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RESUMO

MARTINS, B.B Atividade secretdria e histologia uterina de cadelas pré-
puberes com ablacdo parcial do desenvolvimento das glandulas
endometriais 2013. 51p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -
Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre,
ES, 2013.

O uso de esterdides com acdes no sistema reprodutor feminino pode
afetar o desenvolvimento e diferenciacéo uterina, podendo levar a alteracao no
desenvolvimento das glandulas endometriais, com diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva e até mesmo esterilidade. Desta forma, esta metodologia poderia
ser aplicada no controle populacional de cées. Entretanto, nos casos de
inibicdo parcial do desenvolvimento das glandulas, ndo se conhece os efeitos
dos esteroides sobre a funcionalidade das glandulas formadas, bem como a
possivel ocorréncia de fibrose endometrial. Objetivou-se avaliar a atividade
secretoria das glandulas endometriais de cadelas pré-puberes submetidas a
protocolo de ablacdo parcial da adenogénese uterina. Foram utilizadas
dezesseis fémeas, sem raca definida, de ninhadas diferentes, distribuidas nos
grupos MPA (n = 8), fémeas que receberam aplicacbes de acetato de
medroxiprogesterona (10mg/kg/SC), a cada 3 semanas, desde o dia 1 apos
nascimento até a idade de 6 meses, e C (n = 8), fémeas controle, ndo tratadas,
gue receberam aplicacbes de solucdo de NaCl 0,9%, de maneira similar as
tratadas. Aos 6 meses de idade, foi realizada ovariohisterectomia em todos 0s
animais, e amostras dos cornos uterinos foram coletadas e fixadas para exame
histolégico e de histoquimica. Para avaliar a intensidade de secrecédo (graus 1-
4), foram utilizadas as coloracdes de Periodic Acid Schiff (PAS) e Alcian Blue
(AB) pH 2,5. Para a avaliacdo histoldgica foram utilizadas as coloracdes de
Tricromico de Masson e Azul de Toluidina. A analise estatistica foi realizada
pelo teste Kruskal-Wallis, pelo software R, com nivel de significancia de 5%.
Nenhuma cadela, em ambos o0s grupos, apresentou hiperplasia cistica
endometrial (HCE) e presenca de contetudo no interior do lumen uterino. Para
coloracdo de PAS apenas marcacdes graus 1 (ausente) e 2 (discreta) foram
observadas em ambos os grupos, sem diferenca na intensidade de secrecéo

uterina entre grupos com relacdo aos graus encontrados. Entretanto, o grupo



MPA apresentou maior intensidade de secrecdo uterina (grau 2) em relagao ao
grupo C (p<0,05). Com relagdo ao AB pH 2,5, em ambos 0s grupos também
foram encontradas apenas marcacgdes de graus 1 (ausente) e 2 (discreta), sem
diferenca estatistica entre grupos com relacdo a intensidade de secrecao
uterina. Nao foram observadas marcacdes para a coloragédo de Tricromico de
Masson na regido periglandular, em ambos os grupos. Foi observada maior
guantidade de mastocitos presentes no Utero na regido do miométrio em
relacdo ao endométrio, em ambos os grupos. Conclui-se que cadelas pré-
puberes com ablacdo parcial da adenogénese uterina apresentam minima
atividade secretoria uterina, auséncia de fibrose periglandular e maior presenca

de mastocitos no miométrio em relagdo ao endométrio.

Palavras-chave: acetato de medroxiprogesterona, producdo de muco, cadelas



ABSTRACT

MARTINS, B.B. Secretory activity and uterine histology of bitches
prepubertal ablation with partial development endometrial glands 2013.
51p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2013.

The use of steroids with actions in the female reproductive system may
affect the development and differentiation of the uterus, which can lead to
abnormal development of endometrial glands, with decreased reproductive
efficiency and even sterility. Thus, this methodology could be applied in the
population control of dogs. However, in cases of partial inhibition of the
development of the glands is not known effects of steroids on the functionality
formed glands, as well as the possible occurrence of endometrial fibrosis. This
study aimed to evaluate the secretory activity of the endometrial glands of
prepubertal bitches undergoing a protocol for partial ablation of endometrial
glands development. We used sixteen female mongrel bitches from different
litters, distributed in the MPA group (n = 8), females that received injections of
medroxyprogesterone acetate (10mg/kg/SC), every 3 weeks, from day 1 after
birth until the age of six months, and C (n = 8), control females, untreated,
which received applications of 0.9% NaCl solution. At 6 months of age,
ovariohysterectomy was performed in all animals, and samples of uterine horns
were collected and fixed for histology and histochemistry. To evaluate the
intensity of uterine secretion (grades 1-4), the stains of periodic acid Schiff
(PAS) and Alcian Blue (AB) pH 2.5 were used. For histological analysis we
used Masson's trichrome and toluidine blue staining. Statistical analysis was
performed by Kruskal-Wallis test, using the R software, with significance level of
5%. No dog in both groups exhibited cystic endometrial hyperplasia (HCE) and
presence of content in the uterine lumen. For PAS only the grades 1 (absent)
and 2 (mild) were observed in both groups, without difference between groups.
However, the MPA showed greater intensity of uterine secretion (grade 2) in
comparison to the C group (p <0.05). With respect to AB pH 2.5, in both groups
we also found only the grades 1 (absent) and 2 (mild), without statistical
difference between groups. There was no Masson's trichrome staining in the

periglandular region in both groups. There was greater amount of mast cells



present in the region of the myometrium in relation to the endometrium in both
groups. It is concluded that prepubertal bitches with partial ablation of uterine
adenogenesis present minimal uterine secretory activity, absence of uterine
periglandular fibrosis and presence of larger amount of mast cells in the

myometrium in relation to the endometrium.

Keywords: medroxiprogesterone acetate, mucus production, bitch
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1. INTRODUCAO

Em mamiferos, o Gtero € um 6rgdo que possui como principais funcdes
receber o embrido e manter o desenvolvimento do embrido/feto durante a
gestacdo (SPENCER et al., 2005). A parede é relativamente espessa e
constituida por trés tunicas ou camadas: perimétrio (externa), miométrio
(intermediéria) e endométrio (interna) (NASCIMENTO; SANTOS, 2003). O
endométrio passa por mudancas morfolégicas precisas sob o controle dos
horménios esterbides sexuais, estrogenos e progesterona (VERMEIRSCH et
al., 1999; VERMEIRSCH et al., 2000).

Glandulas endometriais estdo presentes no endométrio, e
desempenham a importante funcéo de sintetizar substancias importantes para
a sobrevivéncia do embrido (GRAY et al., 2001). Elas tém o sistema de
producédo de muco, permitindo o transito de espermatozoides durante o estro e
protegendo o utero contra infec¢des ascendentes (BECHER et al., 2004).

