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COSTA, LF. Analise morfolégica e imunohistoquimica de placentas caninas
provenientes de eutocia e distocia. Botucatu, 2015. 58p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

RESUMO

A placentacgdo e o desenvolvimento das membranas fetais na espécie canina atualmente
sdo estudados de forma extensiva, ja que o conhecimento da morfologia da placenta
possibilita reconhecer corretamente alteragdes patoldgicas e sua possivel correlagdao
com a viabilidade neonatal. O presente estudo tem como objetivo a caracterizagdo
morfoldgica e imunohistoquimica de placentas de cadelas provenientes de eutocia e
distocia. Para o desenvolvimento deste experimento foram coletadas 80 placentas, de
acordo com o tipo de parto as placentas foram divididas em trés grupos experimentais,
GN (n=40) placentas obtidas de parto normal, GC (n=28) placentas obtidas de cesariana
e GAUP (n=12) placentas obtidas de cadelas em atonia uterina primaria. Fragmentos
lem x lem foram seccionados da regido préxima ao corddo umbilical e armazenados
em formol tamponado 10% durante 48 horas, a seguir, foram transferidos para alcool
70%, no qual permaneceram até o processamento para o estudo histopatologico e
imunohistoquimico. Foram reconhecidas areas de hemorragia, necrose, inflamagdo e
calcificacdo nas placentas dos trés grupos estudados. A hemorragia no parénquima
placentdrio foi identificada em todos os grupos experimentais, ndo apresentando
diferenca significativa. A necrose evidenciada junto a face materna foi uma constante
nos grupos avaliados, entretanto foram observados na regido lamelar focos e areas de
necrose no GC e GAUP, porém estes achados ndo foram estatisticamente relevantes
quanto a compara¢do ao GN. A inflamacdo foi raramente observada no GN, esteve
pouco presente no GC e predominou nas amostras placentarias do GAUP. Os focos de
calcificacdo identificados foram mais notérios no GC e GAUP. Nos grupos estudados
foram observadas alteragdes discretas quanto a integridade histoldgica dos hematomas
marginais. Nas placentas GN a imunomarca¢do para vimentina mostrou-se intensa e
homogénea em toda zona lamelar, fato ndo ocorrido nas placentas GC e GAUP, que
apresentaram a imunomarcagdo caracterizada pela variacdo da intensidade. Para
citoqueratina ndo houve diferenga na andlise da imunomarcacdo dos trés grupos
experimentais. A expressdo de RP nas placentas GN e GC foi intensa, ja GAUP
demonstrou expressao fraca ou auséncia de expressdo. Nas condi¢des em que este
trabalho foi realizado utilizando a técnica de imunohistoquimica, ndo foi possivel a
deteccao de REa nas placentas dos trés grupos experimentais Conclui-se que as
alteracdes morfoldgicas encontradas nas placentas provenientes de eutocia e distocia,
embora nunca antes mencionadas em literatura, podem ser consideradas como achados
fisiologicos para a placenta da espécie em estudo. A expressdao de receptores para
progesterona em placentas provenientes de atonia uterina ¢ fraca ou ausente quando
comparada a intensa expressao encontrada nas placentas provenientes de parto normal e
cesarea. Placentas caninas a termo podem ndo expressar receptores para estrogeno o.

Palavras-chave: labirinto placentario, hematoma marginal, andlise histologica,
vimentina, citoqueratina, receptor de progesterona, receptor de estrogeno.
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COSTA, L.F. Morphological and immunohistochemical analysis of canine placentas
from eutocia and dystocia. Botucatu, 2015. 58p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

ABSTRACT

Placentation and the development of fetal membranes in dogs are currently studied
extensively, since the knowledge of morphology of the placenta enables properly
recognize pathological changes and its correlation with neonatal viability. We aimed to
characterize morphologically and immunohistochemically placentas of bitches from
eutocia and dystocia. For that 80 placentas were collected and classified according to
the type of delivery into three experimental groups,GN (n = 40) placentas obtained from
normal delivery, GC (n = 28) placentas obtained from cesarean section and GAUP (n =
12) placentas obtained from bitches with uterine atony. lcm x 1cm pieces were cut from
the region near the umbilical cord and stored in 10% buffered formalin for 48 hours
following, were transferred to 70% alcohol, which remained until processing for
histopathological and immunohistochemical study. In this research, areas of
hemorrhage, necrosis, inflammation and calcification were observed in the placentas in
all three groups. Hemorrhagic areas were identified in the placental parenchyma in all
groups, without significant difference. The evident necrosis in the placenta maternal
face was constant in the groups, we observe areas and spots of necrosis in the lamellar
region in GC and GAUP, but those findings were not statistically significant when
compared to GN. Inflammation was rarely observed in the GN and it was observed in a
few samples in the GC, however it was predominant in samples from GAUP.
Calcification spots were observed in GC and GAUP. In the studied groups, discrete
alterations were observed when histological integrity of marginal hematomas was
evaluated. In GN the immunostaining for vimentin proved to be intense and
homogeneous throughout lamellar zone, however this was not observed in GC and
GAUP, which presented immunostaining characterized by variation of intensity. For
cytokeratin there was no difference between experimental groups. The RP expression in
GN and GC was intense, but GAUP samples had weak or absent expression. In the
conditions in which this work was carried out using the immunohistochemical
technique, we could not detect REa in placentas in all three experimental groups. We
conclude that most of morphological changes observed in placentas from bitches in
eutociaor dystocia, although never before mentioned in literature, can be considered as
physiological findings. The expression of progesterone receptors in placentas from
bitches in uterine atony is weak or absent when compared to the intense expression
found in placentas from normal and cesarean delivery. Estrogen a receptors expression
wasn’t observed in this study.

Keywords: placental labyrinth, marginal hematoma, histological analysis, vimentin,
cytokeratin, progesterone receptor, estrogen receptor.



1. INTRODUCAO

A industria pet brasileira ocupa o segundo lugar absoluto no mercado mundial. O numero
de cdes no pais chega a 52,2 milhdes, equivalente a 1,8 cachorro por domicilio (IBGE, 2014).
Inicialmente as pesquisas pertinentes a reproducdo animal, eram direcionadas aos animais de
producao, com a evolugdo do vinculo entre o cdo e o homem, os estudos relacionados a esta espécie
tornaram-se mais relevantes (ARALLA et al., 2013).

A placentacdo e o desenvolvimento das membranas fetais na espécie canina atualmente
sdo estudados de forma extensiva, ja que o conhecimento da morfologia placentaria possibilita
reconhecer corretamente suas alteragdes patoldgicas e a possivel correlagdo com a viabilidade
neonatal (MIGLINO et al., 2006; ARALLA et al., 2013).

As cadelas possuem particularidades reprodutivas quando comparadas a outras espécies
domésticas, sao monoéstricas ndo sazonais, ciclos estrais separados por um intervalo que varia de
4 a 9 meses e a gestacdo se desenvolve por um periodo de 65 +1 dias apds o pico de LH
(CONCANNON, 1977; BANKS, 1992; LUZ, 2004).

A placenta ¢ uma estrutura complexa, formada a partir da unido das membranas fetais
com o endométrio. Existente somente nos mamiferos, ¢ considerada um 6rgdo de transi¢do
presente apenas no periodo gestacional, tendo por funcdo a ligacdo entre a mae e feto para
promover suprimento de oxigénio e nutrientes, remog¢do de detritos metabodlicos, producio e
secrecdo de hormonios, fatores de crescimento fetal e regulagdo do ambiente uterino do feto
(PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Na cadela, esta ¢ classificada como endoteliocorial, pois apenas o endotélio separa o
sangue materno do tecido fetal, j4 que durante o periodo de implanta¢do o epitélio e o tecido
conjuntivo desaparecem (BANKS, 1992). Como zonaria, com base na localizagdo central dos
embrides e por possuir uma faixa onde as vilosidades corionicas se agrupam semelhante a uma
cinta, também considerada do tipo invasiva, visto que o trofoblasto dos embrides contém
sinciciotrofoblasto, que interfere no estabelecimento das conexdes com o sangue materno e
deciduada, pois ha perda de tecido materno no parto (HAFEZ; HAFEZ, 2004; LACROIX, 2004;
FURUKAWA et al., 2014).

Sabe-se que a placenta tem capacidade de produzir e secretar hormonios, além de possuir
receptores hormonais. Os principais hormonios reguladores da fungdo e crescimento do trato
reprodutivo da fémea sdo a progesterona e o estrogeno cuja agao ¢ mediada pela interagao
especifica com seus receptores intracelulares, entretanto, a presenca destes receptores na placenta

canina ainda nao esta bem estabelecida (VEIGA et al., 2009; ITHURRALDE et al., 2013).



Diante do exposto, propde-se aprimorar o entendimento acerca das estruturas e fungdes
placentarias, para tanto, objetiva-se com o presente estudo a caracterizagdo morfologica e

imunohistoquimica de placentas caninas provenientes de eutocia e distocia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Placentagdo na espécie canina

O processo de placentacdo ¢ caracterizado pela formagdo e unido das membranas fetais
ao endométrio, tendo inicio apds o periodo de implantagdo do embrido no utero, havendo
crescimento externo do mesoderma extra-embrionario a partir do trofoblasto e posterior
migracdo entre o trofoectoderma e endoderma (DELLMANN, 1982; HAFEZ; HAFEZ, 2004;
PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2006).

De acordo com Hyttel et al. (2012) na cadela a placentacdo tem inicio entre o 14° e 18°
dia de gestagdo. Nesta espécie a descricdo do evento da placentacdo desperta interesse em
muitos autores, ja que ha uma especifica realizada por Leiser e Koob (1993) e Miglino et al.
(2006) para o gato doméstico.

Embora a placenta em todos os mamiferos tenha sempre as mesmas fungdes e sua
constitui¢do basica seja o endométrio e as membranas fetais, existem diferengas entre as espécies
que determinam os varios tipos de classificacdes, que incluem o grau de implantacdo no
endométrio, a distribui¢do do contato, as membranas extra-embriondrias, configuragdo da
conexao coridnica, combina¢dao dos tecidos maternos e fetais e o desenvolvimento inicial do
trofoblasto (BANKS, 1992; HYTTEL et al., 2012). Segundo Furukawa et al. (2014), a melhor
forma para realizar a descricdo dos diferentes tipos de placentacdo ¢ basear-se em sua
composi¢do histologica, de acordo com este sistema os trés tipos principais sdo: epiteliocorial
(equinos, suinos e ruminantes), endoteliocorial (carnivoros) e hemocorial (primatas, roedores).

A placenta é composta por varios elementos teciduais, porém as estruturas consideradas
funcionalmente mais importantes sdo o sangue em circulagdo e o trofoblasto (DELLMANN,
1982). O sangue materno e fetal ndo entram em contato direto, mas sdo muito proximos na
regido da unido do corion com o endométrio para a passagem de nutrientes e gases, na cadela o
fluxo sanguineo placentario € caracterizado como corrente cruzada (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O trofoblasto ¢ essencial durante a vida uterina, pois desempenha papel na ancoragem do

embrido no tutero, realiza trocas metabdlicas e gasosas, nutre, promove defesa contra patogenos,



confere prote¢do contra o sistema imune materno, entretanto ¢ expelido durante o parto como
parte da placenta (HYTTEL et al., 2012).

A placenta cresce rapidamente e modifica de tamanho, formato e estrutura interna ao
longo do periodo gestacional (DELLMANN, 1982). Com o desenvolvimento embrionario o
trofoblasto funde-se com a membrana interna de células da mesoderme, originando o corion, que
envolve externamente todo o embrido e as outras membranas fetais: o Amnion, o saco vitelino e
o alantdide, que constituem os anexos embrionarios (PRESTES; LANDIM-ALVARENGA,
20006).

O amnion ¢ a membrana fetal que menos se modifica nos mamiferos, ¢ composto por
duas camadas celulares, o epiblasto derivado da camada ectodérmica e mesoderma embrionario
ndo vascular, esta membrana confere ao concepto protegdo mecanica, permite o crescimento
fetal e protecdo contra adesdo. O saco vitelino tem origem endodérmica, sendo responsavel pela
nutricdo inicial do embrido. J4 o alantdide, de origem endodérmica, ¢ responsdvel pela
hematopoiese inicial e de seus vasos sanguineos se originam os vasos umbilicais (PRESTES;
LANDIM-ALVARENGA, 2006; HYTTEL et al., 2012).

Em sintese, a estrutura histoldgica dos anexos embrionarios ndo difere muito de uma
membrana epitelial que reveste, protege, secreta e absorve, pois também estd apoiada
troficamente a um tecido conjuntivo vascularizado que lhe permite ampla difusao (WOODING;
FLINT, 1994).

Na espécie canina, amostras uterinas coletadas antecedendo o 10° dia de gestagdo ndo
apresentam qualquer evidéncia de estrutura placentaria. Nesta fase o blastocisto ¢ desprovido de
zona peltcida e flutua livre pelo limen uterino, que apresenta epitélio tipico de diestro, exibindo
células epiteliais colunares altamente vacuolizadas (MIGLINO et al., 2006; ARALLA et al.,
2013).

Conforme descrito por Aralla et al. (2013), o saco vitelino na fase inicial da gestagdo ¢
fino e composto por duas camadas, sendo o epitélio plano de origem endodérmica e uma camada
de vasos sanguineos primitivos, 0 amnio apresenta-se composto por duplo epitélio desprovido de
vascularizagao, ja o alantoide ndo ¢ distinto nesta fase.

No 14° dia gestacional ¢ expressiva a penetra¢do do trofoblasto no epitélio endometrial,
iniciando a forma¢do do labirinto placentario, o dmnion totalmente fechado com pequena
quantidade de liquido translicido reveste o embrido, o alantdéide mostra-se presente, a cinta
placentaria inicia sua formagdo, o epitélio alantoideano e o coérion invadem o endométrio em
diversos pontos, dando origem as vilosidades primarias (ENDERS; CARTER, 2012; ARALLA
et al., 2013).



