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TAMANHO DA AMOSTRA PARA ESTUDO DA PRQPOR(;AO VOLUMETRICA DOS
CONSTITUINTES DO CORPO LUTEO BOVINO
(Soybean oil replaced by acidulated soapstock in broiler diets)

NEVES, M.M.; MARQUES JR,, A.P.
Escola de Veterinaria — UFMG, e-mail: ampinho@dedalus.lcc.ufmg.br.

RESUMO - O objetivo deste estudo foi estabelecer o nimero de campos histolégicos
necessarios para quantificar os componentes celulares do corpo luteo bovino. Para os
parametros citoplasma das células luteinicas, nucleo das células luteinicas e fibroblasto séo
necessarios 30 campos, enquanto que para células endoteliais e pericito sdo necessarios
35, podendo-se padronizar a técnica em 35 campos e 875 pontos por corpo luteo.
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ABSTRACT - The purpose of this study was to determine the number of fields necessary for
the quantification of the cell types of the bovine corpus luteum. A total of 30 fields is
necessary for the quantification of the luteal cell cytoplasm, luteal cell nuclei and fibroblast,
and 35 fields for the quantification of endothelial cells and pericycles. For the analysis of both

parameters is recommended the study of 35 fields and 875 points per corpus luteum.
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Introdugao

O corpo luteo, uma glandula enddcrina
efémera, é essencial para a manutengao da
gestagao em bovinos (NISWENDER et al.,
1994). A progesterona, seu principal produto
de secregdo, exerce efeitos biolégicos
importantes em tecidos-alvo como o
hipotalamo, a hipdfise, o sistema reprodutor
feminino e a glandula mamaria, controlando
a duracdo do ciclo estral e propiciando
condicbes uterinas satisfatérias para o
desenvolvimento do concepto (SMITH et al.,
1994; WILTBANK, 1998).

O corpo luteo é constituido por células

heterogéneas com caracteristicas
bioquimicas e morfologicas distintas,
classificados como células

esteroidogénicas e nao-esteroidogénicas
(PARRY et al., 1980; FARIN et al., 1986).

No parénquima luteal bovino foram
identificadas duas populagdes distintas de
células esteroidogénicas (WEBER et al.,
1987; O'SHEA et al., 1989) denominadas
células luteinicas menores e luteinicas
maiores, com base na razao
citoplasma:nucleo e quantidade de
organelas citoplasmaticas (PARRY et al.,
1980; SMITH et al., 1994).

Além das células parenquimais, o corpo
luteo possui células que compdéem o
tecido conjuntivo, como fibroblastos, e
tecido wvascular, no qual incluem-se
células endoteliais e pericito de vasos
sanguineos e linfaticos. Também no corpo
luteo podem ser encontradas células de
defesa como macrofagos, linfocitos e
eosindfilos (GAYTAN et al., 1997).

A quantificagdo dos constituintes
celulares do corpo luteo bovino é de dificil
analise, devido sua alta variabilidade
individual. E necessario uma avaliagdo
multipla de resposta, estabelecendo-se a
média das repeti¢des obtida no individuo.
Para isso, técnicas experimentais devem
ser utilizadas visando otimizar o numero
de campos histolégicos a serem lidos, que
caracterizem bem o individuo e tornem
mais eficiente a analise dos resultados.

O objetivo deste trabalho foi
estabelecer o numero de campos
necessarios para quantificar os tipos
celulares do corpo luteo bovino.

Material e Métodos

Utilizou-se ovario com corpo luteo de
vaca zebu coletado em frigorifico da
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Regido Metropolitana de Belo Horizonte-
MG, para determinagdo do numero de
campos histologicos no estudo da
proporcao volumétrica do corpo luteo.

O corpo luteo foi reduzido a cortes
finos, obtendo-se 3 cortes
representativos do érgdo (GRAFICO 1).
Os cortes foram fixados em solugédo

saturada de Bouin, desidratados em
passagens sucessivas de solugbes de
alcool em concentragdes crescentes
(70%, 80%, 90% e absoluto),
diafanizados em xilol e incluidos em
parafina, cortados a 5um de espessura
e corados pela hematoxilina-eosina.