O muco € uma secrecdo mista de moléculas de mucina, ions, agua e
compostos antimicrobianos. Apesar de o0 muco ser principalmente um gel
viscoso, também contém uma grande variedade de enzimas, peptideos e
imunoglobulinas que servem para proteger as ceélulas epiteliais do sistema
respiratério, gastrointestinal, urogenital, 6ptico e sistema auditivo (HAYNES;
TIGHE; DUA, 1999; CUNLIFFE; MAHIDA, 2004; ROGAN et al., 2006). As
mucinas Sao 0s principais constituintes do muco, e exercem o papel de
hidratacéo, lubrificacéo e protecdo (CARLSTEDT, 1985).

Sob o estimulo da progesterona luteal, o endométrio sofre hipertrofia e
hiperplasia, com aumento no numero e no tamanho de suas glandulas, e
consequente aumento da atividade secretora, e acumulo de fluido estéril no
[imen do utero. Com o uso de progestagenos exogenos, usados como
contraceptivos em cadelas, essas respostas hormonais podem ser mais
exarcebadas (DE BOSSCHERE et al., 2001; RAGNI, 2005; PRETZER, 2008).
Além disso, o0 uso de esterdides, com acdo no sistema reprodutor feminino em
periodos criticos do desenvolvimento e diferenciacdo uterina, pode levar a

alteracdo no desenvolvimento das glandulas endometriais, causando
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diminuicdo da eficiéncia reprodutiva ou até mesmo esterilidade (GRAY et al.,
2001).

Varias espécies de animais que receberam esterdides sistémicos nas
primeiras semanas ou meses de vida apresentam diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva ou mesmo esterilidade (GRAY et al.,, 2001), o que poderia
representar uma metodologia aplicAvel ao controle populacional de caes.
Suinos pré-puberes expostos a valerato de estradiol ndo apresentaram
alteracbes nas taxas de ovulacdo, porém o tratamento hormonal afetou a
sobrevivéncia embrionéria nas fémeas adultas (BARTOL et al., 1993). Ja em
ovinos, a exposicao cronica a progesterona exégena desde o nascimento até a
puberdade causa a ablacéo total das glandulas endometriais, tornando animais
fk n o c kpara glandulas uterinas as ovelhas adultas (uterine gland-knockout -
UGKO) (BARTOL et al., 1997). Bezerras recém-nascidas que receberam
implantes de progesterona e benzoato de estradiol apresentaram reducao da
area miometrial e endometrial, e ablacdo parcial do desenvolvimento das
glandulas endometriais (BARTOL et al.,, 1995). Semelhantemente, cadelas
tratadas com acetato de medroxiprogesterona do nascimento até os 6 meses
de idade apresentaram ablacdo parcial das glandulas uterinas (TEIXEIRA,
2012). Todavia, em nenhum destes estudos foi avaliada a atividade secretoria
das glandulas endometriais formadas, a despeito do tratamento com esterdides
no periodo pré-pubere.

Assim, objetivou-se avaliar a atividade secretoria das glandulas
endometriais de cadelas pré-puberes submetidas a protocolo de ablacéo
parcial da adenogénese uterina, por meio de técnicas histoquimicas e

histoldgicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfofisiologia uterina

O Utero € o 6rgdo do sistema reprodutor feminino que desempenha
funcBes essenciais a reproducdo em mamiferos de diferentes espécies. Na
gestacdo, € responsavel pela implantacdo, desenvolvimento embrionario e
fetal, e aumenta seu volume significativamente, retornando ao tamanho normal
apés o parto (HAFEZ, 1993). E constituido morfologicamente, nas fémeas
domeésticas, por dois cornos, um corpo e um colo ou cérvix (HAFEZ, 1995; YIN;
MA, 2005). Histologicamente, sua parede é constituida por trés tunicas ou
camadas: mucosa ou endométrio (interna), muscular ou miométrio
(intermediaria) e serosa ou perimétrio (externa) (MAXIMOW; BLOOM, 1957;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O sistema reprodutor feminino esta sujeito a alteragdes ciclicas que se
manifestam macro e microscopicamente, além de manifestacdes
comportamentais (ALTMAN, 2004). O ciclo estral proporciona ao utero e
principalmente ao endométrio alteracbes morfolégicas e funcionais devido a
influéncia de hormdénios ovarianos (OEHLER; REES; BICKNELL, 2000). Na
maioria das espécies domésticas, 0s estrogenos predominam no ambiente
folicular pré-ovulatério (FARSTAD, 2000), todavia em cadelas, ocorre
luteinizacdo pré-ovulatéria dos foliculos, e a concentracdo plasmatica de
progesterona (P4) aumenta durante o proestro (CONCANNON; HANSEL;
VISEK, 1975; CONCANNON; MCCANN; TEMPLE, 1989). Com o aumento
circulante dos estrogenos, o endométrio se torna hiperplasico, tendo uma maior
vascularizacdo, maior fluxo sanguineo e maior atividade metabdlica, além de
ter dilatacdo e relaxamento da cérvix, bem como migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares para o lumen uterino. Por outro lado, o aumento da
concentracdo plasmatica de P4 promove proliferacdo e aumento da atividade
secretoria das glandulas endometriais, fechamento da cérvix, inibicdo da
contratilidade do miométrio, além de possuir um efeito supressor da imunidade
celular, por impedir a migracdo leucocitaria para o limen uterino
(VERMEIRSCH et al., 1999; NASCIMENTO; SANTOS, 2003).
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2.2 Endométrio

O epitélio de revestimento do endométrio é cilindrico simples
(revestimento interno do lamen uterino) formadas de células ciliadas e de
células secretoras (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004), porém é&reas de epitélio
pseudoestratificado colunar podem ocorrer na porca e nos ruminantes, assim
como focos isolados de epitélio cuboidal (BANKS, 1992). Além de revestir, 0
epitélio também contém inimeras glandulas tubulares simples, denominadas
glandulas endometriais, que secretam muco e lipideos. O endométrio
apresenta a camada superficial da lamina prépria constituida por tecido
conjuntivo frouxo ricamente vascularizado, com inameros fibroblastos,
macrofagos e mastocitos. A partir do sangue, eosinofilo e linfocitos penetram a
[amina propria (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Aléem da camada superficial,
€ constituido por camada profunda da lamina propria que consiste também em
um tecido conjuntivo frouxo, porém com poucas células (BANKS, 1992;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MAXIMOW; BLOOM, 1957).

Em muitas fémeas pré-puberes, o endométrio apresenta-se imaturo,
com poucas glandulas presentes no estroma e o miomeétrio encontra-se ainda
pouco desenvolvido (REHM et al., 2007). Da mesma forma, o Utero de cadelas
€ desprovido de glandulas endometriais ao nascimento, as quais comecam a
se desenvolver a partir dos 15 dias, e apos 60 dias do nascimento a cadela
possui estrutura histologica uterina similar ao de uma fémea adulta (RAMOS et
al., 2012) As caracteristicas histologicas do Utero de uma fémea imatura e de
uma fémea em anestro sdo semelhantes (CHANDRA; ADLER, 2008).