Aproximadamente no 20° dia de gestacdo o saco vitelino esta completamente
vascularizado, sendo estes vasos sanguineos originados do corddo umbilical e se apresenta
proeminente em relacdo ao tamanho do embrido. Os hematomas marginais comegam ser
evidentes a partir do 22° ao 25° dia de gestacao, visivelmente marcados como faixas verdes nas
extremidades da cinta placentaria, provenientes do extravasamento de sangue dos capilares
maternos (MIGLINO et al., 2006).

De acordo com Miglino et al. (2006), at¢ o 45° dia de gestacdo hd um grande
desenvolvimento do alantdide, j4 o amnio permanece pouco vascularizado. No ter¢o final da
gestacdo o feto esta quase completamente desenvolvido dentro do &mnio e totalmente envolvido
pelo alantdide, a cinta placentaria ganha sua morfologia completa e o saco vitelino ¢ uma fina
camada de tecido conjuntivo (ARALLA et al., 2013).

A placenta garante a nutricdo do feto durante seu desenvolvimento, realiza fun¢des que
substituem seus pulmoes, rins, sistema gastrointestinal, glandulas enddcrinas e figado. Separa o
organismo materno do fetal e favorece o transporte de gases (oxigénio e didéxido de carbono) e
nutrientes (agUcares, vitaminas, minerais e aminodcidos), além de eliminar produtos de
metabolismo fetal no sangue materno e produzir hormdnios responsaveis pela adaptagdo do
organismo materno nas diferentes fases do periodo gestacional (HAFEZ; HAFEZ, 2004;
BROLIO et al., 2010).

2.2 Morfologia da cinta placentaria na cadela

A morfologia da placenta entre as espécies de mamiferos estd sujeita a maior variagao
individual do que qualquer outro 6rgao com importancia semelhante (DELLMANN, 1982).

Segundo Ambrosio et al. (2004), macroscopicamente a cinta placentaria da cadela
apresenta sua parte média levemente escavada, mostrando-se com aspecto esponjoso, apresenta
coloragdo vermelho escuro com faixa marginal milimétrica de coloragdo esverdeada devido a
presenca dos hematomas placentarios.

A placenta canina ¢ irrigada por dois ramos arteriais do corddo umbilical, um destinado
ao labirinto placentidrio denominado ramo placentario central, e ramo placentdrio coridnico
responsavel pela irrigacdo dos hematomas marginais (AMBROSIO et al., 2009).

Composta por uma parte fetal e outra uterina, a cinta placentdria ¢ formada a partir da
penetragdo do sinciciotrofoblasto no estroma uterino, o epitélio endometrial e o tecido

conjuntivo sofrem processo degenerativo e sdo fagocitados, caracterizando a aproximacao entre



o trofoblasto e os vasos endometriais, que estabelece uma relagdo do tipo endoteliocorial
(HYTTEL et al., 2012).

A organizacdo dos tecidos maternos e fetais na cinta placentaria ocorre sob forma de
lamelas. A lamela materna é estabelecida pelo estroma endometrial e o endotélio dos vasos
maternos, ja a lamela fetal, por dupla camada de trofoblasto, o sinciciotrofoblasto e
citotrofoblasto. Ao decorrer do desenvolvimento placentario estas lamelas demonstram um
aspecto labirintico, denotando esta regido como labirinto placentario (LEISER; KOOB, 1993).

A regido do labirinto placentario desempenha papel de extrema importancia nas trocas
fisioldgicas entre mae e feto. Histologicamente esta regido ¢ composta por zonas distintas: zona
glandular: onde estdo presentes projecdes das glandulas endometriais; zona juncional: fusdo dos
tecidos maternos e fetais, contendo a parte terminal da zona lamelar, debris celular, vasos
maternos ¢ secre¢des glandulares; zona lamelar: caracterizada pela presenga das células
citotrofoblasticas e sinciciotrofoblasticas; e os hematomas marginais: localizados as margens da
cinta placentdria, formados pela degeneracdo do endotélio materno (DELLMANN, 1982;
LEISER; KOOB, 1993; ARALLA et al., 2013).

A zona glandular é composta por restos das glandulas endometriais, que por possuirem
funcdo secretora tornam-se distendidas como resultado de sua obstru¢do devido a penetracdo no
trofoblasto. Durante a gestagdo, com o aumento progressivo da zona lamelar a zona juncional
desloca-se em dire¢cdo ao organismo materno, diminuindo significativamente a espessura da zona
glandular (LEISER; KOOB, 1993; FURUKAWA et al., 2014).

A zona juncional € caracterizada como area de transi¢ao entre a zona glandular e lamelar,
sendo a regido de insercdo das lamelas maternas delimitando a intrusdo do trofoblasto no
estroma endometrial, onde encontra-se ainda regides de glandulas uterinas e células deciduais
(DELLMANN, 1982; LEISER; KOOB, 1993). A camada mais profunda da zona juncional &,
particularmente na cadela, chamada de camada esponjosa sendo a partir dela, que no parto, a
placenta se separa do endométrio (FURUKAWA et al., 2014).

As células deciduais sao células do estroma do tecido conjuntivo materno que tem
formato arredondado ou poliédrico e podem ser mono ou binucleadas. Nos animais domésticos,
sdo encontradas apenas na cadela e na gata e sua exata fun¢do ainda ¢ desconhecida. Pode ter
desde fun¢do nutritiva, de proteger a mucosa uterina contra a invasdo trofobléstica, formar
gonadotrofinas placentédrias, até delinear zona de clivagem no momento do parto, e estdo
presentes ocasionalmente nas cadelas exibindo filamentos intermediarios de vimentina.

(DELLMANN, 1982; BANKS 1992; VERMEIRSCH et al., 2000; MINAZAKI et al., 2008).



Histologicamente a zona lamelar desenvolve-se a partir de proje¢des coridnicas €
endometriais, dando origem a um complexo arranjo de lamelas e dobras de tecido fetal e
materno. Na cadela as lamelas sdo ramificadas e possuem aparéncia tubular. A parte fetal ¢
composta de lamelas de trofoblasto e mesénquima, que contém pequenos capilares de parede
delgada, ja na por¢cdo materna capilares relativamente largos circundados pelo trofoblasto. O
trofoblasto origina duas diferentes populagdes celulares, células mais discretas, o citotrofoblasto
que estd localizado basalmente e a fusdo de células trofoblésticas, denominadas
sinciciotrofoblasto, que estdo localizadas mais superficialmente (DELLMANN, 1982; LEISER;
KOOB, 1993; HYTTEL et al., 2012).

O sinciotrofoblasto ¢ altamente invasivo e destroi o epitélio endometrial e o tecido
conjuntivo para aproximar o trofoblasto do endotélio materno. J& o citotrofoblasto torna-se
descontinuo a medida em que a gestacdo progride. Estas células estdo dispersas ao longo das
areas mesenquimatosas das lamelas (DELLMANN, 1982; MINAZAKI et al., 2008; HYTTEL et
al., 2012).

Uma caracteristica da placenta canina ¢ a presenca dos hematomas nas margens da cinta
placentéria, estas estruturas comecam a ser evidentes a partir do 22° ao 25° dia de gestagdo e
resultam da degeneragdo de parte do endotélio materno invadido e rompido pelo
sinciciotrofoblasto. Sdo considerados lagos sanguineos que se depositam entre a camada epitelial
uterina e o trofoblasto, que nesta regido € caracterizado como colunar e apresenta sinais de
fagocitose. Devido a presenca dos hematomas marginais a membrana corioalantéidea
desenvolve vilos que entram diretamente em contato com os vasos maternos (DELLMANN,
1982; MIGLINO et al., 2006; AMBROSIO et al., 2009).

Os hematomas marginais facilitam a absor¢cdo de ferro para o feto através da
eritrofagocitose, o trofoblasto que reveste esta regido realiza a digestdo de eritrdcitos no interior
de seus lisossomos e, durante o processo de degradagdo da hemoglobina, ha liberacdo de ferro
férrico e formagao de uma substancia de coloragdo esverdeada, a uteroverdina, que € convertida
em bilirrubina no figado e excretada. Porém, em algumas placentas ha acaimulo de bilirrubina
originando cristais de hematoidina (DELLMANN, 1982; LUZ, 2004; AMBROSIO et al., 2009;
ENDERS; CARTER, 2012).

Muitos mamiferos (morcegos, musaranhos, preguicas) possuem placenta endoteliocorial
sem a presenca dos hematomas marginais, na maioria destas espécies ndo se sabe qual a forma

de obtencao de ferro por parte do feto (ENDERS; CARTER, 2012).



2.3 Progesterona e estrogeno.: hormoénios da gestagdo e parto na espécie canina

A liberagdo e o equilibrio entre diferentes hormonios sdo responsaveis pela manutengao e
progressdo da gestagdo (progesterona, estrégeno, relaxina e prolactina), bem como para o
desencadeamento do trabalho de parto (progesterona, estrogeno e ocitocina), entretanto, a
redugdo na propor¢ao progesterona/estrogeno € o evento mais importante na gestacao, pois
resulta na dilatagdo da cérvix, no descolamento placentidrio € no aumento da contratilidade
uterina (CONCANNON et al., 1977; VEIGA et al., 2009).

A placenta ¢ altamente vascularizada e participa da regula¢do do intercdmbio enddcrino
entre mae e feto, sendo responsavel por produzir a maior variedade de hormoénios do que
qualquer outro 6rgdo. Na espécie canina, a placenta ndo possui capacidade de produzir
hormdnios esterdides, assim, como a progesterona e o estrogeno, porém, tal fato ndo impede que
o tecido placentario possua receptores para ambos hormonios (BANKS, 1992; VEIGA et al.,
2009).

A progesterona ¢ vital a manutencdo da prenhez, sobretudo, em virtude de sua
capacidade de inibir as contragcdes uterinas, mediar a contratilidade da cérvix e aumentar as
secrecdes das glandulas endometriais. Sua fonte principal apds o inicio da gestagdo varia de
acordo com a espécie, entre o corpo luteo e a placenta. Na cadela a progesterona necessaria a
manutencdo da gestacdo € a produzida pelo corpo lateo, parte desta progesterona passa para a
circulacdo materna e outra parte ¢ captada pelo feto servindo como substrato para a sintese de
corticoides fetais (HAFEZ; HAFEZ, 2004; REECE, 2007; HENRiQUEZ etal., 2012).

Segundo Marinelli et al. (2008), na cadela a sintese de progesterona pode sofrer
influéncia do peso corporeo e da idade, em seu estudo foi evidenciado que cadelas com idade
superior a 2 anos e meio, pesando mais de 20Kg possuem maior numero de corpos luteos
eficientes em produzir progesterona quando comparadas com cadelas mais jovens e com menor
peso corporeo. Em média a concentragdo de progesterona sérica durante a prenhez varia de 10 a
50 ng/mL, valores que tendem a diminuir de 3ng/ml a menos de 1ng/ml durante as 24 horas que
antecedem o parto (NELSON; COUTO, 2010).

Conforme descrito por Henriquez et al. (2012), a progesterona integra a formacao das
células deciduais no ttero materno, cuja fungdo ¢ vital para a nutricdo do embrido no inicio do
periodo gestacional. Kowalewski et al. (2010) mencionaram as células deciduais como a unica
célula da placenta canina capaz de expressar receptores de progesterona (RP).

O estrogeno desempenha papel vital no parto, aumentando a sensibilidade para ocitocina,

afim de promover contragdes uterinas e favorecer a dilatacdo do colo uterino. Fundamental para



a correta liberagao dos envoltorios fetais, o estrogeno ¢ encontrado em quantidades muito baixas
em animais que apresentam retencao de placenta, além de exercer efeito proliferativo nos tecidos
maternos, como por exemplo aumento do utero, glandulas mamadrias e genitais externos
(NISHIYAMA et al., 1999; HENRIQUEZ et al., 2012).

Os receptores de estrogeno (RE) dividem-se em dois subtipos, receptores alfa (REa) e
receptores beta (REP), que sdo transcritos por diferentes genes. Apesar de poderem estar
presente em varios tecidos e células estrogeno-sensiveis, a expressdo dos resceptores de
estrogeno (REs) varia durante a proliferacdo e diferenciagdao celular (JONES; FOX, 1978).
Ambos sdo expressos no endométrio e miométrio durante a gestagdo, nos foliculos ovarianos,
corpo luteo e no estroma mamario (MOWA; IWANAGA, 2000; PELLERIER; EL ALFY, 2000;
VEIGA, 2008).

O estrogeno ¢ sintetizado na placenta de humanos e animais, entretanto, ndo ha sintese
deste hormodnio na placenta de caes, ratos e coelhos, fato atribuido ao curto periodo gestacional
nestas espécies. Em contrapartida, seres humanos, primatas, ruminantes € equinos sao capazes de
produzir estrogeno placentario por apresentarem longo periodo gestacional (NISHIYAMA et al.,
1999).

A expressdo de RP e de REa estdo significativamente correlacionadas (VEIGA et al.,
2009), de acordo com Wu et al. (1993) estes receptores foram observados nas células deciduais
de placentas de primatas e humanos. Segundo Vermeirsch et al. (2000) RP e REa estdao presentes
apenas na por¢ao materna da placenta canina, acarretando na possivel ndo regulacdo direta da

fun¢do placentaria por ambos hormonios.

2.4 Fisiologia do parto na cadela

O parto pode ser considerado fisiologicamente, como uma liberacdo de efeitos inibitorios
no utero e o recrutamento de fatores que promovem a atividade uterina. Os fatores responsaveis
pela inércia uterina durante a prenhez incluem a relaxina e a progesterona, entretanto, a queda
abrupta desse hormodnio ¢ um pré-requisito para o inicio do parto. Ja a atividade uterina nesta
fase ¢ consequéncia da agdo da prostaglandina e da ocitocina (PRESTES, 2001; NELSON;
COUTO, 2010).

As concentragdes de prolactina aumentam no periodo pré-parto, a0 mesmo tempo em
que ocorre diminui¢do das concentracdes plasmaticas da progesterona (CONCANNON et al.,

1977; FELDMAN; NELSON, 2004).



