P4 de origem folicular se inicia no final do proestro antes da
ovulacdo, atingindo niveis plasmaticos periféricos de aproximadamente 5ng/mL no
momento da ovulacdo(Concannon et al., 1989).

A aparéncia histolégica dos cortes transversais do Utero no inicio do diestrofoi
similar ao descritoem outros trabalhos (Chandra and Adler, 2008; Cruz, 2011; Rehm et al.,
2007)com uma rede densa de colageno no estroma,o epitélio glandular cilindrico com
glandulas basais de aparéncia enrolada e os nucleos das células epiteliais das criptas
fracamente basofilos. Em todas as cadelas aos 10 dias poés-ovulacdo foi verificado
edema, discreto (n=4) ou intenso (n=1) com o lumen hemorragico. Somente uma delas
nao apresentou edema em ambos 0s cornos uterinos (Tabela 2). Esse resultado condiz
com o descrito na literatura que no inicio do diestro ainda ha edema caracteristico do
proestro e estro e que vai reduzindo com o avanco da fase de diestro(Chandra and Adler,
2008; Rehm et al., 2007).Nos outros periodos avaliados, a porcentagem de cornos que
apresentaram edema foi bem inferior aos do grupo 10 dias pos-ovulagdo.Diante disso,
podemos supor que a maior porcentagem de cornos uterinos com presenca de edema no
grupo avaliado aos 10 dias apés ovulacdo se deve a proximidade deste periodo com o
periodo de estro.Nenhuma cadela apresentou edema dos 40 aos 60 dias pds-ovulagéo.
Portanto, o melhor periodo para realizacdo de OSH em cadelas é do meio dodiestro em
diante, uma vez que a ocorréncia de edema nos cornos uterinos € menor assim como a

vascularizacdo sanguinea, diminuindo o risco de hemorragia as pacientes.
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Tabela 2: Classificacoes de alteracdes morfologicas encontradas no endométrio das
cadelas aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias po6s-ovulacdo. Os valores apresentados
correspondem ao valor numeérico (porcentagem) de cornos uterinos em que foram
encontradas altera¢cdes morfoldgicas na histologia corada por hematoxilina-eosina.

Alterac6es morfoldgicas

Grupos Edema Ldmen hemorragico  Infiltrado inflamatorio
10 dias (n=10) 9 (90%) 2 (20%) 0
20 dias (n=8) 2 (25%) 0 0
30 dias (n=8) 2 (25%) 1(12,5%) 0
40 dias (n=8) 0 0 0
50 dias (n=7) 0 0 0
60 dias (n=10) 0 0 0

Andlise em frequéncia das alteracdes, nao foi realizada andlise estatistica.

Quanto a proliferacdo celular analisada através do numero de NORs (regides
organizadoras de nucléolo), os resultados apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
nas cadelas ovariossalpingohisterectomizadas aos 40 e 60 dias apds ovulacdo, sendo
que aos 40 dias ap6s ovulacdo houve a maior proliferacdo celular e aos 60 dias apos
ovulacdo foi o periodo onde proliferacdo celular foi menor em relacdo aos demais
periodos estudados. Nao houve correlacdo entre o numero de NORs e espessura de

endométrio das cadelas (p>0,05), resultados apresentados na tabela 1.

Figura 3: Area média e erro padrdo das regides organizadoras de
nucléolo (NORs), areas maiores sao indicativas de menor proliferacéo
celular do endométrio dos cornos de cadelas aos 10 (n=10), 20 (n=7), 30
(n=8), 40 (n=8), 50 (n=6) e 60 (n=9) dias pds-ovulacédo. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Figura 4. Numero médio e erro padrdo de regides organizadoras de
nucléolo (NORs), numeros maiores de NORs sao indicativos de maior
proliferacéo celular do endométrio dos cornos de cadelas aos 10 (n=10),
20 (n=7), 30 (n=8), 40 (n=8), 50 (n=6) e 60 (n=9) dias poés-ovulacao.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Figura 5:Médias e erro padrao da razao entre as areas totais dos nucleos
celulares pelas areas totais das regides organizadoras de nucléolo
(NORs), quocientes maiores sao indicativas de maior proliferacédo celular
do endométrio dos cornos de cadelas aos 10 (n=10), 20 (n=7), 30 (n=8),
40 (n=8), 50 (n=6) e 60 (n=9) dias pos-ovulacéo. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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O numero e a area das NORs representam parametros que refletem o grau da
atividade proliferativa das células (Santos et al., 2011), onde em estudo com tumor
venéreo transmissivel (TVT) canino demonstraram que quanto maior o namero de
pequenas NORs, maior era a atividade proliferativa da célula, com tumores na fase de
crescimento apresentando maior numero meédio de NORs no interior do nucleo
comparado os TVTSs regressivos.

Em um estudo com células da granulosa de foliculos secundarios de ratas, Silva et
al (Silva et al., 2003) observaram que nos foliculos secundarios com duas a trés camadas
de células da granulosa, as NORs eram grandes e estavam presentes em pequeno
numero. Nos foliculos secundarios mais desenvolvidos, com maior proliferacéo celular, as
células da granulosa apresentavam NORs predominantemente pequenas, dispersas por
todo o nucleo e em numero significativamente maior, demonstrando assim que NORs com
maior area e em menor quantidade indicam menor proliferacdo célular, enquanto que
NORs menores e em maior quantidade indicam maior proliferacéo celular.