2.3 Miométrio

O miométrio é formado por uma espessa camada de fibras musculares
lisas, e se divide em uma camada circular interna e uma camada longitudinal
externa que sofrem hipertrofia e hiperplasia durante a gestacdo. Sendo
responsavel pela capacidade de expansdo e contractilidade uterina. Entre
essas duas camadas, ou profundamente na camada circular interna, localiza-se

0 estrato vascular que é composto de grandes artérias, veias e vasos linfaticos,
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0S quais tém comunicacdo com o endomeétrio (MAXIMOW; BLOOM, 1957;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Durante a gestacdo muitas células
musculares lisas, adquirem caracteristicas ultra-estruturais de células
secretoras de proteinas e sintetizam ativamente colageno, cuja a quantidade
aumenta significadamente no utero (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.4 Perimétrio

O perimétrio é constituido por tecido conjuntivo frouxo revestido pelo
mesotélio peritoneal, células musculares lisas e inUmeros vasos linfaticos,
vasos sanguineos e fibras nervosas. O perimétrio fornece a ligagcdo do utero
aos ligamentos uterinos, promovendo assim o suporte uterino. E responsavel
por revestir e proteger o utero (MAXIMOW; BLOOM, 1957; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004)

2.5 Glandulas endometriais

As glandulas endometriais sdo estruturas presentes no endométrio de
todos os mamiferos, as quais tém como fun¢cBes sintetizar, secretar e
transportar substancias essenciais para a sobrevivéncia do embrido, inicio de
seu desenvolvimento, bem como na implantacdo e placentacdo (GRAY et al.,
2001).

A idéia de que as secrec¢des uterinas nutrem o concepto em
desenvolvimento foi discutida por Aristételes no terceiro século a.C. e por
William Harvey no século XVII. Em 1882, Bonnett concluiu que as secrecdes
das glandulas uterinas eram importantes na sobrevivéncia do embrido em
ruminantes (SPENCER; BAZER, 2004).

O crescimento do embrido inicialmente depende do endométrio e logo
apo6s da placentacéo, se torna dependente da placenta. A maioria dos fatores
gue regulam o embrido e seu desenvolvimento origina-se das glandulas
endometriais, a partir de suas secrecdes, ou resultam do aumento do diametro

e numero de vasos sanguineos uterinos importantes para nutricdo do feto
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(SPENCER; BAZER, 2004). Estudos com primatas demonstraram que as
secre¢cbfes das glandulas endometriais sdo reguladoras primarias da
sobrevivéncia e desenvolvimento embrionario, desempenhando importante
papel na producdo de sinais para implantagéo, placentacéo e reconhecimento
materno da gestacdo (BAZER; ROBERTS; THATCHER, 1979; GRAY et al.,
2001).

A formacédo das glandulas endometriais comega com a diferenciagdo e
brotacdo do epitélio glandular (EG) a partir do epitélio luminal (EL), a
penetragdo do estroma uterino por tubos do EG e extenso enrolamento e
ramificacdo do EG. Neste contexto, a formacao das glandulas endometriais em
humanos inicia-se no periodo fetal e se completa apds o nascimento. Por outro
lado, é primariamente um fendmeno poés-natal em ovinos, suinos e bovinos.
Consequentemente, neonatos ovinos surgiram como modelos atraentes para
estudos dos mecanismos que regulam estes processos (GRAY et al., 2001).

Em cadelas, a formacao das glandulas endometriais inicia-se a partir dos
15 dias ap0s o nascimento, e apos 60 dias do nascimento ha conformacao
histolégica uterina similar a de um animal adulto (RAMOS, 2012). Diversas
alteracoes estdo presentes em todo o corno uterino no momento da
implantacdo e do desenvolvimento embrionario, como espessamento do
endométrio (FELDMAN; NELSON, 1996), edema das glandulas endometriais
gue apresentam atividade secretora aumentada (BARRAU et al., 1975), tendo
nas células epiteliais a presenca de glicogénio e producdo de muco rico em
proteinas, que sustenta o desenvolvimento inicial do embrido e proporciona a
nutricdo antes da placentacdo (SAMUEL; ALLEN; STEVEN, 1977).

2.6 Producdo de muco

O muco é uma secrecao mista de moléculas de mucina, ions, agua, e
compostos antimicrobianos, secretado por varias células e glandulas epiteliais
especializadas mantendo a superficie da mucosa Umida. E um gel viscoso, que
também contém uma grande variedade de enzimas e imunoglobulinas (PLUTA
et al., 2011). Desempenha papel importante na funcao reprodutiva e de defesa

do sistema reprodutor, e sofre alteracdes bioquimicas e fisicas de acordo com
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as concentracfes plasmaticas de estrégenos e progesterona (WOLF, 1978;
HAFEZ, 1980).

As caracteristicas do muco sédo importantes na fertilidade. Nas diferentes
fases do ciclo estral, as elevadas concentracdes de estrogenos e/ou
progesterona influenciam essas glandulas a produzirem muco viscoso, que
impede a passagem de microrganismos e de espermatozdéides para dentro da
cavidade uterina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

A mucina € um composto pertencente a um grupo de glicoproteinas que
sdo as principais constituintes do muco. As moléculas de mucinas possuem
alto peso molecular (> 250 kDa) e apresentam em sua composi¢ao 20% de
proteina e 80% de carboidratos (CARLSTEDT, 1985). Se situam na parte
superficial das células de varios tipos de tecidos epiteliais, como nas vias
respiratorias, trato gastrintestinal, sistema reprodutor e glandulas acessorias,
onde exercem o papel de hidratacéo, lubrificacdo e protecdo. Portanto, suas
propriedades vao além dessas func¢des primarias, dado que mucinas também
estdo envolvidas em processos biolégicos complexos como renovacao,
diferenciacdo, sinalizacdo e adesdo celulares, fertilizacdo, infeccbes e
inflamacdes (BROCKE; KUNZ, 2002; WINTERFELD; KHODAIR; SCHMIDT,
2003; ANDRIANIFAHANAMA; MONIAUX; BATRA, 2006; BUSCAGLIA et al.,
2006; GEIGER et al., 2007).

Estudos avaliando a fracdo protéica da molécula da mucina
encontraram diferencas na disposicdo dos aminoacidos ao longo da proteina
(WRESCHNER et al., 1990; DEKKER et al., 2002). Quanto a fracéo glicidica de
sua molécula, as mucinas podem ser divididas em dois grandes grupos,
representadas pelas mucinas neutras, ricas em glicogénio, e acidas, ricas em
acido sialico ou radicais sulfatados (SPICER; LEPPI; STOWARD, 1965; LEPPI;
SPICER, 1966).