As cadelas, proximas ao parto, apresentam alta concentracdo de 13,14-dihidro-ceto-
prostaglandina F2 na circula¢do sanguinea, demonstrando com isso a participagdo da PGF2a na
luteodlise pré-parto desta espécie € no mecanismo de contragdo do miométrio (CONCANNON et
al., 1977).

A placenta normalmente ¢ liberada de 5 a 15 minutos ap6s o nascimento de cada neonato.
Algumas cadelas, principalmente aquelas que ja passaram por varios partos, rompem o amnion €
corddo umbilical, realizando a higiene total do filhote, e exibem o comportamento de ingerir a
placenta, com isso, podem apresentar émese (LUZ, 2004; PRESTES; LANDIM-ALVARENGA,
20006).

A medida que transcorre o descolamento das placentas, h4 liberacdo de uteroverdina
decorrente da metabolizacdo da biliverdina presente nos hematomas marginais. A secre¢ao
persiste de 3 a 4 semanas pos-parto e, em condigdes normais, deve ser sempre inodora (LUZ,
2004).

Conforme sua evolucdo o parto pode ser definido como normal ou distdcico, quando
ocorre de forma natural ou quando necessita de intervengdo manipulativa, medicamentosa ou
cirargica, respectivamente (NELSON; COUTO, 2010).

O parto normal se divide em trés fases: prodromica, dilatagdo e expulsdo do feto
(PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2006; NELSON; COUTO, 2010).

Na fase prodromica, com duracdo média de 6 a 12 horas, ocorrem mudangas
morfofuncionais que permitem a percep¢do da proximidade do parto, tais como: inquietagao,
anorexia e inicio da conduta materna, buscando a soliddo e construindo ninho para abrigar os
filhotes, comportamento derivado da elevacdo da prolactina (PRESTES; LANDIM-
ALVARENGA, 2006; NELSON; COUTO, 2010). Nesta fase, interessante salientar que hd um
declinio da temperatura corpérea de 0,5 a 1,0°C nas 12 a 24 horas antecedentes ao parto, devido
a auséncia do efeito termogénico da progesterona. Também hé dilatacdo cervical, mas ainda nao
existem sinais externos de contragdo uterina ou abdominal (CONCANNON et al., 1977;
NELSON; COUTO, 2010).

Durante a fase de dilatacdo, que dura em média de 3 a 6 horas e vai desde o inicio das
contragdes uterinas até a ruptura das membranas fetais, ocorre o relaxamento da musculatura lisa
da vagina, do tutero e da cérvix, insinuando as bolsas fetais e mantendo as contragdes, com a
completa dilatagdo da por¢do mole da via fetal (PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2006;
NELSON; COUTO, 2010).
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A fase de expulsdo dos fetos, persiste desde a ruptura dos envoltérios fetais até o
nascimento completo com estimulo para que a musculatura abdominal se contraia, dura entre 3 a
12 horas, e pode se estender até 24 horas, dependendo do numero de filhotes e de partos
anteriores (PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Conforme o feto passa pela via fetal mole, ocorre o ‘Reflexo de Ferguson’ estimulo que
desencadeia um reflexo neuroendodcrino, levando a liberacdo de ocitocina, responsaveis pelo
aumento das contragdes uterinas involuntarias, a medida que o feto passa pelo canal do parto
ocorre a ruptura do corioalantoide e o filhote aparece na abertura vulvar, normalmente envolto
pelo amnion. Em geral o parto normal na espécie canina pode se completar em um periodo de 6
a 48 horas (LUZ, 2004).

E comum em cadelas a ocorréncia de distocia (podendo variar de 5% a 100%), definida
como a incapacidade em iniciar o parto no momento correto, ou quando hd problema na
expulsdo normal dos fetos, uma vez que o parto tenha iniciado (JUTKOWITZ, 2005; LINDE-
FORSBERG, 2005; SMITH-CARR, 2005; KUTZLER, 2009). Para que seja possivel determinar
a ocorréncia de uma distocia, € necessario o conhecimento dos eventos que acontecem durante a
gestacdo e parto normais (LINDE-FORSBERG, 2005; JOHNSON, 2008).

A distocia pode ter origem materna ou fetal, considerando falha nos mecanismos de
for¢as expulsivas e canal pélvico ou problemas com o posicionamento e tamanho dos fetos
respectivamente (BOJRAB, 1983). De acordo com Walett-Darvelid e Linde-Forsberg (1994),
75% das distocias em cadelas sdo de origem materna e 25% de origem fetal.

Dependendo da gravidade e da causa a intervencdo nas distocias pode ser realizada de
diferentes maneiras, manobras obstétricas podem ser adotadas para a corre¢do do
posicionamento ou estatica fetal (LI'JCIO, 2008; NELSON; COUTO, 2010).

A indugdo das contragdes uterinas por meio de agentes ecboélicos, tem indicagdo quando
hé hipotonia ou atonia uterina. A ocitocina ¢ o agente mais utilizado, porém, seu uso ¢ contra
indicado nos casos em que ndo ha dilatacdo cervical, outros efeitos citados para os agentes
ecbolicos sdo de reduzir a hemorragia pos-parto, impedir a retengdo das membranas fetais e
facilitar a involugdo uterina. Simultaneamente a ocitocina nos casos de inércia uterina, pode-se
utilizar o gluconato de calcio. Nos casos de distocia em que ndo podem ser realizadas as

intervengdes citadas, o procedimento adotado devera ser a cesariana (LUCIO, 2008).
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3. OBJETIVOS

Neste estudo, pretende-se a caracterizagao morfologica e imunohistoquimica de placentas

caninas provenientes de eutocia e distocia.

3.1 Objetivos especificos

e Reconhecer possiveis variagdes na macroscopia de placentas em face a eutocia e
distocia.

e Identificar e caracterizar morfologicamente as regides do labirinto placentario e
hematomas marginais de placentas caninas provenientes de parto normal, cesariana e
atonia uterina primaria.

e Analisar possivel alteracio da organizacdo histologica na regido do labirinto
placentério, bem como a integridade das areas de hematomas marginais das placentas
dos grupos experimentais.

e Verificar a expressdo para vimentina e citoqueratina nas estruturas das placentas de
cada grupo.

e Avaliar a imunolocalizagdo de receptores para progesterona e estrogeno o na placenta

e sua possivel correlagdo em casos de distocia.
4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos éticos
Os procedimentos experimentais do presente estudo foram conduzidos respeitando as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e recebeu a aprovagdo do
Comité de Etica em Pesquisa e Experimentagdo em Animais do Campus de Botucatu, UNESP
(Protocolo n°129/2013-CEUA).

4.2 Animais e grupos experimentais

As placentas utilizadas no presente estudo foram coletadas simultaneamente no

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
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Veterinaria e Zootecnia — UNESP/Botucatu-SP e na Clinica Veterinaria Saude Animal,
localizada no municipio de Manduri-SP.

Para o desenvolvimento deste estudo foram coletadas 80 placentas, provenientes de 25
cadelas, com e sem raca definida, idade entre 2 ¢ 10 anos, com peso médio 20Kg, primiparas e
multiparas, fecundadas por monta natural, previamente submetidas a exame clinico para
confirmacao da higidez. Foram colhidas em média, 3 placentas de cada fémea.

De acordo com a necessidade apresentada individualmente pelas cadelas, a coleta das
placentas ocorreu a partir de parto normal, cesariana, seguindo a técnica cirurgica padrdo, cujo
procedimento foi realizado em sala cirurgica com devidos cuidados assépticos, sob a conducao
de profissionais regulamentados, ou nos casos de atonia uterina primaria, utilizando farmacos
indutores do parto, sendo o protocolo utilizado: ocitocina 1Ul/kg por via subcutanea, gluconato
de calcio 50mg/kg por via intravenosa (IV) e glicose 0,5g/kg/IV/hora.

Conforme o tipo de parto as placentas foram divididas em trés grupos experimentais, GN
(n=40) placentas obtidas de parto normal, GC (n=28) placentas obtidas de cesariana ¢ GAUP
(n=12) placentas oriundas de cadelas em atonia uterina primaria.

Apds o parto o cordao umbilical foi seccionado adequadamente. Cada neonato foi
classificado (vivo, morto e natimorto e sexo) e identificado numericamente a sua placenta. O
conjunto de anexos fetais foi encaminhado ao laboratorio de Reprodugdo de Pequenos Animais e
Silvestres (REPAS), sendo isolada somente a por¢do zonaria da placenta. Posteriormente
fragmentos 1cm x 1em foram seccionados da regido proxima ao cordao umbilical e armazenados
em formol tamponado 10% durante 48 horas. A seguir, foram transferidos para o alcool 70%, no

qual permaneceram até o processamento para o estudo histopatoldgico e imunohistoquimico.

4.3 Analise macroscopica

No momento da coleta a cinta placentéria foi avaliada quanto ao seu aspecto e coloragao,

os indices de normalidade foram caracterizados segundo descrito por Ambrdsio (2004).

4.4 Analise histologica

Para a realizagdo da analise histologica os fragmentos placentarios de lem x lem foram
inclusos em parafina na orientagdo transversal. Apds a inclusdo, foram obtidos cortes de 3um,

montados em laminas com extremidade fosca e corados com hematoxilina e eosina (HE).
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A andlise histoldgica visou caracterizar morfologicamente as regides do labirinto
placentario, a integridade hematomas marginais e identificar alteracdes morfologicas entre as
placentas dos trés grupos experimentais. Os achados foram graduados quanto sua intensidade em

escala de 0 a 3, sendo O - ausente, 1 - discreto, 2 - moderado e 3 - acentuado.

4.5 Localizagdo imunohistoquimica para vimentina e citoqueratina

Os fragmetos parafinizados foram seccionados em cortes de 3um de espessura e
colocados em laminas silanizadas Starfrost®.

Para a desparafinizagdo, as laminas foram mantidas em estufa a 55°C por uma hora. Em
seguida, foram colocadas em cuba de vidro, a temperatura ambiente para passagens sucessivas
em xilol I, II e III por 10 minutos cada. A hidratacdo do material foi realizada em banhos de
alcool, permanecendo por 5 minutos em cada cuba (alcool absoluto I, II, III, alcool 90%, 80%,
70% e 50%). Posteriormente, as ldminas foram lavadas em dgua corrente por 5 minutos.

Para a revelagdo antigénica as laminas foram encubadas em solugdo de citrato de sédio
10mM, pH 6,0 corrigido com hidroxido de sddio, no microondas, poténcia 100W, durante 15
minutos.

A inibigdo das peroxidases enddgenas foi realizada em solucdo de perdxido de
hidrogénio a 5% por 30 minutos, em ambiente com auséncia de luz. Posteriormente, em solugdo
de 20% de perdxido de hidrogénio em metanol (950mL de metanol e S50mL de perdéxido de
hidrogénio 20 volumes) por mais 30 minutos, as laminas foram submetidas a lavagem com PBS
pH 7,2-7,4 durante 10 minutos.

Para o bloqueio das ligagdes inespecificas foi utilizado leite em p6 Molico® a 6% (6g de
leite em 100mL de 4gua destilada) por 30 minutos, seguidas de lavagem com PBS pH 7,2-7.,4
por 10 minutos. A etapa seguinte realizada foi a incuba¢do com o anticorpo primario, na dilui¢do
de 1:400 para vimentina (Monoclonal Mouse anti-Swine Vimentin - Clone V9 cod:M0725
Dako®) e 1:300 para citoqueratina (Monoclonal Mouse anti-human Cytokeratin - Clone
AE1/AE3 cod:M3515 Dako®) em cdmara imida, durante 1 hora em temperatura ambiente e
posteriormente durante 18 horas, a 4°C.

Como controle positivo foi utilizado corte histologico de pele de cdo e para controle
negativo a lamina contendo tecido placentario foi incubada omitindo o anticorpo primario.

Apo6s 18 horas de incubagdo com o anticorpo primario em camara umida a 4°C, o
material foi submetido a trés lavagens com PBS pH 7,2-7.4, sendo 10 minutos cada lavagem; em

seguida houve incubacdo por 10 minutos em temperatura ambiente utilizando o reagente



14

complemento (Reveal Complement - cod. DCMT - 999, Biogen®). Como etapa seguinte foi
realizada a incubacdo com o reagente conjugado HRP (Reveal HRP Conjugate - cod. DHRR -
999 Biogen®) em temperatura ambiente durante 15 minutos e ao término deste periodo as
laminas foram submetidas a 4 lavagens com PBS pH 7,2-7,4, sendo 10 minutos cada lavagem.

Apos, foi realizada a revelagdo com o cromogeno DAB (DAB Substrate System
BGDAB-999- Biogen®), durante 5 minutos em temperatura ambiente ¢ novamente lavagem
com PBS pH 7,2-7,4 durante 10 minutos.

Os cortes histologicos foram contracorados com hematoxilina de Mayer por 30 segundos,
e a coloracdo interrompida com lavagem em dgua corrente por 10 minutos.

Iniciada a etapa de montagem, o material foi desidratado com banhos de élcool e xilol.
As laminas permaneceram 5 minutos em cada cuba (alcool 50%, alcool 70%, alcool 80%, alcool
90%, alcool absoluto I, II, III, alcool/xilol, xilol I, II e III), por fim foram montadas com
laminulas utilizando-se resina sintética (Permount, Fisher Scientific®) e avaliadas em
microscopia Optica quanto a distribui¢do da imunomarcagdo de acordo com a descrigdo de
Hewitt et al., (2011), para marcagdo citoplasmatica, em que, 0: auséncia de coloragdo, 1:
coloragdo fraca em menos de 50% das células, 2: coloragdo forte em menos de 50% das células

ou coloragdo fraca em mais de 50% das células e 3: coloragdo forte em mais de 50% das células.

4.6 Localizagdo imunohistoquimica para progesterona e estrogeno a.

Os fragmetos parafinizados foram seccionados em cortes de 3um de espessura e
colocados em laminas silanizadas Starfrost®.

