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LOURENCAO, J. A. C. Analise histopatolégica, morfométrica e imunohistoquimica de
cotilédones fetais ovinos oriundos de embrides transferidos coletados no momento do
parto. Botucatu, 2016. 97p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Devido a sua facilidade de manejo, a espécie ovina € um modelo experimental para
estudos nas areas de cirurgia, obstetricia e reproducdo animal. A préatica da transferéncia
de embrido vem sendo aperfeicoada visando a selecdo de animais geneticamente
superiores. A estrutura placentéria permite trocas gasosas, metabdlicas e transporte de
nutrientes, tornando-se responsavel pelo desenvolvimento fetal. O presente estudo teve
como objetivo relacionar a técnica de TE as alteragdes morfoldgicas e analisar receptores
de estrogeno alfa (ER-a), beta (ER-B) e progesterona (PR). Foram utilizados 20 animais,
0s quais foram divididos em dois grupos, 10 (TE) e 10 (controle). Foram colhidos 4
cotilédones de cada animal e o material foi fixado em formalina tamponada com pH 7,4
para inclusdo em Paraplast® e glutaraldeido para historesina. As amostras foram
seccionadas a 4um e coradas em HE, que apos andlise prévia foram encaminhadas para
coloragdo especifica, PAS, tricbmico de masson, von kossa e Perl. Para a analise
morfométrica utilizou-se trés amostras de cada animal de ambos 0s grupos, analisados da
base ao apice da microviloside no aumento de 400X em 10 campos. Para o estudo de
receptores, seis cotilédones de seis animais de ambos os grupos foram selecionados,
analisados e contados por trés observadores em 10 campos por amostra. No presente
estudo observou-se trombo arterial e venoso, esclerose, aderéncia de fibrina,
espessamento endotelial, hialinizacdo de vasos e infiltrados inflamatérios, tais alteracdes
foram evidentes nas arvores vilosas priméarias do grupo TE. Na regido do epitélio
cotiledonario, encontrou-se acumulo de hemossiderina, células trofoblasticas binucleadas
(CTBs), micronucleo, condensacdo citoplasmatica e nuclear nas CTBs, e projectes
citoplasmaticas apicais. Ainda no epitélio observou-se presenca de fosfato de calcio, os
quais também foram identificados na regido do cério, também no espaco interviloso foi
observado sangue extravasado. Essas caracteristicas foram encontradas em ambos 0s
grupos. Entretanto, na analise morfométrica houve diferenca estatistica entre as medidas
M2 e M3 (p<0,05), porém entre os grupos ndo houve diferenga estatistica. Para os
receptores estudados, apenas 0 ER-a mostrou-se ausente em todo epitélio trofoblastico
no grupo TE; ja no grupo controle a imunorreatividade foi fraca nas CTBs, porém positiva
(p<0,001). O ER-B e PR foram imunoexpressos em ambos 0S grupos, 0S quais nao
mostraram diferenca estatistica. Também constatou-se decréscimo das CTBs no grupo
TE, porém essa caracteristica foi observada independente dos receptores estudados
(p=0,013). Podemos concluir que as alteraces vasculares, bem como os infiltrados
inflamatdrios, sdo sugestivas de placentite, e as alteracfes encontradas no epitélio sdo
condizentes a maturidade e expulsdo da placenta no momento do parto. A diferenca entre
ER-a e ER-B possivelmente estdo relacionadas aos mecanismos fisiol6gicos no momento
do parto, e a auséncia de ER-a supostamente estd associada aos receptores de PR,
sugerindo uma regulacdo hormonal negativa.

Palavras-chaves: placenta, epitélio coribnico, vascularizacdo, ceélulas binucleadas,
receptores hormonais e ovelhas.