A fracado glicidica das mucinas neutras € composta, principalmente, por
glicogénio e recebem essa denominacado, por possuirem pequena quantidade
de &cido sialico na composicédo (menos de 1mol/%), além de alta concentracéo
molecular de frutose, galactose e n-acetilglucosamina, e pequena quantidade
de acido sidlico e n-acetilgalactosamina. A fragcdo protéica das mucinas neutras
é formada principalmente pelos aminoacidos serina, aspartato e alanina. De

maneira diferente, as mucinas acidas possuem na sua fracdo glicidica grande
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quantidade de acido sialico (mais que 10mol/%). A fracdo glicidica é composta
principalmente por glucosamina, galactosamina e frutose. Dividem-se em dois
subgrupos representados pelas sulfomucinas e sialomucinas segundo a
predominancia de radicais sulfatados ou de acido sialico, respectivamente, na
sua porc¢ao glicidica. Quando se analisa a fracdo protéica das mucinas acidas,
a prolina, treonina e glicina sdo os aminoécidos mais presentes (GOLD;
SHOCHAT; MILLER, 1981).

2.7 Efeitos dos progestagenos sobre o desenvolvimento das glandulas

endometriais

Os progestagenos, também chamados de progestinas, sdo hormonios
sintéticos, com efeitos similares aos da progesterona, geralmente utilizados
como drogas contraceptivas por causarem feedback negativo sobre o
hipotalamo e a hipofise causando uma diminuicdo na secrecdo do hormoénio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), que por sua vez diminui a secrecdo do
horménio foliculo-estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH), a liberacao
de prolactina e pode reduzir as concentracdes circulantes de estrogenos, com
consequente inibicdo do crescimento folicular e ovulacdo (KUTZLER; WOOD,
2006). Além disso, existem mais duas possiveis teorias sobre 0 mecanismo de
acao, como alteracdo da motilidade do trato tubular, causando falha de
transporte do ovocito e da fertilizacdo e receptividade alterada do endométrio
resultando em falha da implantacdo (MUNSON, 2006).

Altas doses de acetato de medroxiprogesterona ou de progesterona, ou
a exposicao repetida ou prolongada em cadelas adultas levam a quadros de
hyperplasia cistica endometrial, com proliferacdo das glandulas endometriais e
dilatacdo cistica das mesmas, com acumulo de fluido no Iimen uterino
(SOKOLOWSKI; ZIMBELMAN, 1974).

O acetato de medroxiprogesterona é um progestageno de longa acéo,
disponivel em formulacdo oral ou injetavel (ROMAGNOLI; SONTAS, 2010), e
tem sido utilizado para suprimir o estro em cadelas com doses e freqiéncias de
aplicagfes distintas (ROMAGNOLI; CONCANNON, 2003). Como é lentamente

metabolizado pelo figado, suas concentracdes circulantes eficazes podem ser
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mantidas por 3 a 6 meses apos a aplicacdo intramuscular (ROMAGNOLI;
SONTAS, 2010). Em estudo de Beijerink et al. (2007), com fémeas da raca
Beagle, os efeitos do tratamento crénico com MPA (10 mg/kg, a cada 30 dias,
num total de 13 aplicacBes) sobre a funcdo adenohipofisaria impediu a
ocorréncia de estro, ovulacdo, e subsequente fase luteal, por periodo de 12
meses, pela supressdo do eixo hipotalamico-hipofisario dimuindo a secrecéo
do FSH e LH. Os autores observaram que o MPA néo afetou a concentracao
basal plasmatica de LH, e as concentracdes basais plasmaticas de FSH foram
significativamente maiores aos 2 meses apos o inicio do tratamento, bem como
aos 5, 8 e 11 meses apds o inicio do tratamento.Fisiologicamente, o
endométrio sob o estimulo da progesterona se hipertrofia devido a um aumento
no namero e no tamanho de suas glandulas, que aumentam suas atividades
secretoras, e um fluido estéril pode se acumular no [imen do Utero. Essas
respostas as ag¢des hormonais podem ser mais exacerbadas com o uso de
progestageno exdégeno (DE BOSSCHERE et al., 2001; RAGNI, 2005;
PRETZER, 2008).

O uso de esterdides com acGes no sistema reprodutor feminino pode
afetar o desenvolvimento e diferenciacéo uterina, podendo levar a alteracao no
desenvolvimento das glandulas endometriais, com diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva e até mesmo esterilidade (GRAY et al., 2001).

Em ovinos, o tratamento com progestagenos no periodo pré-pubere
causa ablacdo total do desenvolvimento das glandulas endometriais, e as
ovelhas chegam a idade adulta estéreis. Em funcdo disso um grupo de
pesqui sadores criou um utermen -gland-g 0 o cdkeorua @i n a
(UGKO), um modelo util para o estudo do desenvolvimento do utero e do papel
das glandulas endometriais na funcdo uterina durante o ciclo estral e a
gestacdo. As ovelhas consideradas UGKO apresentam ciclo estral alterados e
nao conseguem manter a gestacdo. Esta incapacidade da manutencdo da
gestacédo é principalmente devido a auséncia de glandulas endometriais e suas
secrecbes (muco) que sao de fundamental importancia para suportar o
crescimento e o desenvolvimento de conceptos (GRAY et al., 2001). Além
disso, a exposicdo a progesterona visando a ablacdo do desenvolvimento das
glandulas endometriais nesta espécie altera a integridade estrutural e funcional

do endométrio adulto, além de as fémeas adultas apresentarem um estroma
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endometrial completamente desorganizado (GRAY et al.,, 2000) o que as
tornam inférteis.

Na espécie bovina, bezerras recém-nascidas tratadas com implantes de
progesterona e benzoato de estradiol do nascimento até a puberdade,
apresentaram reducao da area miometrial em 23% e da area endometrial em
27%, com ablacdo parcial (40%) do desenvolvimento das glandulas
endometriais. Portanto, a exposicdo de bezerras pré-puberes a estes
hormoénios pode causar efeitos profundos na morfologia uterina e no ambiente
uterino dos animais adultos, e a extensao das alteracdes pode depender do
periodo de desenvolvimento em que ocorreu a exposicdo aos hormbnios
(BARTOL et al., 1995).

A exposicdo de suinos neonatos a valerato de estradiol desde o
nascimento até o 13° dia de vida ndo afetou a taxa de ovulacdo das fémeas
adultas, porém causou reducdo da sobrevivéncia embrionaria em 22% aos 45
dias de gestacdo. Com isso o0s autores concluiram que neonatos suinos
expostos a estas substancias podem sofrer efeitos permanentes sobre a
estrutura e funcao uterina, quando adultos (BARTOL et al., 1993).

Em equinos, Wilsher, Lefranc e Allen (2009), por meio do uso exdgeno
de progesterona e estrogenos desde o nascimento até os seis meses de idade
em potrancas, ndo obtiveram bons resultados para chegar ao modelo UGKO,
como utilizados em ovelhas, bovinos e suinos. Neste estudo, tanto a
progesterona isoladamente, ou aplicada em associacdo a administracfes
guinzenais de valerato de estradiol ndo foram capazes de provocar ablacdo
das glandulas endometriais. Pelo contrario, os hormoénios exdgenos utilizados
estimularam sua formacdo. Estes autores concluiram que estrégenos
ovarianos, mas nao a progesterona, parecem ser o estimulo basico para a
morfogénese das glandulas endometriais na espécie equina.