Sendo o E2 o responsavel pela proliferacdo celular nas células do endométrio(Van
Cruchten et al., 2004), podemos sugerir uma correlacdo positiva entre os niveis de E2 e a
proliferacdo celular pois nos periodos em que ocorreu a maior proliferacdo, aos 40 dias
apos ovulacdo, também € o periodo onde ocorre a maior producdo de E2(Concannon,
2009; Fonseca et al., 2012; Papa and Hoffmann, 2011). Entretanto, no periodo em que
ocorreu a menor proliferacdo, aos 60 dias apos ovulagdo, € sabido queocorre a menor
producdo de E2 de todos os periodos dodiestro. Van Cruchten(Van Cruchten et al., 2004)
descreveram resultados semelhantes em seu estudo, onde a proliferacdo celular no
epitélio superficial, estroma, vasos sanguineos e criptas foram positivamente
correlacionados com os niveis de E2.

Um aumento do numero de células epiteliais em proliferacdo foi observado em
culturas de células endometriais tratadas com estradiol assim como foi verificado atraves
de analise imunohistoquimicados receptores de estrogénio maior expressao destes
receptores nas culturas estimuladas pelo E2 associada ao maior numero de células em
proliferagcao(Cruz, 2011; Vermeirsch et al., 1999).

Conclui-se no presente trabalho que a espessura do endométrio ndo difere entre os
dias pos-ovulacdo e que nao tem correlagdo com o peso, glicemia ou o colesterol sérico
das cadelas. Porém, h4 uma maior proliferacdo celular aos 40 dias pés-ovulacdo em

relacdo aos 60 dias.
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7. Resumo

CARACTERIZACAO DE PROLIFERACAO CELULAR DO ENDOMETRIO DE CADELAS
EM FASE DE DIESTRO

O presente estudo teve o objetivo de determinar as caracteristicas histoldégicas do
endométrio de cadela, assim como a sua proliferacio em momentos especificos do
diestro nos dias 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pods-ovulacao, correlacionando a espessura do
endométrio com o peso, glicemia e colesterol das cadelas.Para tanto, foram analisados
histologicamente os cornos uterinos direito e esquerdo de 26 cadelas clinicamente sadias
ovariohisterectomizadas aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias ap6s a ovulacdo. Foram
realizadas a coloracdo de hematoxilina-eosinae também a coloracdo pelo método de
AgNOR. Todos os parametros foram avaliados pelo pressuposto de normalidade de
Shapiro-Wilk e as amostras submetidas a ANOVA seguida de Tukey (p<0,05). A
correlacdo entre espessura de endométrio e peso, glicemia e colesterol plasmatico foi
verificada pelo método de Pearson (p<0,05). O programa utilizado foi o BioEstat® versao
5.0. Conclui-se que a espessura do endométrio ndo difere entre os dias pos-ovulagcéao e
gue nao tem correlagdo com o peso, glicemia ou o colesterol sérico das cadelas. Porém,

h& uma maior proliferagcéo celular aos 40 dias p6s-ovulagdo em relagdo aos 60 dias.

Palavras-chave:AgNOR, caes, hematoxilina-eosina, Utero.
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Figura 1:Média e erro padrdo da espessura do endométrio (um)
dos cornos uterinos de cadelas dos diferentes grupos: aos 10
(n=10); 20 (n=8); 30 (n=8); 40 (n=8); 50 (n=6); e 60dias pOs-
ovulagéo (n=10), p>0,05.



Figura 2: Fotomicrografias: (A) regides organizadoras de
nucléolo (NORs) aos 10 dias pdés-ovulacdo em aumento de
1000x;(B) medidas da espessura de endométrio de corno uterino
em aumento de 40x; (C) edema aos 10 dias pés-ovulagdoem
aumento de 100x. Coloracdo de prata (A) e coloragdo por
hematoxilina-eosina (B e C).
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Figura 3: Area média e erro padrdo das regides organizadoras de nucléolo
(NORs), areas maiores sdo indicativas de menor proliferagdo celular do
endométrio dos cornos de cadelas aos 10 (n=10), 20 (n=7), 30 (n=8), 40 (n=8), 50
(n=6) e 60 (n=9) dias poés-ovulacdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05).



NUMERO MEDIO DE NORs

3,5
3 ab b ab
25 1]
ab
5 . ab T
a
1,5
1 i
0,5 -
0 T T T
10 20 30 40 50 60

DIAS

Figura 4: Numero médio e erro padrdo de regides organizadoras de
nucléolo (NORs), numeros maiores de NORs sdo indicativos de maior
proliferacdo celular do endométrio dos cornos de cadelas aos 10 (n=10),
20 (n=7), 30 (n=8), 40 (n=8), 50 (n=6) e 60 (n=9) dias pds-ovulacéo.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 5:Médias e erro padrao da razao entre as areas totais dos nucleos
celulares pelas areas totais das regifes organizadoras de nucléolo
(NORs), quocientes maiores sao indicativas de maiorproliferacao celular
do endométrio dos cornos de cadelas aos 10 (n=10), 20 (n=7), 30 (n=8),
40 (n=8), 50 (n=6) e 60 (n=9) dias pos-ovulacao. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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