GRAFICO 1 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DOS CORTES DE CORPO LUTEO BOVINO
UTILIZADOS NA PROPORGAO VOLUMETRICA, 2002.
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A proporcao volumétrica do corpo luteo
foi obtida pelo método estereométrico,
utilizando-se Ocular Integradora Zeiss
KPL10X, com reticulo de cinco linhas
horizontais e 25 pontos equidistantes,

acoplada a uma objetiva de 40X. Foram
examinados 3 ldminas e 80 campos por
lamina, escolhidos ao acaso em varredura
horizontal, resultando em 240 campos e
6000 pontos avaliados.

GRAFICO 2 - DETEBMINA(}AO DO TAMANHO DA AMOSTRA PARA CONTAGEM DO
PARAMETRO CITOPLAMA DAS CELULAS LUTEINICAS DO CORPO LUTEO

BOVINO, 2002.
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Dos valores obtidos pela contagem,
foram calculadas 10 médias para cada
numero de campos amostrados ao acaso
(n = 5, 10, 15, 20, ...70) e para cada
conjunto de médias por campos
amostrados foram calculadas as médias e
os desvios-padroes.

Os componentes teciduais
analisados foram citoplasma das
células luteinicas, nucleo das células
luteinicas, fibroblasto e células
endoteliais e pericito.

Resultados e Discussao

A instabilidade dos campos contados
para o parametro citoplasma das células
luteinicas diminui a partir dos 30 campos,
como mostra o0 GRAFICO 2. A partir deste
nuamero, os resultados ndo se alteraram,
dispensando o estudo de um n maior que
30 campos. Em relagdo ao nucleo das
células luteinicas, o numero de campos
necessarios para se obter uma resposta
satisfatoria foi de 30 campos (GRAFICO 3).

GRAFICO 3 - DETERMINACAQ DO TAMANHO AMOSTRAL PARA CONTAGEM DO NUCLEO DAS
CELULAS LUTEINICAS DO CORPO LUTEO BOVINO, 2002.
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Fibroblasto é o constituinte celular
predominante nas avalia¢des histologicas,

apresentando altas meédias quando
comparado aos outros constituintes
histolégicos. O numero de campos

estabelecido para este parametro foi de
30 campos (GRAFICO 4). Células
endoteliais e pericito foi o unico para o
qual necessitou-se de 35 campos
histolégicos para obtengdo do melhor
resultado (GRAFICO 5).

Pontos retratando variagdo reduzida
antes da manifestacdo da estabilizagédo
final, como mostra no Grafico 3 (n=10),
podem eventualmente acontecer devido
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ao grande numero de valores repetidos
entre os 6000 pontos, quando o n for
reduzido.

As médias dos tamanhos amostrais ndo
devem sofrer alteracdo, considerando-se
que o0s campos provém da mesma
populacéo. Os desvios-padroes,
entretanto, passam a diminuir &8 medida
que o numero de campos aumenta,
alcangcando a estabilidade grafica em
valores distintos de n. Quando a
estabilidade ¢é alcangada, nao ha
necessidade de acréscimo no tamanho
amostral para caracterizar a resposta
individual (SAMPAIO, 1998).
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GRAFICO 4 - DETEBMINAQZ\O DO TAMANHO DA AMOSTRA PARA CONTAGEM DO
PARAMETRO FIBROBLASTO DO CORPO LUTEO BOVINO, 2002.
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DHARMARAJAN et al (1988), luteo (FARIN et al., 1986; SCHWALL et
analisando corpos Iuteos de coelhas al., 1986; FARIN et al., 1988), porém o
pseudogestantes, verificaram 0s uso da Ocular Integradora é o método
constituintes luteais avaliando 670 pontos mais indicado para a microscopia de luz,
por corpo ldteo. Outras analises com cortes do tecido luteal na espessura

morfométricas podem ser empregadas na
quantificagdo dos constituintes do corpo

de 5um.

GRAFICO 5 — DETERMINACGAO DO TAMANHO DA AMOSTRA PARA CONTAGEM DO
PARAMETRO CELULAS ENDOTELIAIS E PERICITO DO CORPO LUTEO
BOVINO, 2002.
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Conclusao

No estudo da proporgéo volumétrica do
corpo luteo bovino s&do necessarios 30
campos histolégicos para quantificar

campos para células endoteliais e pericito,
recomendando-se padronizar a técnica
em 35 campos e 875 pontos.
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