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RESUMO

Autor: Andreza Morais de Souza

Orientador: Rodrigo Costa Mattos

A placenta equina é do tipo epiteliocorial microcotiledonéaria difusa. Os
macrovilos coridnicos iniciais comecam a se desenvolver e interdigitar no
endomeétrio apos os 40 dias de gestacédo. Muitos estudos descrevem o0s aspectos
do desenvolvimento da placenta, porém em estagios iniciais os dados de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) sé@o escassos. O objetivo do presente
estudo foi descrever algumas das mudancas ocorridas no coérion em
desenvolvimento durante a gestacado. A estrutura microcotiledonaria foi estudada
no periodo desde os 62 dias de gestacdo até proximo ao parto, por MEV e
microscopia optica. As amostras foram coletadas em um abatedouro comercial
de equinos. Foram obtidos 28 fetos, os quais foram mensurados quanto ao
comprimento (cm) equivalente a distancia cefalococcigea (CR) e as idades
gestacionais (IDG) estimadas foram: 62, 85, 110, 118, 136, 149, 185, 222, 230,
250 e >300 dias. Nossos resultados revelaram aos 62 dias a presenca de
macrovilos redondos, o0s precursores dos microcotilédones, difusamente
localizados na superficie coridnica e proximos um do outro. Aos 85 dias de
gestacao, a superficie coribnica tornara-se ondulada e as microvilosidades foram
reconheciveis. E aos 110 dias, as aréolas foram facilmente identificadas entre
0s conjuntos vilosos, 0s quais passaram a ser mais alongados, mas ainda nao
ramificados. Com 149 dias as vilosidades mostraram as ramificacées primarias
das hastes que eram curtas até entdo. Os vilos estdo organizados em tufos
reunidos para formar a estrutura microcotiledonaria. Muitas vilosidades

individuais alongadas estdo presentes junto daquelas com mudltiplas
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ramificacbes a partir dos 185 dias; a maioria deles ramificada em "Y". As
microvilosidades promoveram ramifica¢cdes secundéria (aos 222 dias) e terciaria
(aos 250 dias). Além disso, a presenca de histotrofo em muitas amostras ao
longo da gestagéo e a formagdo de novas microvilosidades foram notados
mesmo em estagios finais da gestacdo, sugerindo o desenvolvimento continuo
de células coribnicas, nhuma clara resposta a continua demanda nutricional do

feto em crescimento.

Palavras-chave. Placenta, microcotilédone, histotrofo, aréola.
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ABSTRACT

Author: Andreza Morais de Souza

Adviser: Rodrigo Costa Mattos

The equine placenta is diffuse epitheliochorial microcotyledonary type. The initial
chorionic macrovilli begins to develop and interdigitate in the endometrium after
40 days of pregnancy. Many studies described aspects of placental development;
however, on early stages scanning electron microscopy (SEM) data are scant.
The aim of present study was to describe some of the changes occurred in a
developmental chorion during gestation. The microcotyledon structure was
studied in the period since 62 days of gestation until close to term, by SEM and
light microscopy. The samples of chorioallantois were collected from 28 mixed
breed mares in a commercial equine abattoir. The estimated gestational ages of
each sample were 62, 85, 110, 118, 136, 149, 185, 222, 230, 250 and >300 days.
Our results revealed round macrovilli, or the forerunners of microcotyledons,
diffusely located and close to one another. They are a shallow cluster like a pile
of chorionic protruded cells at 62 days of pregnancy. On the 85th day, the
chorionic surface becomes undulated and the microvilli are recognizable. They
increased in height and begun to acquire single branch appearance. At 110 days
the areole are easily recognized between the pools of villi. These are now higher
than earlier, still unbranched and present folding of chorionic surface. The single
villi promote primary branching as short rods until 149 days. They are located as
tufts gathered together and begin to form the microcotyledon. Many elongated
single villi are apposed to multibranched ones from the 185 days; most of them
branched in a “Y” shape. The microvillus promote secondary (at 222 days) and
tertiary (at 250 days) branching. In addition, histotrophe was identified in many

samples throughout gestation and new microvilli were noticed even at latter
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stages of gestation, suggesting the continuous development of chorionic cells
into brand new villus, a clear response to the demand of continues fetus growth.