Para a desparafinizagdo, as laminas foram mantidas em estufa a 55°C por 24 horas. Em
sequéncia, foram colocadas em cuba de vidro com xilol a temperatura ambiente por 30 minutos,
posteriormente, em nova solugdo de xilol por 20 minutos. As laminas foram transferidas para a
hidratacdo em banhos de alcool, permanecendo por 3 minutos em cada cuba (alcool absoluto I,
I, 111, alcool 95% e alcool 85%). Apos, as laminas foram submetidas a 10 passagens de agua
destilada.

A recuperacdo antigénica foi realizada em solugdo de citrato de sdédio 10mM, pH 6,0
corrigido com hidroxido de so6dio, com incubagdo em panela de pressdo tipo pascal (Dako,
USA).

A etapa seguinte foi o bloqueio das peroxidases enddgenas em solucao de perdxido de

hidrogénio a 8% por 20 minutos, 10 lavagens em agua destilada, em seguida bloqueio das
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ligacdes inespecificas com leite em pd Molico® 3g/100mL por 60 minutos, 10 passagens em
agua destilada e lavagens em solugdo tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base®- Sigma ChemicalCo,
USA).

A proxima etapa realizada foi a incubag@o com o anticorpo primario na dilui¢do de 1:50
para progesterona e estrégeno o (anticorpo monoclonal cat. n° 1546, Immunotech, France e
anticorpo Monoclonal Mouse Anti- Human Estrogen Receptor a clone 1D5 - Dako — CA, USA,
Cod M7047, respectivamente) em camara imida, durante 18 horas, a 4°C.

Para ambos receptores, os controles positivos utilizados foram cortes histologicos de
endométrio canino com hiperplasia endometrial cistica e glandula mamaria canina com presenga
de células tumorais, ja para controle negativo a 1amina contendo tecido placentéario foi incubada
omitindo o anticorpo primario.

Apobs 18 horas de incubagdo com o anticorpo primario em camara umida a 4°C, as
laminas foram submetidas a banhos de TRIS e, posteriormente, a incubacdo com o anticorpo
secundario Histofine® (polimero hrp - Nichirei Bioscience cod. 414154f) por 30 minutos em
estufa a 27°C e ao término desta etapa nova lavagem com solu¢do tampao TRIS - pH 7,4 e
revelacdo com o cromégeno DAB (3,3’-diaminobenzidina - Liquid DAB Cromogen® — Dako,
USA), durante 5 minutos, e novamente lavagem com solucdo tampao TRIS - pH 7,4.

Os cortes histologicos foram contracorados com hematoxilina de Mayer por 2 minutos, e
a coloragdo interrompida com lavagem em agua corrente por 10 minutos e 5 passagens em agua
destilada. Foi realizada a desidratacio do material com banhos de &lcool, as laminas
permaneceram 3 minutos em cada cuba (&lcool 85%, alcool 95%, alcool absoluto I, 11, III, xilol I
e II), por fim, foram montadas com laminulas utilizando-se resina sintética (Permount, Fisher
Scientific®) e avaliadas em microscopia Optica quanto a intensidade da imunomarcacao de
acordo com a descricdo de Hewitt et al. (2011), para marcagdo nuclear, em que, 0: auséncia de
coloragdo, 1: coloragao fraca em menos de 50% das células, 2: coloragao forte em menos de
50% das células ou coloracao fraca em mais de 50% das células e 3: coloracdo forte em mais de

50% das células.

4.7 Analise estatistica

Para a associacdo das varidveis referentes as alteragdes morfologicas, integridade das

regides dos hematomas marginais, imunomarcagao para vimentina, citoqueratina, progesterona e

estrogeno a nos tecidos placentarios dos grupos experimentais, foi utilizado teste de Goodman,
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complementado com as comparagdes multiplas entre e dentro de populagdes multinomiais, a

nivel de 5% de significancia (GOODMAN, 1964 e 1965).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise macroscopica

A andlise macroscopica das placentas estudadas ndo demonstrou diferenca significativa.

As regides do labirinto placentdrio e hematomas marginais puderam ser distintos, o
labirinto apresentou coloracdo vermelho escuro com aspecto esponjoso € em suas extremidades,
nos hematomas marginais, notou-se regido esverdeada nos trés grupos, refor¢ando os achados de
Ambrosio et al. (2009) (Figura 1).

Nas placentas do GC os hematomas marginais estavam mais evidentes, chamando a
atengdo para a maior impregnacao de uteroverdina (Figura 1b).

Ambrosio et al. (2009) citaram que as regides dos hematomas marginais até o 46 °dia de
gestacdo excedem o tamanho da cinta placentaria, porém, apods este periodo o desenvolvimento
da cinta placentaria se sobressai e assim se mantém até o momento do parto. Todas as placentas
avaliadas neste experimento apresentaram a cinta placentaria proporcionalmente maior do que as
regides dos hematomas marginais fortalecendo a literatura citada.

Na face fetal, o labirinto placentario se mostrou ricamente vascularizado, o ramo
placentério central responsavel pela irrigagdo desta regido emergiu do corddo umbilical (Figura
2a). A face materna exibiu aspecto esponjoso (Figura 2b) devido a area de interagdo com o

endométrio, corroborando com Ambrosio et al. (2009).

Figura 1- Macroscopia da face fetal das placentas dos trés grupos experimentais (a) placenta
GN, (b) placenta GC, (c) placenta GAUP. Fonte: Arquivo Pessoal.
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l Cordao Umbilical

Alantocérion

IHematoma Marginal I

| Hematoma Marginal |

| Cinta Placentaria |

| Labirinto Placentario |

Ramo Placentario Central

IHematoma Marginal |

Hematoma Marginal

Figura 2 - Placenta de cadela GN (a) face fetal, irrigacdo da cinta placentaria que emerge do
corddo umbilical, hematomas marginais localizados em suas extremidades, (b) face materna,
aspecto esponjoso devido area de interagdo com o endométrio. Fonte: Arquivo Pessoal.

5.2 Analise histologica

Neste estudo foram analisados 80 cortes histologicos corados com HE referentes as
placentas provenientes dos trés grupos experimentais (GN:n=40; GC:n=28; GAUP:n=12).

Foi possivel caracterizar as regides dos hematomas marginais como aglomerado de
eritrocitos, leucdcitos e plaquetas, provenientes da degeneragcdo do endotélio de vasos maternos,
dados que fortalecem os achados de Ambrosio et al. (2009) (Figura 3a).

Na regido do labirinto placentario foram identificadas trés regides distintas, a zona
glandular exibindo glandulas endometriais (Figura 3b), zona lamelar formada pelas lamelas
maternas e fetais (Figura 3c) e a zona juncional representando a interface materno-fetal (Figura
3d). Esses achados condizem com os descritos por Leiser e Koob (1993), Hyttel et al (2012) e
com os de Minazaki et al (2008) para placenta de gatas.

Na face materna GN, as placentas apresentaram revestimento epitelial hiperplasico
derivado do endométrio materno com aspecto sinuoso, que em varios segmentos invadiam a
zona juncional do labirinto placentario. A morfologia da necrose coagulativa observada em toda

a extensdo da face epitelial materna (Figura 4a), bem como junto aos hematomas marginais e
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pontualmente na zona lamelar do labirinto placentario, provavelmente constitui um processo
fisiologico da placenta deciduada.

A morfologia histolégica mostra perda da integridade do endotélio vascular do labirinto
das placentas GN (Figura 4b), dando lugar a conteudo acidofilico amorfo em meio a neutrofilos
integros e degenerados, células sinciciotrofoblasticas, -citotrofoblasticas, frequentemente
permeadas por hemacias integras (Figura 4c).

A identificacdo das células deciduais nas placentas caninas utilizando cortes de parafina
foi incerto nos grupos experimentais analisados. Anderson (1969) citou achados de células
deciduais da placenta canina utilizando microscopia eletronica. Vermeirsch et al. (2000)
descreveram presenca ocasional de células deciduais na placenta canina. J& Minazaki et al.
(2008), ao estudar placenta a termo de gatas, descreveram achados relevantes sobre células
deciduais, salientando maior presenga deste grupo celular na espécie felina.

Na zona juncional de placentas GN foi observado conteido de aspecto hialinizado
amorfo e acidofilico na parede vascular, chamando a atengdo para a predominancia das células
sinciciotrofoblasticas que se encontravam nesta regido devido sua caracteristica na promog¢ao do
contato com o endométrio materno, corroborando com os achados de Hyttel et al. (2012).

Na face fetal das placentas GN, foram encontrados vasos do alantdide penetrando no
labirinto placentério, o epitélio mostrou células ciibicas com nucleo grande, conforme descrigao
realizada por Aralla et al. (2013) sdo denominadas amniocitos que exibem protrusdes
citoplasmaticas em sua superficie (Figura 4d).

Nas placentas GN, os hematomas marginais apresentaram integridade preservada e
presenca de cristais de hematoidina, conforme descricdo de Enders e Carter (2012), o acimulo
destes cristais nas regides do hematoma marginal em placentas de cadelas ocorre devido ao
catabolismo da hemoglobina, em que a biliverdina convertida em bilirrubina deve ser excretada
junto ao acido glucurdnico. Entretanto, em algumas placentas este evento nao ocorre, havendo o
acumulo destes cristais (Figura 4e).

Ainda no GN foram identificadas células trofoblédsticas proximas as regides dos
hematomas marginais realizando fagocitose de eritrocitos (Figura 4f), o que reforga os achados
de Miglino et al. (2006), Minazaki et al. (2008), Ambroésio et al. (2009), revelando uma
caracteristica das placentas a termo da espécie canina e felina.

Em continuidade, os hematomas marginais se mostraram delimitados pelo epitélio
materno assentado no tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado como lagos sanguineos

repletos de plaquetas, hemadcias e leucocitos ja organizados, ganhando aspecto de um coagulo.
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Placentas do GC mostraram na morfologia histologica, em maior parte dos casos,
aspectos similares as placentas do GN (Figura 4g), porém, em determinadas areas como proxima
aos hematomas marginais e na regido média da zona lamelar, foi notado areas coincidentes com
as alteracdes das placentas do GAUP (Figura 4h). Tais alteragdes compreenderam a dilatagdo do
leito vascular, marginagao e diapedese de neutrofilos, areas demonstrando necrose coagulativa e
rarefacdo das células trofoblasticas.

Steiger et al. (2006), ao estudarem a morfologia placentaria canina, evidenciaram picnose
nuclear devido a necrose das células sinciciotrofoblasticas. Neste estudo no GC e GAUP as
células citotrofoblasticas e sinciciotrofobldsticas mostraram-se tumefeitas ¢ com nucleo
picnético, respectivamente. E provavel que este aspecto seja comumente encontrado nas
placentas provenientes de distocia.

Para as placentas do GC os hematomas marginais exibiram aspecto que se assemelhou
com a integridade observada no GN.

Placentas do GAUP demonstraram na face materna restos celulares e material amorfo,
indicativos de necrose, perda da integridade morfologica das hemécias no interior dos vasos da
regido do labirinto placentdrio, com aparente dilatagdo do leito vascular repleto de sangue
(Figura 4i1). As lamelas do labirinto placentario exibiram aspecto frouxo devido a rarefacdo das
células trofoblasticas.

Nos hematomas marginais das placentas do GAUP foi observado perda morfoldgica dos
elementos figurados do sangue, como as hemadcias, leucocitos e plaquetas, indicando
organizagdo do coagulo.

Na membrana amniotica na face fetal do GAUP, os amnidcitos apresentaram-se de forma

descontinua, com frequente auséncia das protrusdes citoplasmaticas.
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Face materna Face fetal

Figura 3 - Fotomicrografia panordmica de placenta de cadela proveniente de parto normal, HE 10x (a)
regido do hematoma marginal, intensa coloracdo avermelhada devido a presenga de eritrocitos, (b) zona
glandular, presenca das glandulas endometriais distendidas devido sua funcdo secretora, (c) zona lamelar,
arranjo de lamelas e dobras com presencga de c€lulas sinciciotrofoblasticas, (d) zona juncional, presenca das
glandulas endometriais e inicio das projecdes lamelares, (e) face fetal, aparente transi¢do da zona lamelar
para o mesénquima fetal, HE 20x. Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 4 - Fotomicrografia de placenta de cadela (a) GN - necrose coagulativa observada
em toda a extensdo da face epitelial materna (N), HE 20x, (b) GN - perda da integridade
com aparente calcificagdo do endotélio vascular do labirinto placentario (W), HE 40x, (¢)
GN - regido lamelar, notar células sinciciotrofoblasticas (S), citotrofoblasticas (C), e vasos
sanguineos com presenca de hemadcias integras (H), HE 40x, (d) GN - Aspecto do
alantoamnion, HE 20x, no detalhe notar células ctibicas com nucleo grande (amnidcitos),
dos quais emergem protrusdes citoplasmaticas (W), HE 40x, (¢) GN - hematoma marginal,
notar a presen¢a de cristais de hematoidina (W), HE 20x, (f) GN - células trofoblasticas
proximas as regides dos hematomas marginais realizando eritrofagocitose (T), HE 40x, (g-h)
GC - zona lamelar, notar na morfologia, aspectos similares as placentas GN, e na regido
média da zona lamelar, dreas notadamente coincidentes com as alteracdes das placentas
GAUP, HE 40x, (i) GAUP - zona lamelar, notar perda da integridade morfoldgica das
hemacias no interior dos vasos (%) aparente dilatacdo do leito vascular (V), lamelas com
aspecto frouxo devido a rarefacdo das células trofobléasticas, HE 40x. Fonte: Arquivo
Pessoal.
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Apesar do significado das alteragdes morfologicas placentarias na cadela ainda serem
motivo de estudos, na presente pesquisa, foram reconhecidas areas de hemorragia, necrose,
inflamacdo e calcificacdo nas placentas dos trés grupos experimentais. Barbeito et al. (2010)
citaram a complexidade do entendimento das alteragdes placentarias, pois sdo muito parecidas
em enfermidades distintas, por outro lado, as alteracdes morfologicas de origem circulatoria
podem ser encontradas como consequéncia fisiologica ao trabalho de parto.