Em cadelas, os primeiros relatos sobre a morfogénese glandular uterina
ocorreram recentemente (COOKE et al., 2012; RAMOS, 2012). Estes autores
demonstraram que na espécie canina o0 desenvolvimento das glandulas
endometriais € um processo pés-natal, ocorrendo majoritariamente entre o
nascimento e o dia 60° dia de vida, além de expressarem 0s receptores para
progesterona (PR) e estrégenos (ER). De acordo com Teixeira (2012), cadelas

tratadas com aplicacOes seriadas de acetato de medroxiprogesterona, do
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nascimento aos seis meses de idade, sofrem ablacdo parcial (35%) do
desenvolvimento de glandulas endometriais. Todavia, ndo ha descricdo na
literatura consultada sobre a atividade secretéria das glandulas endometriais
formadas nas espécies submetidas a tratamentos com progestdgenos e/ou
estrogenos, que apresentaram apenas ablacdo parcial do desenvolvimento

glandular.
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CAPITULO 1

ATIVIDADE SECRETORIA DAS GLANDULAS ENDOMETRIAIS DE
CADELAS PRE-PUBERES COM ABLACAO PARCIAL DA ADENOGENESE
UTERINA

Artigo a ser submetido a publicacéo.
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3 Cap. 1 7 ATIVIDADE SECRETORIA E HISTOLOGIA UTERINA DE

CADELAS PRE-PUBERES COM  ABLACAO  PARCIAL DO
DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS ENDOMETRIAIS

Martins, B.B.; Teixeira, N.S.%; Teixeira, S.A.M.V.2; Sousa, D.R.%; Giannotti,
J.D.G.%, Nunes, L.C.%; Neves, M.M.2; Luz, M.R.*1 3

1 Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo;
2 Laborat6rio de Biologia, Universidade Federal de Vigosa;

3 Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais.

3.1 RESUMO

A exposicao inadequada do sistema reprodutor feminino a esterdides
durante periodos criticos do desenvolvimento uterino pode inibir total ou
parcialmente o desenvolvimento das glandulas endometriais. Entretanto, nos
casos de inibicdo parcial, ndo se conhece os efeitos dos esterbides sobre a
funcionalidade das glandulas formadas, bem como a possivel ocorréncia de
fiborose endometrial. Objetivou-se avaliar a atividade secretéria das glandulas
endometriais de cadelas pré-puberes submetidas a protocolo de ablacdo
parcial da adenogénese uterina. Foram utilizadas dezesseis fémeas, sem raca
definida, de ninhadas diferentes, distribuidas nos grupos MPA (n = 8), fémeas
gue receberam aplicacdes de acetato de medroxiprogesterona (10mg/kg/SC), a
cada 3 semanas, desde o dia 1 ap0s nascimento até a idade de 6 meses, e C
(n = 8), fémeas controle, ndo tratadas, que receberam aplicacfes de solucéo
de NaCl 0,9%. Aos 6 meses de idade, foi realizada ovariohisterectomia em
todos 0s animais, e amostras dos cornos uterinos foram coletadas e fixadas
para exame histologico e de histoquimica. Para avaliar a intensidade de
secrecéo (graus 1-4), foram utilizadas as coloracbes de Periodic Acid Schiff
(PAS) e Alcian Blue (AB) pH 2,5. Para a avaliacao histolégica foram utilizados

Tricrbmico de Masson e Azul de Toluidina. A andlise estatistica foi realizada
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pelo teste Kruskal-Wallis, pelo software R, com nivel de significAncia de 5%.
Nenhuma cadela, em ambos o0s grupos, apresentou hiperplasia cistica
endometrial (HCE) e presenca de conteldo no interior do Iimen uterino.
Apenas marcagOes graus 1 (ausente) e 2 (discreta) foram observadas para
PAS em ambos os grupos, sem diferenca na intensidade de secrecao uterina
entre grupos com relacdo aos graus encontrados. Entretanto, o grupo MPA
apresentou maior intensidade de secrecdo uterina (grau 2) em relacdo ao
grupo C (p<0,05). Com relacdo ao AB pH 2,5, em ambos os grupos também
foram encontradas apenas marcacdes de graus 1 (ausente) e 2 (discreta), sem
diferenca estatistica entre grupos com relacdo a intensidade de secrecdo
uterina. Nao foram observadas marcacdes para a coloracdo de Tricromico de
Masson na regido periglandular, em ambos os grupos. Foi observada maior
guantidade de mastécitos presentes no uUtero na regido do miométrio em
relacdo ao endométrio, em ambos os grupos. Conclui-se que cadelas pré-
puberes com ablacdo parcial da adenogénese uterina apresentam minima
atividade secretodria uterina, auséncia de fibrose periglandular e maior presenca

de mastécitos no miométrio em relagédo ao endométrio.

Palavras-chave: acetato de medroxiprogesterona, producdo de muco, cadelas
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3.2 ABSTRACT

Inadequate exposure of the female reproductive tract to steroids during
the critical periods of development may totally or partially inhibit development of
endometrial glands. However, in cases of partial inhibition is not known the
effects of steroids on the functionality formed glands, as well as the possible
occurrence of endometrial fibrosis. This study aimed to evaluate the secretory
activity of the endometrial glands of prepubertal bitches undergoing a protocol
for partial ablation of endometrial glands development, the occurrence of
endometrial fibrosis, and the presence of mast cells in the uterus of prepubertal
bitches. We used sixteen female mongrel bitches from different litters,
distributed in the MPA group (n = 8), females that received injections of
medroxyprogesterone acetate (10mg/kg/SC), every 3 weeks, from day 1 after
birth until the age of six months, and C (n = 8), control females, untreated,
which received applications of 0.9% NaCl solution. At 6 months of age,
ovariohysterectomy was performed in all animals, and samples of uterine horns
were collected and fixed for histology and histochemistry. To evaluate the
intensity of uterine secretion (grades 1-4), the stains of periodic acid Schiff
(PAS) and Alcian Blue (AB) pH 2.5 were used. For histological analysis we
used Masson's trichrome and toluidine blue staining. Statistical analysis was
performed by Kruskal-Wallis test, using the R software, with significance level of
5%. No dog in both groups exhibited cystic endometrial hyperplasia (HCE) and
presence of content in the uterine lumen. For PAS only the grades 1 (absent)
and 2 (mild) were observed in both groups, without difference between groups.
However, the MPA group showed greater intensity of uterine secretion (grade 2)
in comparison to the C group (p <0.05). With respect to AB pH 2.5, in both
groups we also found only the grades 1 (absent) and 2 (mild), without statistical
difference between groups. There were no Masson's trichrome staining in the
periglandular region in both groups. There was greater amount of mast cells
present in the region of the myometrium in relation to the endometrium in both
groups. It is concluded that prepubertal bitches with partial ablation of uterine
adenogenesis present minimal uterine secretory activity, absence of uterine
periglandular fibrosis and presence of larger amount of mast cells in the

myometrium in relation to the endometrium.
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3.3 INTRODUCAO

As glandulas endometriais sdo estruturas que estdo presentes no Utero
de todos os mamiferos, as quais tém funcbes de sintetizar, secretar e
transportar uma mistura complexa de substancias necessarias ao
desenvolvimento e manutengdo embrionaria antes da placentacdo (GRAY et
al., 2001). O muco € uma secrec¢do constituida principalmente de mucina, como
também de ions, 4gua, e compostos antimicrobianos, secretado por varias
células e glandulas epiteliais especializadas mantendo a superficie da mucosa
umida (PLUTA et al.,, 2011). Desempenha papel importante na funcéo
reprodutiva e de defesa do sistema reprodutor, e sofre alteracfes bioquimicas
e fisicas de acordo com as concentracbes plasmaticas de estrogenos e
progesterona (HAFEZ, 1980; WOLF, 1978).