Key-words. Placenta, microcotyledons, histotrophe, areolae.
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1. INTRODUCAO

Nos mamiferos a placenta é um 6érgéo central para a reproducao, sendo
responsavel pelo crescimento fetal através da transferéncia de nutrientes e
oxigénio da mae para o feto e também pela eliminacdo de produtos fetais. Ela é
formada pelo contato dos tecidos extraembrionarios do corion e do saco vitelino
em marsupiais, e do corion e alantoide com os tecidos uterinos maternos nos
mamiferos eutérios. Dentro deste quadro geral, no entanto, a placenta apresenta
grande diversidade interespecifica no que diz respeito a morfologia. Nos
mamiferos eutérios a placenta pode ser classificada, por exemplo, pela sua
forma (o numero e distribuicdo de areas de troca de nutrientes na superficie
placentaria), invasdo (o numero de camadas dos tecidos maternos que separam
0 sangue materno de tecidos fetais), interdigitacdo (o grau de contato entre 0s
tecidos fetais e maternos nas areas de troca de nutrientes), peso da placenta em
relacdo ao peso neonatal e a direcdo dos fluxos sanguineos materno e fetal
(CAPELLINI, 2012).

Matteo Realdo Colombo (1516 — 1559), o anatomista descobridor da
circulacdo pulmonar, foi 0 grande protagonista da revolucdo médica ocorrido no
periodo renascentista e em sua obra-prima De Re Anatomica. Considerado um
dos mais importantes tratados de anatomia da época, cunhou pela primeira vez
o termo “placenta” (P1ZZI et al., 2012) que passou a ser aceito por anatomistas
e obstetras. O termo inicialmente teve origem no grego deltera, sendo
posteriormente renomeado de “secundina”, palavra de origem latina e finalmente

denominada de placenta propriamente dita pelos gregos. Com origem na palavra
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plakodta, que significa bolo redondo, foi utilizada pela primeira vez em 1523 por
Fallopius (SKINNER, 1961).

J& o estudo da placenta equina teve inicio em Veneza no ano de 1598,
como uma longa porém descontinua histéria. O relato mais antigo foi publicado
por Carlo Ruini em Anatomia del Cavallo. Seis anos depois, Padua fez a primeira
descricao ilustrada dos microcotilédones de uma placenta madura, a qual foi
incluida por Fabricius em seu extraordinario estudo sobre placenta e membranas
fetais no ano de 1604. Exceto por uma pequena contribuicéo feita por Needham
em 1668 e por algumas interessantes ilustracdes feitas por Buffon & Daubenton
em 1753, o interesse no estudo da placenta equina parece ter diminuido nessa
época. Foi retomado apenas no fim do século 19 quando Sir William Turner
publicou algumas consideragcdes sobre a anatomia microscopica da placenta em
diferentes espécies. Nesta mesma época, James Cossar Ewart fez a ilustracéo
dos microcotilédones para a publicacdo Lectures on the Comparative Anatomy
of the Placenta de Turner, em 1876. O interesse de Ewart na espécie equina
continuou por muitos anos ainda, o que resultou em publicacées como A Critical
Period in the Development of the Horse de 1897 e outros estudos sobre
embriologia em 1915. Entdo, novamente nos deparamos com um periodo de
relativa inatividade até o grande estudo de Amoroso em 1952, que também
apontou o desenvolvimento e a significancia dos célices endometriais. Isto deu
inicio e incentivou uma abordagem interdisciplinar no estudo das questdes
acerca da placentacéo equina (STEVEN & SAMUEL, 1975).

No que diz respeito a anatomia e estrutura microscépica da placenta
equina, varios autores se concentraram no assunto, principalmente durante o
periodo compreendido entre a metade da década de 1960 e inicio da década de
1980 (BJORKMAN, 1965, 1970; SAMUEL et al., 1974, 1975, 1977; STEVEN &
SAMUEL, 1975; STEVEN et al., 1979, 1982; WHITWELL & JEFFCOTT, 1975).
Apdés um intervalo de aproximadamente 15 anos, algumas publicacdes sobre a
microestrutura placentaria equina através da observagdo por microscopia

eletrbnica de varredura foram publicadas, dando novos olhares a questdo da
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morfologia microcotiledonaria (MACDONALD & FOWDEN, 1997; MACDONALD
et al., 1999; MACDONALD et al., 2000; WILSHER & ALLEN, 2002).