As tabelas de 1 a 4 mostram a andlise estatistica das alteragdes quanto a presenca e
intensidade observadas nos grupos analisados (GN, GC e GAUP).

A hemorragia no parénquima placentario (Figura 5a) foi identificada em todos os grupos
experimentais, sem apresentar diferenca significativa (Tabela 1). Na literatura consultada ndo ha
relacdo deste achado com casos de eutocia e distocia, portanto, sugere-se que seja considerado

fisiologico para a morfologia placentaria independente ao tipo de parto.

Tabela 1 - Distribui¢do das areas de hemorragia no labirinto placentdrio segundo os grupos
experimentais da espécie canina

HEMORRAGIA

Grupo Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
GN 65%(26/40)"%  15%(6/40)*"  17,5%(7/40)°"  2,5%(1/40)** 40
GC 82,1%(23/28)™®  17,9%(5/28)*  0%(0/28)**  0%(0/28)** 28

GAUP 50%(6/12)°"  16,7%(2/12)**  25%(3/12)°*  8,3%(1/12)** 12

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria
ab

": comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
AB. comparacdo das categorias de resposta dentro do grupo

A necrose evidenciada junto a face materna foi uma constante nos grupos avaliados.
Kumar et al. (2010) descreveram na placenta humana a presenga de areas de necrose devido
isquemia e lesdo vascular, sendo considerado processo fisiologico em placentas a termo.

Furukawa et al. (2014) relataram que parte da zona glandular e juncional da placenta
canina ¢ constituida por restos glandulares e endometriais com aparente aspecto necrotico,
resultado do desprendimento da placenta do endométrio durante o parto. O que permite sugerir
que a necrose nesta regido pode ser considerada fisioldgica para as placentas de cadelas.

Contudo, foram observadas na regido lamelar focos e areas de necrose no GC (Figura
5b) e GAUP, que podem representar transtornos circulatorios devido a hipoxia decorrente da
distocia, porém, estes resultados nao foram estatisticamente relevantes quando comparado ao
GN (Tabela 2).

As pesquisas relacionadas a distocia em cadelas limitam-se a indicar como causa

alteracdes maternas ou fetais, portanto, na literatura consultada ndo hé relagdo dos casos de
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distocia com distirbios morfologicos placentarios (WALETT-DARVELID; LINDE- ORSBERG
1994; HOLLINSHEAD et al., 2010; DAVIDSON, 2011).

Tabela 2 - Distribui¢do das areas de necrose no labirinto placentario segundo os grupos
experimentais da espécie canina

NECROSE

Grupo Ausente Discreto Moderado TOTAL
GN 50%(20/40)*  30%(12/40)**  20%(8/40)™* 40
GC 35,7%(10/28)**®  53,6%(15/28)*®  10,7%(3/28)** 28
GAUP 25%3/12)  16,7%(2/12)**  58,3%(7/12)** 12

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria

b comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta

AB. comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Apesar de ser um achado frequente para a espécie equina, pouco se sabe sobre a
ocorréncia de placentite em cadelas devido sua baixa incidéncia, Dickie e Arbeiter (1993) em
estudo retrospectivo realizado na Austria demonstraram em um periodo de 19 anos, diagndstico
de apenas 20 casos de placentite na espécie canina correlacionadas com infecgdes bacterianas
via cérvix. Neste estudo foi identificado infiltrado inflamatorio constituido por neutréfilos
integros e degenerados que ocupavam o lume vascular do labirinto placentario, por vezes
permeando restos celulares acidofilicos e contetdo fibrilar junto ao epitélio uterino, porém,
auséncia de bactérias.

A inflamagdo foi raramente observado no GN, esteve pouco presente no GC e
predominou nas amostras placentarias do GAUP (Figura 5c¢), no entanto, estatisticamente nao

houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das areas de inflama¢do no labirinto placentario segundo os grupos
experimentais da espécie canina

INFLAMACAO
Grupo Ausente Discreto Moderado TOTAL
GN 72,5%(29/40)*%  17,5(7/40)** 10%(4/40)** 40
GC 92.9%(26/28)*®  7,1%(2/28)** 0%(0/28)** 28
GAUP 66,7%(8/12)"  25%(3/12)**®  8,3%(1/12)** 12

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria
b comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
B. comparagio das categorias de resposta dentro do grupo

A calcificagdo placentaria apesar de ainda ndo relatada na espécie canina, pode ocorrer
em outras espécies domésticas e particularmente na placenta humana. Segundo Jones et al.
(2000) a deposicao de célcio ocorre normalmente na placenta bovina, acredita-se que esta possa

funcionar como reservatorio de calcio para o feto em desenvolvimento, portanto, ndo deve ser


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X10000452?np=y
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interpretada como um achado patologico. Para a espécie em estudo nao ha na literatura
correlagdo desta alteracdo com significado clinico ou patoldgico.

Como consequéncia da necrose e reacdo inflamatoéria no tecido placentario, foram
detectados focos de calcificacdo nas placentas estudadas, sendo mais notérios no GC (Figura 5d)

e GAUP, provavelmente resultante a distocia (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicao das areas de calcificagdo no labirinto placentario segundo os grupos
experimentais da espécie canina

CALCIFICACAO
Grupo Ausente Discreto Moderado TOTAL
GN 30%(12/40)°"  45%(18/40)*"  25%(10/40)** 40
GC 0%(0/28)*"  42,9%(12/28)"®  57,1%(16/28)*® 28
GAUP 8,3%(1/12)™*  33.3%(4/12)**®  58,3%(7/12)® 12

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria

b comparagio de grupos fixada a categoria de resposta (p<0,05)

AB: comparacdo das categorias de resposta dentro do grupo (p<0,05)

Os hematomas marginais apresentaram-se como actimulo de eritrdcitos oriundos da
degeneracdo dos vasos maternos nas extremidades da cinta placentaria (Figura 5e). Nos grupos
estudados foram observadas alteragdes discretas quanto a apresentagdo histologica dos
hematomas marginais, representadas por dissolu¢do parcial dos eritrocitos, leucdcitos
sanguineos e plaquetas que se agregam nas malhas de fibrina como ocorre na formagdo do
coagulo sanguineo (Figura 5f).

Segundo Miglino et al. (2006) e Ambrosio et al. (2009), os hematomas marginais
constituem fonte de ferro para o desenvolvimento fetal. Neste estudo ndo foram observadas
diferencas significativas na integridade das areas dos hematomas marginais das placentas
provenientes dos grupos experimentais (Tabela 5), portanto, a passagem de ferro para o

desenvolvimento fetal estd presente também nos casos de distocia.

Tabela 5 - Distribuicdo das areas de integridade do hematoma marginal segundo os grupos
experimentais da espécie canina
INTEGRIDADE DOS HEMATOMAS MARGINAIS
Grupo Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
GN 0%(0/40)*"  25%(10/40)"®  65%(26/40)*  10%(4/40)*"" 40
GC  7,1%(2/28)"* 42,9%(12/28)"®  42,9%(12/28)*®  7,1%(2/28)** 28
GAUP  0%(0/12)**  33,3%(4/12)*®  33,3%(4/12)"®  33,3%(4/12)™ 12

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria
b; comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta

AB. comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo
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Figura 5- Fotomicrografia de placenta de cadela
materno apresentando area de hemorragia (%), HE 20x, (b) GC - zona lamelar evidenciando
multiplos focos de necrose (%), HE 20x, (¢) GAUP - zona lamelar com infiltrado inflamatorio
difuso acentuado (W), HE 20x; (d) GC - zona lamelar mostrando areas multifocais de
calcificagdo (*), HE 20x, (e) GN - hematoma marginal, acimulo de eritrécitos, HE 20x, (f)
GAUP - hematoma marginal, dissolugdo parcial dos eritrécitos, leucocitos e plaquetas,
presenca de malhas de fibrina, sugerindo a formagdo do coagulo sanguineo, HE 20x. Fonte:
Arquivo Pessoal.
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5.3 Localizagdo imunohistoquimica para vimentina e citoqueratina

Na andlise imunohistoquimica dos receptores para vimentina e citoqueratina foram
utilizadas 25 placentas, provenientes dos trés grupos experimentais (GN:n=13; GC:n=9;
GAUP:n=3). Nos controles negativos ndo houve marcacdo, ja os controles positivos exibiram
marcacao para ambos anticorpos utilizados.

A coloragdo especifica para vimentina e citoqueratina foi citoplasmatica, corroborando o
descrito por Vermeirsch et al. (2000) e Minazaki et al. (2008).

As reagdes imunohistoquimicas para vimentina e citoqueratina caracterizaram as células
de origem mesenquimal e epitelial respectivamente, corroborando com Minazaki et al. (2008)
em seu estudo com placenta de gatas.

A imunomarcac¢ao também mostrou papel fundamental para a delimitagdo dos tecidos
fetal e materno na cinta placentaria, pois as células positivas para citoqueratina nao pertencem ao
trofoblasto fetal, consideradas componente epitelial do labirinto placentario, fortalecendo os
achados de Vermeirsch et al. (2000). Minazaki et al. (2008) em seu estudo com placenta de
gatas, descreveram o papel da vimentina e citoqueratina para a demarcagdo dos territorios fetal e
materno no labirinto e na paraplacenta.

A vimentina foi expressiva nas células endoteliais da zona lamelar e no mesénquima dos
vilos coridnicos (Figura 6a), ja a citoqueratina evidenciada na face materna, destacando as
glandulas endometriais (Figura 6b).

Neste estudo ndao foi possivel detectar com clareza as células deciduais pela
imunomarcagdo com vimentina. Segundo Vermeirsch et al. (2000) estas células exibem
filamentos intermediarios de vimentina, Minazaki et al. (2008), na imunolocalizagdo para

vimentina, evidenciaram células deciduais na placenta de gatas.
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Figura 6- Fotomicrografia de placenta de cadela (a) GN - zona lamelar, intensa e homogénea
imunomarcagdo para vimentina, Hematoxilina de Mayer 40x. (b) GC - face materna, zona
glandular, imunomarcacdo para citoqueratina nas glandulas endometriais, Hematoxilina de
Mayer 40x. Fonte: Arquivo Pessoal.

Nas placentas do GN a imunomarcagdo para vimentina mostrou-se intensa ¢ homogénea
em toda zona lamelar (Figura 5a), fato ndo ocorrido nas placentas do GC e GAUP, que
apresentaram a imunomarcagdo caracterizada pela variagdo da intensidade ao longo da zona
lamelar. Assim as placentas provenientes de parto normal tendem a apresentar na zona lamelar

mais estruturas provenientes do trofoblasto, porém, ndo houve relevancia estatistica, conforme

descrito na tabela 6.

Tabela 6 - Distribuicdo da expressdo para vimentina nas células do labirinto placentario segundo

0s grupos experimentais da espécie canina
EXPRESSAO PARA VIMENTINA

Grupo Fraca Forte <50% ou fraca > Forte >50% TOTAL
50%
GN 15,4%(2/13)** 23%(3/13)** 61,6%(8/13)** 13
GC 22.2%(2/9)** 22.2%(2/9)** 55,6%(5/9)** 9
GAUP 66,7%(2/3)** 0%(0/3)** 33,3%(1/3)* 3

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria

b comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta

AB: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Para citoqueratina ndo foram encontradas diferencas na andlise da imunomarcag¢do nos

trés grupos experimentais (Tabela 7).
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Tabela 7 - Distribui¢do da expressdo para citoqueratina nas células do labirinto placentario
segundo os grupos experimentais da espécie canina
EXPRESSAO PARA CITOQUERATINA

Grupo Fraca Forte <50% ou fraca > Forte>50% TOTAL
50%
GN 38,5%(5/13)** 38,5%(5/13)** 23%(3/13)** 13
GC 22.2%(2/9)** 55,6%(5/9)* 22.2%(2/9)* 9
GAUP 33,3%(1/3)** 66,7%(2/3)** 0%(0/3)™* 3

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria

a5 comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta

AB. comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

5.4 Localizagdo imunohistoquimica para progesterona e estrogeno o.

Para a anélise imunohistoquimica dos receptores para progesterona e estrogeno o foram
utilizadas 25 placentas, procedentes dos trés grupos experimentais (GN:n=13; GC:n=9;
GAUP:n=3). Nos controles negativos ndo houve marcagdo, por sua vez os controles positivos
exibiram marca¢ao para ambos anticorpos utilizados.

Afim de chegar aos resultados pertinentes a este estudo, inicialmente foi testado o
Receptor de Progesterona (RP), clone 1A6 (cod M3529) Dako, contudo, sem resultados
satisfatorios nas diluigdes empregadas para o tecido placentdrio. Testou-se também aliquota dos
anticorpos Monoclonal Rabbit Estrogen receptor clone SP1, Biogen® e RP clone SP42,
Biogen®, nas diluigdes 1:50 e 1:100, porém, ambos ndo demonstraram €xito para este estudo.

A expressao dos receptores para progesterona foi nuclear, corroborando com Vermeirsch
et al. (2000) e Veiga et al. (2009). Segundo estes autores ndo ha evidéncia de RP na porcao fetal
da placenta, ou seja, estes receptores estao presentes apenas nos tecidos de origem materna.

Sabe-se que ha declinio plasmatico das concentragdes de progesterona que antecede o
parto, entretanto, 0 mesmo nao ocorre com a disponibilidade do receptor, fato que explica a
intensa expressao de RP nas placentas do GN (Figura 7a) e GC. Desta maneira sugere-se que a
concentracdo sérica da progesterona ¢ mais importante para o desencadeamento do trabalho de
parto do que a disponibilidade de seus receptores placentdrios, de acordo com a literatura
(VERMEIRSCH et al., 2000).

A expressao dos receptores de progesterona foi evidente (Tabela 8) em toda regido do
labirinto placentario, provavelmente nas células deciduais, pois estas foram citadas por
Kowalewski et al. (2010) como as Unicas capazes de expressar RP.