Varias espécies de animais que receberam esterdides sistémicos nas
primeiras semanas ou meses de vida apresentam diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva ou mesmo esterilidade (GRAY et al.,, 2001), o que poderia
representar uma metodologia aplicavel ao controle populacional de cées.
Ovelhas expostas a progestagenos no periodo pré-pubere tiveram ablacédo da
formacdo das glandulas endometriais, exibindo um fendtipo denominado
futerine gland-k n o ¢ k (W@KOY (BARTOL et al.,, 1997). Na espécie bovina,
bezerras recém-nascidas tratadas com implantes de progesterona e benzoato
de estradiol, do nascimento a puberdade, apresentaram reducdo da area
miometrial e endometrial, além da ablacdo parcial do desenvolvimento das
glandulas endometriais (BARTOL et al., 1995).

Na espécie canina, o desenvolvimento das glandulas endometriais € um
evento pos-natal, que ocorre majoritariamente entre o nascimento e o 60° dia
de vida (COOKE et al., 2012; RAMOS, 2012). Similarmente ao descrito para
bovinos (BARTOL et al, 1995), cadelas tratadas com acetato de
medroxiprogesterona, do nascimento aos seis meses de idade, apresentam
ablacdo parcial no desenvolvimento das glandulas endometriais (TEIXEIRA,
2012). Entretanto, ndo ha descricdo na literatura consultada sobre a atividade
secretdria das glandulas endometriais formadas nos animais com ablacdo

parcial.



33

Assim, objetivou-se com este estudo avaliar a atividade secretéria das
glandulas endometriais formadas em cadelas submetidas a aplicacdes seriadas

de acetato de medroxiprogesterona, do nascimento aos 6 meses de idade.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Animais

Dezesseis filhotes fémeas, pré-puberes, sem raca definida, de ninhadas
diferentes, no dia 1 apds o nascimento, foram distribuidos aleatoriamente em 2
grupos: Grupo acetato de medroxiprogesterona (MPA) (n= 8), que receberam
aplicacdes subcutaneas (SC) de MPA (10 mg/kg) em intervalos de 3 semanas,
desde o dia 1 ap0s nascimento até a idade de 6 meses, para ablagcéo parcial
da adenogénese uterina (TEIXEIRA, 2012) e Grupo C (n = 8), composto por
animais que receberam aplicacbes de solucdo de NaCl 0,9%, de maneira
similar as tratadas. Os animais foram mantidos em canis coletivos, com acesso
a agua e racao ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com os principios do Colégio Brasileiros de Experimentacdo Animal (COBEA).

No final do experimento todos os animais foram doados.

3.4.2 Coleta e processamento das amostras

Foram coletadas por ovariohisterectomia (OSH) amostras de ambos o0s
cornos uterinos de todas as cadelas, apds 6 meses do inicio do experimento.
Para a OSH, as cadelas foram submetidas a jejum sélido de 12 horas e hidrico
de 6 horas. O protocolo anestésico utilizado foi de 0,1 mg / kg / IM de
acepromazina (Acepran 0,2%; Vetnil, Louveira, SP, Brasil), 5,0 mg / kg / IV de
propofol (Propovan; Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apés a inducdo os
animais foram mantidos com anestesia inalatéria com o uso do isoflurano
(Forane, Baxter, USA).
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Fragmentos de 0,5 cm do terco médio dos cornos uterinos foram fixados
em paraformaldeido tamponado a 10% e processados histologicamente até
inclusédo em parafina (LUNA, 1968).

Os blocos de parafina contendo os fragmentos foram cortados em
micrétomo (EDGE SL-200) par a obten-«o0o de cortes
espessura. Estes foram colocados em I|aminas histolégicas e corados

utilizando-se diferentes corantes.

3.4.3 1 Analise histoquimica e histolégica em microscopia de luz

A descricao histoquimica foi realizada utilizando-se os testes Periodic
Acid Schiff (PAS) (TOLOSA et al., 2003), para caracterizacdo do 6rgéao e das
glandulas quanto a secrecédo de polissacarideos (mucinas) neutros, e Alcian
Blue (AB) pH 2,5 (BANCROFT e COOK, 1994), para verificar a presenga de
polissacarideos (mucinas) acidas.

Para a avaliacdo histologica da parede do utero utilizaram-se as
coloracdes de Tricrobmico de Masson (LUNA, 1968) para evidenciacao de fibras
colagenas e musculares, e Azul de Toluidina (TOLOSA et al.,, 2003) para

identificacdo de células metacromaticas (mastocitos).

3.4.3.1 Periodic Acid Schiff (PAS)

As laminas histologicas foram incubadas em acido periddico 0,5%
durante 25 minutos e lavadas em agua destilada. Em seguida, as mesmas
permaneceram em cubeta coberta com papel aluminio, a temperatura
ambiente, imersas no reativo de Schiff por 15 minutos, sendo posteriormente
lavadas em agua corrente, por 5 minutos, e em agua destilada por 1 minuto.
Para a contra-coloracao, utilizou-se hematoxilina por 30 segundos, seguida por

uma rapida lavagem em agua corrente (TOLOSA et al., 2003).

hi

stol
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3.4.3.2 Alcian Blue pH 2,5

As laminas foram primeiramente lavadas em solucdo de &cido acético
glacial 3% por 5 minutos e incubadas em solucao de Alcian Blue 1%, pH 2,5
em solucéo de acido acético glacial 3% durante 40 minutos a 40°C. O material
foi lavado na mesma solucdo tampdo, seguida de uma lavagem em agua
destilada. Para contra coloracao utilizou-se a solucéo de fast red 0,5% por 2
minutos e, posteriormente, as laminas foram lavadas em &gua destilada
(BANCROFT; COOK, 1994).