Embora a anatomia da placenta de diferentes espécies unguladas,
especialmente das espécies domeésticas, tenha sido estudada em variados graus
de detalhes - desde a aparéncia macroscopica até niveis
ultraestruturais (SAMUEL, ALLEN & STEVEN, 1974 e 1975; STEVEN &
SAMUEL, 1975; BRACHER ET AL., 1996; ABD-ELNAEIM, LEISER & ALLEN,
2003) — ainda é considerado relativamente pouco o que se sabe sobre a
estrutura da placenta equina. A maioria dos dados se concentra no periodo
referente aos primeiros 210 dias de gestacao e pouca informacdo ha no periodo
gque antecede o parto (MACDONALD et al., 2000). Este mesmo grupo de
pesquisadores realizou um estudo onde a microscopia eletrénica de varredura
foi utilizada para examinar a microestrutura das porcoes fetal e materna da
placenta de éguas poneis durante a segunda metade da gestacdo (105 a 337
dias de gestacdo). Dentre muitos dados que descreveram, esta a importante
observacdo de que ha um continuo crescimento de novas ramificacdes
microcotiledonarias no final da gestacéo, o que contrasta com a sugestao feita
por Samuel et al. (1974), conceito bem aceito até entdo, de que o
desenvolvimento microcotiledonario estd completo por volta dos 150 dias de

gestacao.

A placenta é fundamentalmente importante para o sucesso da gestacao.
Alteracbes que comprometam a funcéo placentaria podem resultar em falha da
gestacdo e outras complicacdes. A anatomia da placenta varia muito entre os
mamiferos, assim como 0s principais parametros gestacionais, tais como massa
corporal neonatal, duracdo da gestacdo e numero de filhos por gestacdo. Um
preciso entendimento da evolucédo da placenta dos mamiferos exige a integracéo
dos dados anatdbmicos, de desenvolvimento, fisiol6gicos, genéticos e
epigenéticos (WILDMAN, 2011). A placenta cresce rapidamente e marcadas
mudangas morfolégicas das estruturas ocorrem de acordo com o
desenvolvimento fetal. Embora a placenta seja um 6rgdo temporario, ela é a

interface entre a mae e o embrido ou feto em desenvolvimento sendo
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responsavel por importantes fun¢des durante a gestacdo (FURUKAWA et al.,
2014).

A impossibilidade na obtencdo de um numero expressivo de amostras
durante o desenvolvimento placentario do inicio ao fim em um dnico individuo,
traz dificuldade a linearidade do estudo. Outros fatores inerentes a reprodutora
como idade, historico e patologias do trato reprodutivo podem interferir no
entendimento da fisiologia gestacional. Ainda existem muitas lacunas a serem
preenchidas para explorar ainda mais o conhecimento sobre a placentacéo

equina.

O objetivo deste trabalho foi descrever caracteristicas ultraestruturais da
placenta na espécie equina através da microscopia oOptica e da microscopia
eletrbnica de varredura, a partir dos 60 dias de gestacdo até o periodo que

antecede o parto (>300 dias).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A placenta € um 6rgédo efémero de limitada vida util, sendo considerada
como unico canal de transporte de nutrientes da mae para o concepto. As
demandas dessa estrutura aumentam conforme se da o progresso da gestacao,
e sdo acompanhadas por uma ampla variedade de modificacbes estruturais.
(ABD-ELNAEIM et al., 2003)

Na égua, assim como nas outras especies eutérias, a placenta consiste
dos tecidos fetal e maternal, os quais se encontram em aposicao promovendo
as trocas fisiologicas. A placenta da égua é classificada como difusa, néao
decidua e com ligacao vilosa superficial. Ela é classificada como epiteliocorial, ja
gue o epitélio uterino encontra-se em intimo contato com a camada externa do
corion (trofoblasto). As vilosidades coridnicas sdo organizadas em complexos de
tufos denominados microcotilédones, os quais recobrem a superficie coribnica e
se encaixam em criptas (ou microcarunculas) correspondentes no endomeétrio
(GINTHER, 1992). O conjunto microcotilédone- microcarancula endometrial

denominado microplacentoma.

Crescimento e reorganizacdo, tanto do endométrio quanto das
membranas fetais, sdo imperativos na formacdo da complexa estrutura
placentaria. Esta € essencial para que ocorra um adequado desenvolvimento
fetal durante a gestacdo (GERSTENBERG et al., 1999).
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2.1 Formacao da placenta

O inicio da placentacdo € caracterizado por dois eventos na placenta
epiteliocorial: (1) implantagéo do concepto no Utero com consecutivamente fases
de aposicdo e de adesdo. A aposicdo é observada quando as membranas
apicais do trofoblasto e o epitélio uterino desenvolvem contato focal um ao outro.
A adesdao é o estabelecimento de uma conexdo mais firme pelo aumento desse
contato e obtida pela interdigitacdo das microvilosidades da ambos os epitélios,
oferecendo uma maior superficie de transferéncia fetomaternal. E, (2) o
alargamento adicional da superficie de contato entre os dois epitélios por conta
do crescimento das vilosidades, dobras ou mais saliéncias complexas contendo
um nucleo mesenquimal aumenta consideravelmente o supramencionado efeito.
A indentacdo complementar de ambos os tecidos garante nutricdo e firme
ancoragem do concepto no utero, sendo o grau de elaboracéo altamente variavel
entre as diferentes espécies (ABD-ELNAEIM et al., 1999).