Nas placentas do GAUP a marcacao foi fraca (Figura 7b) ou ndo houve marcagao (Figura

7¢c) para RP, segundo Kowalewski (2012) e Gram et al. (2014) os receptores de ocitocina
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também sdo expressos nas c€lulas deciduais placentarias, portanto, co-localizados aos RP. Como
neste grupo houve a administracdo de ocitocina exodgena afim de promover estimulos as
contragdes uterinas, acredita-se que tal fato possa ter inibido a expressdo dos RP nestas
placentas.

Embora Vermeirsch et al. (2000) tenham demonstrado a expressao de REa nas placentas
caninas, nas condicoes em que este trabalho foi realizado, utilizando a técnica de
imunohistoquimica, ndo foi possivel a deteccdo de REa nas placentas dos trés grupos
experimentais (Figura 7d). Contudo, Al-Blander (2006), em seu estudo com ratas, sugeriu que ao
transcorrer da gestacdo hd uma diminuicdo dos REa placentarios devido a um mecanismo
protetor contra os efeitos deletérios do estrogeno ao final da gestagdo, pois existe aumento sérico
deste horménio para desencadear o trabalho de parto e por consequéncia, neste periodo a
placenta apresenta menor capacidade de resposta aos estimulos deste hormdnio.

As placentas analisadas neste estudo foram obtidas de gestacdo a termo, visto que Veiga
(2008), utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccio de RE
placentéario em cadelas, concluiu que o acido ribonucléico mensageiro (RNAm) para REa possui
maior expressao até 40° dia de gestagdo, portanto, placentas a termo tendem a apresentar pouca
expressdo ou ndo apresentar REa, o que pode esclarecer a ndo exibi¢do destes receptores nas
placentas avaliadas.

De acordo com Shoni et al. (2013) placentas normais ou com doengas trofoblasticas
gestacionais em humanos possuem REa nas células deciduais, porém, estes encontram-se em
niveis ndo detectaveis imunohistoquimicamente. Em contrapartida, Rawden e Leavitt (1980)
descreveram sobre a inibicdo de REa devido a intensa expressdo de RP pela a¢do paracrina entre
estes receptores.

No presente estudo as placentas do GN e GC expressaram RP nas células deciduais do

labirinto placentario, o que pode ter ocasionado a ndo expressao dos REa.
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Figura 7 - Fotomlcrograﬁa da zona lamelar de placenta de cadela (a) GN - imunomarcagao
nuclear intensa para progesterona, Hematoxilina de Mayer 40x, (b) GAUP - imunomarcagao
para progesterona, intensidade fraca, Hematoxilina de Mayer 40x, (c) GAUP - auséncia de
imunomarcagdo para progesterona, Hematoxilina de Mayer 40x, (d) GN - auséncia de
imunomarcagao para estrogeno o, Hematoxilina de Mayer 20x. Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 8 - Distribui¢do da expressdo para progesterona nas células do labirinto placentério
segundo os grupos experimentais da espécie canina
EXPRESSAO PARA PROGESTERONA

Grupo Ausente Fraca Forte <50% ou Forte>50% TOTAL
fraca > 50%
GN 0%(0/13)**  7,7%(1/13)** 61,5%(8/13)®  30,8%(4/13)""" 13
GC 0%(0/9)**  11,1%(1/9)**? 55,6%(5/9)® 33,3%(3/9)™8 9
GAUP  33.3%(1/3)"  66,7%(2/3)*" 0%(0/3)** 0%(0/3)** 3
GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria

&b, comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta (p<0,05)
AB. comparagio das categorias de resposta dentro do grupo (p<0,05)
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6. CONSIDERACOES FINAIS

1. Com base no presente estudo podemos concluir que a morfologia macroscopica de
placentas a termo de cadelas independe dos casos de eutocia e distocia.

2. Os componentes celulares da placenta da cadela dividem-se em duas regides distintas, o
labirinto placentario que ¢ subdividido em zona glandular, zona juncional e zona lamelar ¢ as
regides dos hematomas marginais caracterizados como aglomerado de eritrdcitos provenientes
da degeneragdo do endotélio materno. Caracteristica morfologica que nao diferiu entre os grupos
analisados.

3. As alteragdes morfologicas (regides de hemorragia, necrose tecidual, infiltrado
inflamatoério e areas de calcificagdo) encontradas nas placentas provenientes de eutocia e
distocia, nunca antes mencionadas em literatura, podem ser consideradas achados fisiologicos
para a placenta da espécie em estudo. A integridade das regides dos hematomas marginais nao
foi diferente entre as placentas provenientes de eutocia e distocia.

4. A expressdo para vimentina e citoqueratina foi de grande valia na caracterizagdo dos
tecidos maternos e fetais presentes na placenta da espécie em estudo.

5. A expressao de receptores para progesterona em placentas provenientes de atonia uterina
¢ fraca ou ausente quando comparada a intensa expressao encontrada nas placentas provenientes
de parto normal e cesarea. Placentas caninas a termo podem ndo expressar receptores para
estrogeno o.

Contudo, mais estudos sobre a placenta canina faz-se necessario.
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Resumo
Objetiva-se com o presente estudo a andlise da expressdo de receptores para progesterona e
estrogeno o em placentas de cadelas e a possivel correlagdo com os casos de distocia. Foram
coletadas 25 placentas, provenientes de 25 cadelas, com e sem raga definida, conforme o tipo de
parto as placentas foram divididas em trés grupos experimentais, GN (n=13) placentas obtidas
de parto normal, GC (n=9) placentas obtidas de cesariana ¢ GAUP (n=3) placentas oriundas de
cadelas em atonia uterina primaria. Os fragmetos placentarios foram parafinizados e seccionados
em cortes de 3um, a andlise imunohistoquimica foi realizada com incubagdo do anticorpo
primario na dilui¢do de 1:50 para progesterona e estrogeno a. A expressdo dos RP foi evidente
nas células deciduais do labirinto placentario no GN e GC. Nas placentas GAUP ndo houve
marcacdo ou esta se apresentou fraca e escassa para RP. Nas condigdes em que este trabalho foi
realizado, ndo foi possivel a detec¢do de REa nas placentas dos trés grupos experimentais.
Conclui-se que expressdo de RP em placentas provenientes de atonia uterina ¢ fraca ou ausente
quando comparada a intensa expressao encontrada nas placentas provenientes de parto normal e
cesarea. Placentas caninas a termo podem nao expressar REa.
Palavras-chave: cadela, labirinto placentario, célula decidual, receptor de progesterona, receptor
de estrogeno

Abstract
The Objective was to analyze the expression from progesterone and estrogen o receptor in
placentas of bitches and to correlate it with cases of dystocia. We collected 25 placentas from 25
bitch in labor. The placentas were divided as the type of delivery into three experimental groups,
GN (n=13) placentas obtained from normal delivery, GC (n=9) placentas obtained
from caesarean section and GAUP (n=3) placentas obtained from bitches in primary uterine
atony. Placental samples were embedded in parafin and sectioned of 3um were -cut.
Immunohistochemical analysis were performed with primary antibody incubation at 1:50
dilution for progesterone and estrogen a. The expression of RP was evident in decidual cells of
placental labyrinth in both GN and CG groups. In the GAUP samples there was no marking or
the immunoexpression was weak and scarse for RP. In the conditions in which this work was
carried out, it was not possible to detect REa in the placentas from all experimental groups. We
concluded that PR expression in placentas from bitches in uterine atony is weak or absent when
compared to placentas from normal and cesarean delivery. Canine placentas term do not express
REa.
Key words: bitch, placental labyrinth, decidual cell, progesterone receptor, estrogen receptor.
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Introduciao

A industria pet brasileira ocupa o segundo lugar absoluto no mercado mundial. O ntimero
de cdes no pais chega a 52,2 milhdes, equivalente a 1,8 cachorro por domicilio (IBGE, 2014).
Inicialmente as pesquisas pertinentes a reprodugdo animal, eram direcionadas aos animais de
produgdo, com a evolugdo do vinculo entre o cdo e o homem, os estudos relacionados a esta espécie
tornaram-se mais relevantes (Aralla et al., 2013).

A placentagdo e o desenvolvimento das membranas fetais na espécie canina atualmente
sdo estudados de forma extensiva, ja que o conhecimento da morfologia placentaria possibilita
reconhecer corretamente alteragdes patoldgicas e sua possivel correlagdo com a viabilidade
neonatal (Miglino et al., 2006; Aralla et al., 2013).

A placenta é uma estrutura complexa, formada a partir da unido das membranas fetais
com o endométrio. Existente somente nos mamiferos, ¢ considerada um o6rgdo de transi¢do
presente apenas no periodo gestacional e sua funcao ¢ a ligagdo entre a mae e feto para promover
suprimento de oxigénio e nutrientes, remocao de detritos metabolicos, produgdo e secre¢do de
hormoénios, fatores de crescimento fetal e regulagdo do ambiente uterino do feto (Prestes;
Landim-Alvarenga, 2006).

Sabe-se que a placenta tem capacidade de produzir e secretar hormonios, além de possuir
receptores hormonais. Os principais hormonios reguladores da fun¢do e crescimento do trato
reprodutivo da fémea sdo a progesterona e o estrogeno cuja acdo ¢ mediada pela interagao
especifica com seus receptores intracelulares, entretanto, a presenca destes receptores na
placenta canina ainda ndo estd bem estabelecida (Veiga et al., 2009; Ithurralde et al., 2013).

Conforme descrito por Henriquez et al. (2012), a progesterona integra a formagdo das
células deciduais no utero materno, cuja fungdo ¢ vital para a nutricdo do embrido no inicio do
periodo gestacional. Kowalewski (2012) menciona as células deciduais como sendo a unica

célula da placenta canina capaz de expressar receptores de progesterona (RP).
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Alguns estudos demonstraram que o estrogeno ¢ sintetizado na placenta de humanos e
animais, entretanto ndo ha sintese deste hormonio na placenta de cdes, ratos e coelhos, fato
atribuido ao curto periodo gestacional nestas espécies, em contrapartida seres humanos,
primatas, ruminantes e equinos sao capazes de produzir estrogeno placentario por apresentarem
longo periodo gestacional (Nishiyama et al., 1999).

A expressdo de RP e de REa estdo significativamente correlacionadas (Veiga et al.,
2009), de acordo com Wu et al. (1993) estes receptores foram observados nas células deciduais
de placentas de primatas e humanos. Segundo Vermeirsch et al. (2000) RP e REa estdo presentes
apenas na por¢ao materna da placenta canina, acarretando na possivel ndo regulagdo direta da
funcdo placentaria por ambos hormonios.

Objetiva-se com o presente estudo a analise da expressdo de receptores para progesterona
e estrogeno alfa (o) em placentas de cadelas e a possivel correlagdo com os casos de distocia.

Material e Métodos

Os procedimentos experimentais do presente estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica Institucional, sob o nimero de protocolo 129/2013-CEUA.

Foram coletadas 25 placentas, provenientes de 25 cadelas, com e sem raca definida,
idade entre dois e 10 anos, com peso médio 20Kg, primiparas e multiparas, fecundadas por
monta natural, previamente submetidas a exame clinico para confirmacao da higidez.

De acordo com a necessidade apresentada individualmente pelas cadelas, a coleta das
placentas ocorreu a partir de parto normal, cesariana ou utilizando farmacos indutores do parto,
sendo o protocolo utilizado: ocitocina 1UI/kg por via subcutanea, gluconato de calcio 50mg/kg
por via intravenosa (IV) e glicose 0,5g/kg/IV/hora. Conforme o tipo de parto as placentas foram
divididas em trés grupos experimentais, GN (n=13) placentas obtidas de parto normal, GC (n=9)
placentas obtidas de cesariana ¢ GAUP (n=3) placentas oriundas de cadelas em atonia uterina

primaria.



100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

41

Fragmentos lcm x lcm foram seccionados da regido proxima ao corddo umbilical e
armazenados em formol tamponado 10% durante 48 horas e posteriormente incluidos em
parafina na orientacgdo transversal.

Os fragmetos placentarios parafinizados foram seccionados em cortes de 3um de
espessura e¢ colocados em laminas silanizadas, posteriormente desparafinizados em xilol e
seguidamente hidratados em banhos de &lcool. A recuperacdo antigénica foi realizada em
solucdo de citrato de sdédio 10mM, pH 6,0 corrigido com hidréxido de s6dio, com incubagdo em
panela de pressdo tipo pascal (Dako, USA).

O bloqueio das peroxidases endogenas procedeu-se em solugdo de peroxido de
hidrogénio a 8% por 20 minutos, sucessivamente o bloqueio das ligagdes inespecificas foi
realizado com leite em p6 desnatado (3g/100mL) por 60 minutos e posteriormente lavagens em
solugdo tampao Tris—pH 7,4.

Foi realizada a incubacao com o anticorpo primario na dilui¢do de 1:50 para progesterona
e estrogeno o (anticorpo monoclonal cat. n° 1546, Immunotech, France e anticorpo Monoclonal
Mouse Anti- Human Estrogen Receptor a clone 1D5 - Dako — CA, USA, Cod M7047,
respectivamente) em camara umida, durante 18 horas, a de 4°C.

Para ambos receptores os controles positivos utilizados foram cortes histologicos de
endométrio canino com hiperplasia endometrial cistica e glandula mamaria canina com presenga
de células tumorais. Como controle negativo a lamina contendo tecido placentario foi incubada
omitindo o anticorpo primario.