3.4.3.3 Tricromico de Masson

As laminas ficaram submersas em solucdo de Bouin em estufa a 60°C
por uma hora, que se seguiu de resfriamento até a temperatura ambiente.
Depois deste procedimento, foram lavadas em agua corrente por 15 minutos e
rapidamente em &gua destilada. Apds esta etapa, as laminas foram
posicionadas em suporte de coloracdo e os corantes aplicados sobre as
mesmas na seguinte ordem: hematoxilina férrica por 5 minutos, lavagem em
agua corrente por 5 minutos e depois em agua destilada; fucsina acida
adicionada de ponceau por 10 minutos, lavagem em agua corrente por 1
minuto e depois em agua destilada; acido fosfomolibdico a 5% por 5 minutos
até o clareamento dos cortes, lavagem em agua corrente e agua destilada
rapidamente; azul de anilina a 0,5% por 5 minutos, lavagem em agua corrente

e agua destilada rapidamente; acido acético por 1 minuto (LUNA, 1968).

3.4.3.4 Azul de Toluidina

As laminas histolégicas permaneceram 2 minutos em Azul de Toluidina

1% e foram lavadas em agua corrente (TOLOSA et al., 2003).
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Para as técnicas histoquimicas de PAS e AB pH 2,5, trés cortes
histolégicos do corno uterino foram selecionados e submetidos a avaliagdo, em
microscopia de luz, identificando-se a presencga ou auséncia de marcacao das
substancias quimicas determinadas por cada técnica, em microscopio Optico
(Olympus BX 50) nas objetivas de 20x e 40x. Quando da presenca de
marcacdao, a analise da secrecao foi avaliada segundo a seguinte classificacao:
grau 1 - auséncia de marcacao das células secretoras; grau 2 - marcagao
discreta das células secretoras, ou em quantidades minimas no lumen; grau 3 -
marcacao moderada das células secretdrias, ou em quantidades moderadas no
[imen; grau 4 - marcacao intensa das células secretdrias, ou em quantidades
intensas ino lumen.

A avaliacdo histologica com Tricromico de Masson foi realizada em
microscopia de luz, identificando-se a presenca ou auséncia de marcacdo. A
presenca de mastocitos no utero foi identificada pela coloragdo metacromatica
caracteristica dos granulos secretorios corados pelo Azul de Toluidina. Os
compartimentos teciduais usados para avaliar a distribuicdo dos mastoécitos
foram endométrio e miométrio. Para determinar a distribuicdo numérica de

mastocitos/mmz, foram avaliados 5 campos por amostra histologica.

3.4.4 Analise Estatistica

Para a analise da intensidade de secrecao pelas diferentes coloracoes,
aplicou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras independentes
(TRIOLA, 2013). A analise dos dados foi realizada no programa computacional
de acesso livre R (R Development Core Team, 2011). As analises foram

consideradas significativas quando o valor de p foi 0,05.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram observadas marcacfes para a coloragdo de Tricrdmico de

Masson na regido periglandular, em ambos 0s grupos, o que demonstrou que o
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tratamento crénico com MPA utilizado ndo causou fibrose periglandular no

Gtero nas cadelas (Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografias de cortes transversais do Utero de cadelas pré-puberes tratadas
com acetato de medroxiprogesterona, do nascimento aos 6 meses de idade, submetidos
ao método de Tricrébmico de Masson (A = grupo C, B = grupo MPA. As setas indicam as
glandulas endometriais) e ao método de Azul de Toluidina (C = grupo MPA, D = grupo C.
As setas indicam os mastdcitos). Barra de escala = 20um.

A fibrose é um dos principais elementos da reacdo tecidual, sendo,
portanto, importante a determinacdo de seu arranjo, localizagdo e composicao
para se avaliar o grau de comprometimento do endométrio. Nestas lesdes, a
deposicdo de colagenos ocorre mais comumente ao redor das glandulas, ou
associada a membrana basal (KENNEY; DOIG, 1986). Essa alteragéo
compromete a integridade e a funcdo das glandulas endometriais, estruturas

necessarias desde o periodo de pré-implantacdo embrionaria até o
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desenvolvimento placentario completo. Nas glandulas fibroticas, o epitélio se
diferencia irregularmente, além de haver modificagdo das secrecdes
glandulares (WALTER et al., 2001). Altas doses de acetato de
medroxiprogesterona ou de progesterona, ou a exposicdo repetida ou
prolongada em cadelas adultas levam a quadros de hyperplasia cistica
endometrial, com proliferacdo das glandulas endometriais e dilatagdo cistica
das mesmas, com acumulo de fluido no lamen uterino (Sokolowski e
Zimbelman, 1974), sendo a fibrose um achado frequente (Dow, 1959). Assim, a
auséncia de fibrose periglandular observada no presente estudo indica que o
tratamento crébnico com MPA em cadelas pré-puberes possivelmente nao
comprometeria a fertilidade destes animais, na fase adulta, no que diz respeito
a presenca ou nao de fibrose. De acordo com Van Cruchten et al. (2004), os
padrdes de proliferacdo endometrial em cadelas ciclicas e sua relagdo com as
concentracbes dos receptores de esterdides permanece desconhecida.
Possivelmente em cadelas pré-puberes esta relacdo também nédo seja
conhecida, embora haja expresséo de receptores para progesterona e estradiol
no utero de cadelas pré-puberes (COOKE et al., 2012).

Nenhuma cadela, em ambos 0s grupos, apresentou hiperplasia cistica
endometrial (HCE) e presenca de conteudo no interior do [limen uterino, apesar
do tratamento crénico com MPA, com duracdo de 6 meses. Este resultado
difere dos achados de Dhaliwal et al. (1999), e de Kooistra et al. (1997), que
verificaram a ocorréncia de HCE em cadelas adultas, tratadas por 5 ou 13
semanas, com o0 mesmo protocolo do presente estudo. Em cadelas adultas,
ciclicas, HCE € um achado anormal, porém frequente no Utero, sendo mais
frequente nas fémeas idosas, cujo Utero foi exposto a estimulos repetidos e
crbnicos da progesterona pela ocorréncia de diversos ciclos estrais (DE
BOSSCHERE et al.,, 2001). A auséncia de HCE nas cadelas deste estudo
provavelmente se deve a imaturidade do sistema reprodutor das cadelas, as
guais estavam em fase de crescimento e desenvolvimento do sistema
reprodutor, ndo apresentando glandulas endometriais totalmente desenvolvidas
e responsivas a progestagenos, apesar da expressdo de receptores para
progesterona no Utero de cadelas pré-puberes (COOKE et al., 2012).

Foi observada maior quantidade de mastocitos presentes no Gtero na

regido do miométrio em relacdo ao endométrio, em ambos 0S grupos.
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Entretanto, houve diferengca entre grupos em relacdo a quantidade de
mastocitos no miométrio, mas ndo no endométrio. Além disso, o ndmero de
mastdcitos no utero foi maior nos animais do grupo MPA do que no C (Tabela
1) (Figura 1). Os mastdcitos encontrados no endométrio foram observados no
estroma adjacente as glandulas endometriais, mas eles eram ausentes no
epitélio. J& no miométrio estes foram encontrados no interior, entre os feixes

musculares e em torno dos vasos sanguineos.