LOURENCAO, J. A. C histopathology, immunohistochemistry and morphometric fetal
cotyledons sheep coming from transferred embryos collected at moment of the birth.
Botucatu, 2016, 97p. Dissertation (Masters) — Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Due to its easy management, the ovine species are na experimental model for studies in
areas such as surgery, obstetrics and animal reproduction. The embryo transfer practice
has be perfected saiming the selecton of genetically superior animals. The placental
structures enables gas exchanges, metabolic exchanges and transporto of nutrientes,
becoming responsible for the fetal development. The objective of this study was to relat
the ET technique to the morphological changes, and to analyze estrogen alpha (ER-a),
beta (ER-B) and progesterone (PR) receptors. 20 animals divided in two groups, 10 (ET)
and 10 (control), were used 4 cotyledons from each animal were collected and the material
was fixed in buffered formaline with pH 7,4 for inclusion in Paraplast® and
glutaraldehyde for historesin. The samples were sectioned in 4 um and stained with HE,
which after previous analyses were forwarded to specific staning, PAS, masson’s
trichrome, von kossa and Perl. For the mophometric analyses, three samples of each
animal form both groups were used, they were analysed from base to the apex of the
microvillous at the magnification of 400X ib 10 fields. For the receptors study, six
cotyledons of six animals from both groups were used, they analyzed and counted in 10
fields per sample by three observers. In this study, arterial and venous thrombus,
sclrerosis, fibrina adhesion, endotelial thickening, hyalinizing vessels and inflammatory
infiltrades, were observed, such alterations were apparent in primary villous trees from
ET group. In cotyledondary epithelium region, accumulation of hemosiderin, binucleate
trophoblastic cells (BTC), micronucleus, cytoplasmatic and nuclear presence of calcium
phosphate was observed in the epithelium and wich was also indentified in the corium
region, and spilled blood was observed in the intervillous space. Those characteristics
were found in both groups. However, there were statical diferences between the
measurements M2 and M3 (p<0,05) in the morphometric analysis, although there was no
statistical difference between the groups. For the receptor studied, only ER-a was absent
from the  trophoblastic epithelium in the ET group; in the control group, the
immunoreactivity was weak in the BTC, although positive (p<0,001). ER-o and PR were
immunoexpressed in both groups, wich did no show statistical difference. A decrease of
BTC was detected in the ET group, this characteristic was observed regardless of the
receptors studied (p=0,013). We can conclude that vascular alterations, as well as
inflammatory infiltrades, suggest placentitis, and the alterations found in the epithelium
are consistente with maturity and expulsion of the placenta at moment of the birth. The
difference between ER-a and ER-J is possibly related to physiological mechanisms at the
moment of parturition, and absence of ER-a is supposedly associated to PR receptors,
suggesting down-regulation.

Keywords: placenta, chorionic epithelium, vascularization, binucleate cells, hormonal
receptors and sheep.
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1. INTRODUCAO

O rebanho ovino apresenta um potencial de reproducéo e producéo no Brasil. Sao
animais de pequeno porte que possuem facilidade de manejo e totalizam 17.614.454
cabegas no pais (IBGE, 2014). O ovino é modelo experimental aplicavel em estudos nas
areas da cirurgia, reproducdo animal e obstetricia humana dentre outras.

A placenta € um érgdo importante para 0 metabolismo e desenvolvimento fetal,
capaz de transportar nutrientes, permitir realizacdo de trocas gasosas, produzir horménios
coma a finalidade de manter a gestagdo. Sendo um 6rgéo transitério fundamental na
gestacdo, suas caracteristicas sdo amplamente estudadas devido a sua variagdo
morfoldgica entre as espécies.