Apos o periodo de incubagdo, as laminas foram submetidas a banhos de TRIS e
posteriormente incubadas com o anticorpo secundario Histofine® (polimero hrp - Nichirei
Bioscience cod. 414154f) por 30 minutos em estufa a 27° e ao término desta etapa, nova
lavagem com solugdo tampao TRIS - pH 7,4 e revelagdo com o cromogeno 3,3 -

diaminobenzidina (DAB) durante 5 minutos.
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Os cortes histologicos foram contracorados com hematoxilina de Mayer por 2 minutos,
em seguida foi realizada a desidratagdo do material com banhos de alcool e xilol, por fim, as
laminas foram montadas utilizando-se resina sintética e posteriormente avaliadas em
microscopia Optica, quanto a intensidade da imunomarca¢do de acordo com o descrito por
Hewitt et al. (2011), para marcagdo nuclear, onde 0: auséncia de coloragdo, 1: coloragdo fraca
em menos de 50% das células, 2: coloragdo forte em menos de 50% das células ou coloragao
fraca em mais de 50% das células e 3: coloragdo forte em mais de 50% das células.

Para a associagdo das variaveis, imunomarcacdo das células para estrogeno o e
progesterona nos tecidos placentarios dos grupos experimentais utilizou-se o teste de Goodman,
complementado com as comparagdes multiplas entre e dentro de populagdes multinomiais
(Goodman, 1964 e 1965). A discussdo dos resultados foi realizada no nivel de 5% de
significancia.

Resultados e Discussio

Nos controles negativos nao houve marcagdo, ja os controles positivos exibiram
marcacao para ambos anticorpos utilizados.

Afim de chegar aos resultados pertinentes a este estudo, inicialmente foi testado o
Receptor de Progesterona (RP), clone 1A6 (cod M3529) Dako, contudo sem resultados
satisfatorios nas diluigdes empregadas para o tecido placentdrio. Testou-se também aliquota dos
anticorpos Monoclonal Rabbit Estrogen receptor clone SP1, Biogen® e RP clone SP42,
Biogen®, nas dilui¢des 1:50 e 1:100, porém, ambos nao demonstraram €xito para este estudo.

A expressao dos receptores para progesterona foi nuclear, corroborando com Vermeirsch
et al. (2000) e Veiga et al. (2009). Segundo estes autores ndo ha evidéncia de RP na porcao fetal
da placenta, ou seja, estes receptores estao presentes apenas nos tecidos de origem materna.

Sabe-se que ha declinio plasmatico das concentracdes de progesterona que antecede o

parto, entretanto, o mesmo nao ocorre com a disponibilidade do receptor, fato que explica a
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intensa expressdo de RP nas placentas do GN (Figura 7a) e GC. Desta maneira sugere-se que a
concentracdo séria da progesterona ¢ mais importante para o desencadeamento do trabalho de
parto do que a disponibilidade de seus receptores placentarios, de acordo com a literatura
(Vermeirsch et al., 2000).

A expressao dos receptores de progesterona foi evidente (Tabela 8) em toda regido do
labirinto placentario, provavelmente nas células deciduais, pois estas foram citadas por
Kowalewski et al. (2010) como as tnicas capazes de expressar RP.

Nas placentas do GAUP a marcacao foi fraca (Figura 7b) ou ndo houve marcagao (Figura
7¢) para RP, segundo Kowalewski et al. (2010) e Gram et al. (2014) os receptores de ocitocina
também s3o expressos nas células deciduais placentarias, portanto, co-localizados aos RP. Como
neste grupo houve a administracdo de ocitocina exodgena afim de promover estimulos as
contragdes uterinas, acredita-se que tal fato possa ter inibido a expressio dos RP nestas
placentas.

Embora Vermeirsch et al. (2000) tenham demonstrado a expressdo de REa nas placentas
caninas, nas condicoes em que este trabalho foi realizado, utilizando a técnica de
imunohistoquimica, ndo foi possivel a deteccio de REa nas placentas dos trés grupos
experimentais (Figura 7d). Contudo, Al-Blander (2006), em seu estudo com ratas, sugeriu que ao
transcorrer da gestagdo hd uma diminuigdo dos REa placentarios devido a um mecanismo
protetor contra os efeitos deletérios do estrogeno ao final da gestacao, pois existe aumento s€rico
deste hormonio para desencadear o trabalho de parto e por consequéncia, neste periodo a
placenta apresenta menor capacidade de resposta aos estimulos deste hormonio.

As placentas analisadas neste estudo foram obtidas de gestacdo a termo, visto que Veiga
(2009), utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo de RE
placentario em cadelas, concluiu que o acido ribonucléico mensageiro (RNAm) para REa possui

maior expressao até 40° dia de gestagdo, portanto, placentas a termo tendem a apresentar pouca
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expressdo ou ndo apresentar REa, o que pode esclarecer a ndo exibi¢do destes receptores nas

placentas avaliadas.

De acordo com Shoni et al. (2013) placentas normais ou com doengas trofoblasticas

gestacionais em humanos possuem REa nas células deciduais, porém, estes encontram-se em

niveis ndo detectdveis imunohistoquimicamente. Em contrapartida, Rawden e Leavitt (1980)

descreveram sobre a inibicdo de REa devido a intensa expressdo de RP pela ac¢do paracrina entre

estes receptores.

No presente estudo as placentas do GN e GC expressaram RP nas células deciduais do

labirinto placentério, o que pode ter ocasionado a ndo expressao dos REa.

Tabela 1 - Distribui¢do da expressdo para progesterona nas células do labirinto placentério

segundo os grupos experimentais da espécie canina

EXPRESSAO PARA PROGESTERONA

Grupo Ausente Fraca Forte <50% ou Forte>50% TOTAL
fraca > 50%
GN 0%(0/13)*  7,7%(1/13)** 61,5%(8/13)®  30,8%(4/13)*F 13
GC 0%(0/9)**  11,1%(1/9)*® 55,6%(5/9)" 33,3%(3/9)"® 9
GAUP  33.3%(1/3)**  66,7%(2/3)* 0%(0/3)** 0%(0/3)** 3

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria
b, comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta (p<0,05)

AB. comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo (p<0,05)
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190  Figura 1 - Fotomicrografia da zona lamelar de placenta de cadela (a) GN - imunomarcagao
191 nuclear intensa para progesterona, Hematoxilina de Mayer 40x, (b) GAUP - imunomarcacao
192 para progesterona, intensidade fraca, Hematoxilina de Mayer 40x, (c) GAUP - auséncia de
193  imunomarcagdo para progesterona, Hematoxilina de Mayer 40x, (d) GN - auséncia de
194  imunomarcagao para estrogeno o, Hematoxilina de Mayer 20x. Fonte: Arquivo Pessoal.
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196 Conclusoes

197 Com base no presente estudo conclui-se que a expressao de receptores para progesterona
198  em placentas provenientes de atonia uterina € fraca ou ausente quando comparada a intensa
199  expressdo encontrada nas placentas provenientes de parto normal e cesarea. Placentas caninas a
200  termo podem ndo expressar receptores para estrogeno .
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Anexo 1 - Distribuicdo das areas de hemorragia segundo o status reprodutivo (primipara ou
multipara)

Areas de Hemorragia

Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
Primipara 36 (70,6)aB 9(17,6)aA 5(9,8)aA 1(2,0)aA 51
Multipara 19(65,5)aB 4(13,8)aA 5(17,2)aA 1(3,4)aA 29

a,b: comparagio de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 2 - Distribuicdo das areas de necrose segundo o status reprodutivo (primipara ou
multipara)

Areas de Necrose

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Primipara 21(41,2)aA 20(39,2)aA 10(19,6)aA 51
Multipara 12(41,4)aA 9(31,0)aA 8(27,6)aA 29

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 3 - Distribuicao das areas de inflamagao segundo o status reprodutivo (primipara ou
multipara)

Areas de Inflamacao

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Primipara 37(72,5)aB 10(19,6)aA 4(7,8)aA 51
Multipara 26(89,7)aB 2(6,9)aA 1(3,4)aA 29

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 4 - Distribuicdo das areas de calcificacao segundo o status reprodutivo (primipara ou
multipara)

Areas de Calcificaciio

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Primipara 12(23,5)bA 21(41,2)aA 18(35,3)aA 51
Multipara 1(3,4)aA 13(44,8)aB 15(51,7)aB 29

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 5 - Distribui¢do das areas de hematoma marginal segundo o status reprodutivo (primipara
ou multipara)

Areas de Hematoma Marginal

Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
Primipara (0,00)aA 16(31,4)aBC  29(56,9)aC 6(11,8)aB 51
Multipara 2(6,9)aA 10(34,5)aB 13(44,8)aB 4(13,8)aAB 29

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 6 -Distribui¢do das areas de hemorragia segundo a avaliacdo do filhote ao nascimento
Areas de Hemorragia

Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
Morto 8(61,5)aB 3(23,1)aAB 2(15,4)aAB 0(0,0)aA 13
Natimorto 3(42,9)aA 2(28,6)aA 2(28,6)aA 0(0,0)aA 7
Vivo 44(73,3)aB 8(13,3)aA 6(10,0)aA 2(3,3)aA 60

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo



Anexo 7 -Distribuicdo das dreas de necrose segundo a avalia¢do do filhote ao nascimento
Areas de Necrose

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Morto 3(23,1)aA 4(30,8)aA 6(46,2)aA 13
Natimorto 2(28,6)aA 3(42,9)aA 2(28,6)aA 7
Vivo 28(46,7)aB 22(36,7)aAB 10(16,7)aA 60

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparacao das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 8 - Distribui¢ao das areas de inflamagdo segundo a avaliagdo do filhote ao nascimento
Areas de Inflamacao

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Morto 11(84,6)aB 1(7,7)aA 1(7,7)aA 13
Natimorto 4(57,1)aB 3(42,9)aAB 0(0,0)aA 7
Vivo 48(80,0)aB 8(13,3)aA 4(6,7)aA 60

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 9 - Distribuicao das areas de calcificagdo segundo a avaliagdo do filhote ao nascimento
Areas de Calcificacao

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Morto 1(7,7)aA 6(46,2)aA 6(46,2)aA 13
Natimorto 1(14,3)aA 3(42,9)aA 3(42,9)aA 7
Vivo 11(18,3)aA 25(41,7)aA 24(40,0)aA 60

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 10 - Distribui¢do das areas de hematoma marginal segundo a avaliacao do filhote ao
nascimento

Areas de Hematoma Marginal

Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
Morto 2(15,4)aB 6(46,2)aA 4(30,8)aA 1(7,7)aA 13
Natimorto 0(0,0)aA 2(28,6)aA 3(42,9)aA 2(28,6)aA 7
Vivo 0(0,0)aA 18(30,0)aBC  35(58,3)aA 7(11,7)aA 60

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 11 - Distribui¢do das areas de hemorragia segundo o sexo do filhote
Areas de Hemorragia

Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
Fémea 30(71,4)aB 5(11,9)aA 6(14,3)aA 1(2,4)aA 42
Macho 25(65,8)aB 8(21,1)aA 4(10,5)aA 1(2,6)aA 38

a,b: comparacdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparag@o das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 12 - Distribui¢do das areas de necrose segundo o sexo do filhote
Areas de Necrose

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Fémea 16(38,1)aA 14(33,3)aA 12(28,6)aA 42
Macho 17(44,7)aA 15(39,5)aA 6(15,8)aA 38

a,b: comparacdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparag@o das categorias de resposta dentro do grupo
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Anexo 13 - Distribui¢do das areas de inflamacao segundo o sexo do filhote
Areas de Inflamacao

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Fémea 36(85,7)aB 59(11,9)aA 1(2,4)aA 42
Macho 27(71,1)aB 7(18,4)aA 4(10,5)aA 38

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 14 - Distribui¢@o das areas de calcifica¢do segundo o sexo do filhote
Areas de Calcificacao

Ausente Discreto Moderado TOTAL
Fémea 7(16,7)aA 18(42,9)aB 17(40,5)aB 42
Macho 6(15,8)aA 16(42,1)aB 16(42,1)aB 38

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo

Anexo 15 - Distribui¢@o das areas de hematoma marginal segundo o sexo do filhote

Areas de Hematoma Marginal

Ausente Discreto Moderado Acentuado TOTAL
Fémea 1(2,4)aB 12(28,6)aBC ~ 22(52,4)aC 7(16,7)aB 42
Macho 1(2,6)aA 14(36,8)aB 20(52,6)aB 3(7,9)aA 38

a,b: comparagdo de grupos fixada a categoria de resposta
A,B: comparagdo das categorias de resposta dentro do grupo
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Anexo 16 - Normas para publicagdo na Revista Brasileira de Reprodu¢do Animal

A Revista Brasileira de Reproducao Animal (RBRA) destina-se a publicacdo de artigos
cientificos, revisoes (compilacdo de informacdo da literatura, demonstrando analise critica sobre
o tema e com caracteristicas de excepcionalidade, a juizo do Corpo Editorial), comunicagdes e
relatos de casos, capazes de contribuir, significativamente, para um melhor conhecimento dos
fenomenos ligados a reproducao animal, bem como para a divulgagdo da produgdo cientifica da
area.

A RBRA, a partir do v.29 de 2005, ¢é publicada exclusivamente on line e estd disponivel
no website do CBRA (http//:www.cbra.org.br).

Toda correspondéncia devera ser encaminhada a:
Prof. Dr. Carlos Eduardo Ambrosio, Editor Chefe
Revista Brasileira de Reprodugdo Animal

E-mail : rbra@cbra.org.br

Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA)

Av. Cel José Dias Bicalho 1224, Lj 4, Bairro Sdo Luiz, Pampulha, CEP 31275-050, Belo
Horizonte, MG

Fone: (31)3491-7122; Fax: (31)3491-7025.

E-mail : cbra@cbra.org.br e Website: http://www.cbra.org.br

1. POLITICA EDITORIAL

Os artigos submetidos a RBRA serdo preliminarmente avaliados quanto as normas e a
adequacdo ao escopo da Revista. Somente os artigos aprovados nesta etapa serdo encaminhados
para a analise do mérito cientifico por consultores ad hoc.

2. TIPOS DE ARTIGOS ACEITOS PARA PUBLICACAO

e Artigo cientifico: ¢ o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na
premissa de resultados inéditos e posteriores ao planejamento da pesquisa.

o Revisdo: andlise e discussao do que ha disponivel na literatura cientifica e técnica atual
sobre um determinado tema. As informagdes devem ser organizadas de maneira logica e
atrativa, com o objetivo de facilitar ao leitor o acompanhamento da evolugdo do assunto.
As conclusdes referem-se ao conjunto dos artigos revistos.

e Comunicagdo: ¢ o relato sucinto de resultados de um trabalho cientifico adequadamente
planejado.

o Relato de caso: € o relato de um caso raro, de forma completa e de interesse da clinica
médico-veterinaria.