Tabela 1. Distribuicdo de mastocitos/mm2 no miométrio e endométrio de
cadelas pré-puberes, tratadas com acetato de medroxiprogesterona do
nascimento aos seis meses de idade, pela coloragéo de Azul de Toluidina.

Grupo Miométrio Endométrio Utero
MPA 2,5 Aa 0,2 Bb 3,2A
C 1,4 Ba 0,0Bb 16B

Medianas seguidas por letras mailsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de
Wilcoxon (p<0,05). Medianas seguidas por letras mindsculas distintas na linha diferem entre si
pelo teste de Wilcoxon (p<0,05).

Outros pesquisadores também relataram a presenca de mastocitos no
utero de mamiferos (JONES; DUVALL; GUILETTE, 1980; BRANDON; EVANS,
1983, DRUDY; SHEPPARD; BONNAR, 1990, 1991). Similarmente ao
encontrado no presente estudo, foi observada menor quantidade de mastécitos
no endométrio quando comparado ao miomeétrio em ratas e cabras (KARACA;
YORUK; USLU, 2007, KARACA et al., 2009). Da mesma forma, Milne et al.
(2001) demonstraram que o miométrio humano tratado com progestageno
contém um maior numero de mastécitos quando comparado com o
endométrio, mas os autores ndo observaram diferenca significativa na
guantidade de mastdcitos 24 ou 48 horas ap0s a retirada do progestageno.

Estudo recente demonstrou que a presenca de mastdcitos no Utero de
cadelas esta significativamente relacionada com a concentragdo plasmatica de
progesterona e com as diferentes fases do ciclo estral (GOERICKE-PESCH et
al., 2010). Além disso, alguns pesquisadores também observaram um aumento
no nimero de mastocitos durante a fase progestacional do ciclo e um declinio
devido a acdo dos estrogenos (MARASPIN; BO, 1971). De fato, dentre as
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funcBes conhecidas para os mastocitos presentes no Utero, tem-se a alta
liberacdo de histamina durante o periodo de implantacdo embrionaria (BATTH,;
PARSHAD, 2000). Isso ocorre num periodo do ciclo reprodutivo em que as
concentracfes plasméaticas de progesterona sao altas, o que justifica a grande
guantidade de mastécitos observada nas cadelas do presente estudo, que
embora fossem fémeas pré-puberes, tinham seu Utero impregnado por MPA, o
gual possui meia-vida longa, de 24 horas, e potente atividade progestacional
(WILLIAMS; STANSEL, 1996; ROMAGNOLI; SONTAS, 2010).

Em ambos os grupos, foram encontradas apenas marcacdes graus 1
(ausente) e 2 (discreta) para PAS, e ndo houve diferenca na intensidade de
secrecdo uterina entre grupos com relacado aos graus encontrados (Figura 2).
Entretanto, o grupo MPA apresentou maior intensidade de secregao uterina
(gr au 2) em r el a- «®05).aCom @lagipan AR pH(2/H.OCem
ambos os grupos também foram encontradas apenas marcacoes de graus 1
(ausente) e 2 (discreta), sem diferenca entre grupos com relacéo a intensidade
de secrecdo uterina ( p O 0 (TabsIa 2) (Figura 2).

Tabela 2. Medianas das intensidades (graus 1 e 2) de marcacao no utero de
cadelas pré-puberes, tratadas com acetato de medroxiprogesterona do

nascimento aos seis meses de idade, pelas coloracdes de PAS e AB pH 2,5.

Coloracao PAS AB pH 2,5
Grupo Grau 1 Grau 2 Grau 1l Grau 2
MPA 0,0Aa 2,0Ab 0,5Aa 1,0Aa
C 0,5Aa 1,0Aa 0,0Aa 2,0Aa

Medianas seguidas por letras mailsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de
Wilcoxon (p<0,05). Medianas seguidas por letras minUsculas distintas na linha diferem entre si
pelo teste de Wilcoxon (p<0,05).

Fisiologicamente, o endométrio sob o estimulo da progesterona se
hipertrofia devido a aumento no nimero e no tamanho de suas glandulas, que
aumentam suas atividades secretoras, e um fluido estéril pode se acumular no
[imen do (tero. Essas respostas as ag¢Bes hormonais podem ser mais

exacerbadas com o uso de progestageno exégeno (DE BOSSCHERE et al.,



41

2001; DE BOSSCHERE et al., 2002; RAGNI, 2005 ; PRETZER, 2008), como o
acetato de medroxiprogesterona, um progestageno cujas a¢fes sdo similares
as da progesterona. Nas cadelas do grupo MPA, apl6s 24 semanas de
tratamento, a maior intensidade de secrecao uterina (grau 2) pelo PAS em
relacdo ao grupo C (p<0,05), provavelmente deveu-se a responsividade dos
receptores de progesterona presentes nas glandulas endometriais (COOKE et
al.,, 2012),gue mesmo ap:-s prolongado trata
down-regulation causada pelo excesso de hormonio circulante, como descrito
por De Bosschere et al. (2002) para cadelas adultas. Por outro lado, a auséncia
de intensidades de secrecao uterina graus 3 e 4 pode ser justificada caso as
cadelas tenham sofrido a down-regulation, impedindo a maior secrecéo
glandular, ou pela idade dos animais, pré-puberes, e em pleno
desenvolvimento corporal. Cadelas de ambos os grupos foram igualmente

marcadas pelo AB pH 2,5.

N

Figura 2. Fotomicrografias de cortes transversais do Utero de cadelas pré-puberes
tratadas com acetato de medroxiprogesterona, do nascimento aos 6 meses de idade,
submetidos ao método de PAS (E = grupo MPA, F = grupo C) e ao método de AB pH
2,5 (G = grupo MPA, H = grupo C. As setas indicam a intensidade de secrecdo nas
glandulas endometriais). Barra de escala = 20um

ment o

C
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3.6 CONCLUSAO

Conclui-se que cadelas pré-puberes com ablacdo parcial da
adenogénese uterina apresentam minima atividade secretdria uterina, auséncia
de fibrose periglandular e maior presenca de mastécitos no miométrio em

relacdo ao endométrio.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo deste trabalho, constatou-se que cadelas pré-puberes
submetidas a aplicagcbes seriadas de acetato de medroxiprogesterona, e
apresentando ablacdo parcial da adenogénese das glandulas endometriais,
apresentam minima atividade secretOria uterina, e auséncia de fibrose
periglandular. Nao foi possivel determinar se esta minima atividade secretoria
se deveu ao fato de as cadelas serem pré-puberes, ou seja, com o sistema
reprodutor imaturo, ou se sofreram inibicdo de sua atividade secretdria pelo
tratamento crénico com o progestageno utilizado.

Estudos in vivo, avaliando a fertilidade das cadelas tratadas com MPA
por meio de acasalamentos com machos de fertilidade conhecida, poderiam
esclarecer se a fertilidade destas fémeas cadelas com ablacdo parcial da

adenogénese uterina foi afetada ou nao.
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