Devido a sua importancia a placenta foi representada por Leonardo Da Vinci no
ano de 1510. No desenho é possivel observar estruturas que se assemelham a placenta de
ruminantes. Andreas Vesalius em De Humani Corporis Fabrica, em sua ilustracdo
caracterizou uma placenta do tipo zonéria envolvendo um feto humano. O termo placenta
foi denominada por Colombo (Realdus Colombus), anatomista de 1559, derivado do
latim “bolo achatado”, cujo desenho mostrava uma estrutura em forma de disco, similar
ao exibido por Spiglius em Formato Foetus (1626). Erasmo Darwin, avo de Charles
Darwin, naturalista e evolucionista, fez analogia da placenta com arcabouco similar ao
pulmao e branquias de peixes, referindo-se a vascularizacéo do tecido, comparando como
uma arvore necessitando de suas raizes e tronco vascularizado comparado um cordao
umbilical, com uma anatomia similar.

Em 1927, Grosser classificou pela primeira vez os diferentes tipos de placentas de
acordo com a barreira inter-hematica, recebendo a denominacdo de epiteliocorial,
sindesmocorial, endoteliocorial e hemocorial. Dez anos mais tarde, Mossman (1937),
definiu a placenta como 6rgdo justaposto aos tecidos maternos e fetais tendo como
objetivo o intercambio fisiolégico, entre ambos.

A principal caracteristica da placenta é a justaposicdo ao endométrio uterino,
contendo duas camadas teciduais funcionando como uma barreira seletiva principalmente
aos fatores imunologicos e facilitando a expulsé@o dos envoltdrios apos o parto. O periodo
gestacional da ovelha é de 140 a 153 dias, e sua placenta é caracterizada como
epiteliocorial, possuindo células trofoblasticas binucleadas que sdo capazes de migrar do
epitélio caruncular ao epitélio cotiledonario. Os tufos vilosos estdo conectados ao
endometrio constituindo os placentomas ou placentonios, tendo formatos de esferas

concavas, sendo extremamente vascularizados, e sua funcdo dependente do fluxo
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sanguineo materno e fetal (SCHOENAU, et al, 2005). Portanto, a placenta é um 6rgéo
temporario capaz de produzir horménios dentre outros elementos, tais como o lactogénio.
O presente estudo propde-se verificar possiveis alteracdes estruturais e receptores

hormonais através da imunohistoquimica, explorando a biotecnologia de transferéncia de

embrides (TE) em ovinos.
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Figura 1 llustragdo do utero contendo feto humano observando -se no detalhe (seta) e nos
esquemas adicionais estruturas de morfologia semelhante ao placentoma de ruminantes
(O’MALLEY E SAUNDERS, 2012).
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7. CONCLUSAO

No presente estudos conclui-se que as alteracdes vasculares estao relacionadas as
adaptacbes de ambiente fetal-uterino ou sdo causas de hipertensdo e os infiltrados
inflamatorios sdo sugestivos para placentite. Outros achados como as degeneracdes e
hiperplasias séo caracteristicas do mecanimos de expulsdo da placenta no momento do
parto. A variacdo da mensuracao e a caracteristica hiperplasica do epitélio em ambos os

grupos, sdo condizentes a eritrofagocitose, deslocamento e liberacdo da placenta e essa
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alteracdo deve-se a maturacdo placentaria nos momentos que antecedem o parto. O
presente estudo demonstrou que a diferenga da imunoexpressdo entre 0s receptores de
ER-a e ER-B do grupo TE que estdo relacionados ao mecanismo do parto e aos niveis de
horménios adrenocorticotroficos como prostaglandinas e cortisol, possuindo relacéo
direta com estrogenos livres. Porém a auséncia de ER-a em cotilédones de neonatos de
TE demonstraram regulacdo hormonal negativa, ja que os estrégenos livres sao
importantes para sintese de P4 e sdo produzidos principalmente pela glandula adrenal
fetal. O decréscimo de células binucleadas observadas no grupo TE, possuem
caracteristica de adaptacdo ao ambiente uterino, também devemos considerar o fato que
a placenta é pos-parto, a qual poderdo apresentar células com caracteristicas de morte

celular, sendo gue esta estrutura ndo possui funcéo apos a sua expulséo.
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