3. NORMAS GERAIS

e Os artigos devem ser originais e destinados exclusivamente a publicagdo na RBRA.

e Os autores sdo responsaveis pelos resultados, pelos conceitos e pelas informagdes
contidas nos artigos.

e A redagdo do artigo deverd estar de acordo com a lexicologia e sintaxe do idioma
portugués. Para ortografia em portugués, adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua
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Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras. Para ortografia em inglés, recomenda-se o
Webster's Third New International Dictionary.

e As unidades de medida devem ser usadas de acordo com o Sistema Internacional de
Unidades. As abreviaturas ¢ os simbolos devem ser evitados, exceto quando forem
usadas unidades padrao de medidas.

e Os artigos submetidos a aprovagdo deverdao estar em consonancia com as normas
descritas no capitulo "Preparagdo do para submissao".

Submissao dos artigos
Os artigos devem ser encaminhados exclusivamente, para o e-mail<rbra@cbra.org.br>. As
ilustracdes devem ser enviadas em arquivo separado.

Taxa de submissao

A taxa de submissdo de R$50,00 (cinquenta reais) por artigo devera ser depositada na
conta Banco Itau, Agéncia 3179, conta corrente 08080-3, por meio de deposito identificado.
Uma cdpia do comprovante deverd ser encaminhada ao CBRA, via e-mail, juntamente com o
artigo submetido. O artigo somente serd encaminhado para avaliacdo se comprovada a quitagdo
do pagamento da taxa de submissdo. A taxa de submissdo nao serd devolvida.

Taxas de publicacao

O artigo recomendado s6 sera publicado mediante o pagamento prévio da taxa de R$70,00
(setenta reais) por pagina publicada, a qual serd cobrada do autor indicado para correspondéncia.
O valor total devera ser depositado na conta Banco Itai, Agéncia 3179, conta corrente 08080-
3, por meio de deposito identificado, € uma copia do comprovante devera ser encaminhada ao
CBRA, via e-mail.

4. PREPARACAO DO TRABALHO PARA SUBMISSAO

Texto e formato dos arquivos: o artigo deve ser digitado em folha A4 (21.0 x 29.7) com 3 cm
de margem, fonte Times New Roman 12, espago entrelinhas duplo, com linhas numeradas
consecutivamente e paginadas sequencialmente. O arquivo eletronico deverd ser compativel
com Word for Windows.

Tamanho do artigo: O artigo submetido, incluindo as ilustragdes e as referéncias, devera
apresentar no maximo 15 paginas (artigo de revisdo), 15 paginas (artigo cientifico), 05 paginas
(relato de caso) e 05 paginas (comunicagao).

Secoes de um manuscrito cientifico

Artigo cientifico: Titulo; Titulo em inglés; Autor (es); Afiliagdo(des); Resumo; Palavras-
chave; Abstract, Keywords; Introdug¢do; Material e Métodos; Resultados; Discussao (ou
Resultados e Discussdo); Conclusdes; Agradecimentos; Referéncias; Ilustracdes. O artigo
cientifico deve conter no maximo 30 referéncias, devendo ser no minimo 80% de artigos
cientificos em periddicos indexados. (ver detalhes abaixo).

Artigo de revisao: Titulo; Titulo em inglés; Autor(es); Afiliacdo(des); Resumo; Palavras-
chave; Abstract,; Keywords; Introdugao; Desenvolvimento do assunto (organizado em partes com
titulos proprios e, eventualmente, subtitulos); Consideragdes finais; Agradecimentos;
Referéncias; Ilustragdes. As referéncias devem conter no minimo 80% de artigos cientificos em
periodicos indexados.
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Comunicacio : Mesma estrutura do artigo cientifico, de forma sucinta, mas sem subtitulos. A
comunica¢do deve conter no maximo 10 referéncias, devendo ser no minimo 80% de artigos
cientificos em periodicos indexados.

Relato de caso: Titulo; Titulo em inglés; Autor(es); Afiliacdo(des); Resumo; Palavras-
chave; Abstract; Keywords; Introducao; Metodologia diagnostica utilizada; Resultados e
Consideracoes finais; Referéncias, Ilustragdoes. O relato de caso deve conter no maximo 10
referéncias, devendo ser no minimo 80% de artigos cientificos em perioédicos indexados.

Descricio das secoes de um artigo cientifico (os demais tipos de manuscritos devem se
adaptar ao modelo):

e Titulo: O titulo deve ser sucinto, mas representativo do contetido do artigo. Apenas a
primeira palavra do titulo com a inicial em maitscula (exce¢do para nomes proprios). A
citacdo de suporte financeiro devera ser colocada junto dos agradecimentos, antes da lista
de referéncias.

e Titulo em inglés: Logo abaixo do titulo em portugués, versdo em inglés do titulo em
portugués.

e Autor(es): Os nomes dos autores virdo abaixo dos titulos em portugués e inglés, na
ordem direta, prenomes e nomes intermediarios representados pela inicial seguida de
ponto, seguidos dos sobrenomes paternos por extenso. A afiliagdo de cada autor devera
ser indicada por algarismos arabicos sobrescritos no final do sobrenome.

o Afiliagdo(des): Deve ser citada somente a instituicdo principal e um segundo nivel de
filiagdo, quando da execugdo do trabalho submetido, seguida da cidade, estado e pais.
Nao citar titulo, cargo e funcdo. O autor para correspondéncia deve ser indicado com
endereco completo, telefone, fax e e-mail.

e Resumo: Narrativa sucinta dos objetivos, material e métodos (quando pertinente),
principais resultados e conclusoes, limitado a 200 palavras (1374 caracteres com espago)
em um s6 paragrafo.

o Palavras-chave: Palavras ou expressdes que identificam o contetido do artigo, ndo
ultrapassando o limite de cinco.

e Abstract: Versdao em inglés do Resumo.

o Keywords: Versdao em inglés das Palavras-chave.

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

e Material e Métodos: Devem ser citados o desenho experimental, o material envolvido, a
descricio dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. E
recomendado o uso restrito de subtitulos. Nos artigos que envolvam animais ou
organismos geneticamente modificados, devera constar o nimero do protocolo de
aprovacao do Comité de Bioética e/ou de Biosseguranga.

e Resultados: Devem ser apresentados clara e objetivamente os principais resultados
encontrados.

o Discussdo: Devem ser discutidos somente os resultados obtidos no trabalho.

e Conclusoes: As conclusdes devem estar apoiadas nos dados da pesquisa executada.

e Agradecimentos: Devem ser concisamente expressados.

o Referéncias: Referenciar somente artigos citados e publicados. As referéncias devem ser
listadas em ordem alfabética do(s) sobrenome(s) do(s) autor(es) e a seguir do titulo.

o [lustracdes: Compreende as tabelas e as figuras. Toda ilustracdo que ja tenha sido
publicada deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data), e a



56

correspondente referéncia deve figurar na lista final. Recomendacdes: 1) Ilustracdes
idénticas ao original: os autores devem encaminhar 8 RBRA a autorizacao do autor ou
detentor dos direitos autorais para reproducdo. No artigo, além da identifica¢ao da fonte,
os autores devem mencionar a autorizacao nos agradecimentos; 2) Ilustracdes adaptadas
ou modificadas: os autores devem identificar a fonte, acrescentando a informagao
"adaptado de ...".

Tabela: Conjunto de dados alfanuméricos organizados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais apenas na separacao do cabegalho e ao final da tabela. A separacao de grupos
de dados no corpo da tabela deverd ser feita inserindo-se uma linha em branco. A
legenda, colocada acima da tabela, recebendo inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo
nimero de ordem em algarismo ardbico, e ¢ referida no texto como Tab., mesmo quando
se referir a varias tabelas.
Figura: Refere-se a qualquer ilustragdo constituida ou que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda devera ser colocada
abaixo da ilustragdo, recebendo inicialmente a palavra Figura, seguida do niimero de
ordem em algarismo arabico, e ¢ referida no texto como Fig., mesmo quando se referir a
mais de uma figura. As figuras devem ser enviadas em arquivo separado, extensao.tif,
com alta resolugao.

5. NORMAS PARA CITACAO NO TEXTO E REDACAO DE REFERENCIAS

Citacao de referéncia no texto

A citagdo no texto serd feita segundo as circunstancias, podendo o(s) autor(es) e¢ as data(s)
ser(em) citado(os) entre parénteses, ou somente a data. No caso de citacdo de diversos autores,
listar cronologicamente e, havendo coincidéncia de data, usar a ordem alfabética de autor.
Exemplo: Dunne (1967), Morril (1967), Nutrient... (1968), Lopes e Moreno (1974) Ferguson et
al. (1979), OU (Dunne, 1967; Morril, 1967; Nutrient..., 1968; Lopes e Moreno, 1974; Ferguson
et al., 1979).

Referéncias
Sdo adotadas as normas da ABNT/NBR-6023 de 2002, simplificadas conforme exemplos
abaixo. Para documentos ndo exemplificados usar a norma original (www.abnt.org.br).

Periddicos

Anuario Estatistico do Brasil. Rio de Janeiro: IBGE, v.48, 1987/88. p.351.

Ferguson JA, Reeves WC, Hardy JL . Studies on Immunity to alphaviruses in foals.Am J Vet
Res, v.40, p.5-10, 1979.

Holenweger JA, Tagle R, Waserman A, Schim FA, Franckel S. Anestesia geral del
canino. Not Med Vet ,n.1, p.13-20, 1984.

Publicacdo avulsa

Dunne HW lang=EN-US (Ed.). lang=ES-TRAD Enfermedades del cerdo lang=ES-TRAD .
Meéxico: UTEHA, 1967.

Lopes CAM, Moreno G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
Congresso Brasileiro de Medicina Veterinaria, 14, 1974, Sao Paulo. Anais... Sao Paulo: CBMV,
1974. p.97. Resumo.

Morril CC. Infecciones por clostridios. In: Dunne HW (Ed.). lang=ES-TRAD Enfermedades del
cerdo lang=ES-TRAD . México: UTEHA, 1967. lang=ES-TRAD p.400-415.

Nutrient requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968. p.19-
20.
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Silva NQ. Periotonioscopia na égua. 1971. 38f. Dissertacio (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria, Belo Horizonte,
1971.

Documentos eletronicos

Documento publicado disponibilizado em meio eletronico

Arranjo tributario. Diario do Nordeste On Line, Fortaleza, 27. nov. 1998. Disponivel
em http://www.diariodonordeste.com.br. Acesso em 28 nov. 1998.

Guncho MR. A educacgao a distancia ¢ a biblioteca universitaria. In: Seminario de Bibliotecas
Universitarias, 10, 1998, Fortaleza. Anais ... Fortaleza: Tec Treina, 1998. CD-ROM.

Politica . In: DICIONARIO da lingua portuguesa. Lisboa: Priberam Informatica, 1998.
Disponivel em http://www.priberam.pt/dIDPLO. Acesso em 8 mar. 1999.

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

Silva RN, Oliveira R. Os limites pedagdgicos do paradigma style='letter-spacing:.2pt™>da
qualidade total na educagdo. In: Congresso de Iniciacdo Cientifica da UFPe, 4, 1996, Recife.
Anais eletronicos ... Recife: UFPe, 1996. Disponivel em http://www.prospeq.ufpe.br
/anais/anais/educ/ce04.htm. Acesso em 21 jan. 1997.

Documento de acesso exclusivo em meio eletronico

Birds from Amapd; banco de dados. Disponivel emhttp://www.bdt.org/bdt/avifauna/aves.
Acesso em 25 nov. 1998.

Bioline Discussion List. List maintened by the Bases de Dados Tropical, BDT, in Brasil.
Disponivel em: lisserv(@bdt.org.br. Acesso em 25 nov. 1998.

Civitas . Coordenacdo de Simao Pedro Marinho. Desenvolvido pela Pontificia Universidade
Catolica de Minas Gerais, 1995-1998. Apresenta textos sobre urbanismo e desenvolvimento de
cidades. Disponivel em: gcsnet.com.br/oamis/ civitas>. Acesso em 27 nov. 1998.

Citacdo de citacdo

Devem ser evitadas. Somente a obra consultada no original deverd aparecer na lista de
referéncias. No texto, serdo citados o autor e a data do documento original, seguido da expressao
"citado por" e do autor e data da obra consultada.

Artigos no prelo

Incluir na lista de referéncias apenas os artigos ja aceitos para publicagdo. Apos a referéncia,
colocar a informacao "No prelo". Os artigos apenas submetidos entram na categoria "Informacao
pessoal".

Informacao pessoal

Os dados obtidos por informagdo oral (palestras, debates, artigos submetidos e em fase de
analise, comunicagao pessoal etc.) sdo identificados apenas no texto. Apods a informagao, coloca-
se o autor, a data, instituicdo do autor e a expressao "Informacao pessoal".

6. INFORMACOES COMPLEMENTARES

Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos sdo disponibilizados no formato pdf, no endereco
eletronico da revista (www.cbra.org.br).

A reprodugdo e a traducdo de qualquer artigo para fins comerciais sao proibidas, sendo que
transcrigdo em outras revistas cientificas deve ser precedida de anuéncia do editor.



Anexo 17 - Aprovagio do Comité de Etica na Experimenta¢io Animal

INEN
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA a4 meZ - unesp

unesp J0LIC DE MESQUITA FILHO S

ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa “Analise
histolégica e imunoistoquimica da placenta proveniente de
parto eutécico em cadelas” Protocolo n° 129/2013-CEUA, de
Isadora Frazon Costa, desta Faculdade, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade.
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, em 13 de setembro
de 2013.

I i;wf,/
Profa.Ass.Dr2. Maria LﬁciAEgmes Lourenco

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu
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