A placenta equina é constituida pelo alantocorion, pelo alantoamnion e
pelo corddo umbilical. A parte coridnica do alantocorion esta ligada ao
endométrio através dos microcotilédones, os quais recobrem toda a superficie
uterina, exceto em uma pequena porcao junto a cérvice, chamada de estrela
cervical (TROEDSSON & SAGE, 2001).

As células trofoblasticas embrionarias dividem-se rapidamente, como
uma camada externa que acompanha o crescimento do embrido. As células
trofoblasticas sempre formardo a camada mais externa da placenta, aquela que
estara em intima aposicdo com o endométrio. Anatomicamente, a relacéo entre
as células trofoblasticas (cérion) e o epitélio maternal é referida como um tipo de
placentacéo corioalantdica (SCHLAFER, 2000).

O desenvolvimento da membrana alantoide inicia nos equinos por volta
do 21° dia de gestacdo e a sua expansdo se da aos 45 dias da gestacao

substituindo o saco vitelino como estrutura placentaria. A fusdo da alantoide com
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0 corion da origem a verdadeira placenta alantocoriénica. Durante a formacao
dos microcotilédones, os capilares fetais iniciam a indentagdo no epitélio
corionico do qual estava separado anteriormente por uma camada de tecido
conjuntivo. As laminas basais dos capilares e epitélios agora se fundem
formando uma Unica estrutura. Ao mesmo tempo, os capilares maternos
aproximam-se do epitélio endometrial embora ainda estejam separados por uma
fina camada de fibras colagenas. Estas mudancas ocorrem concomitantemente
com a formacdo de uma cépsula de tecido conjuntivo em volta do
microcotilédone que limita o espaco no qual as vilosidades fetais podem
expandir-se (SAMUEL et al., 1974).

O corion compde a superficie externa da membrana corioalantdica e esta
coberta de vilosidades bem vascularizadas, tendo uma aparéncia aveludada. A
superficie interna do alantocorion € brilhante e transparente. As grandes veias e

artérias que vém dos vasos umbilicais podem ser vistas atraves dela.

O amnion é formado de pregas do ectoderma (prega corioamniotica)
durante o desenvolvimento embrionario, envolvendo o embrido na membrana
amnidtica. Inicia seu desenvolvimento no dia 17 e esta completo no dia 21 sendo
extremamente ligado ao embrido até o dia 56 quando comeca a se separar de
acordo com a quantidade de liquido amnidtico que vai aumentando. O balanco
eletrolitico e de sal do liquido amniético tem pouca variacdo no decorrer da
gestacdo, porém tem alteragcdes substanciais nos niveis hormonais e na
presenca do surfactante. A composicdo se assemelha ao do soro equino mas
sem as grandes proteinas (GINTHER, 1992).

Uma das caracteristicas unicas do desenvolvimento embrionério e da
placentacdo nos equinos € o desenvolvimento de um anel coriénico, uma
discreta regido anular de especializadas células trofoblasticas invasivas, na
superficie do embrido entre os dias 25 e 35 apo6s a ovulacdo (STOUT et al.,
2002). Este anel € formado por uma série de ondulagfes superficiais no corion
gue se aprofunda marcadamente (ALLEN, 2000a), permitindo que as células
binucleadas invadam e migrem através do tecido materno (STOUT et al., 2002).

A invasdo do endométrio se da por volta dos dias 36 e 38 e o0 anel pode ser visto
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j& no dia 25 ap6s a ovulagdo. A invasao dos trofoblastos no endométrio forma
um tecido endécrino denominado célice endometrial (ALLEN & MOOR, 1972;
ALLEN et al., 1973; ALLEN, 2000b; ANTCZAK et al., 2013).

Os cdlices endometriais se manifestam entre os dias 38 e 40 ap0s a
ovulacdo como uma série de pequenas placas pélidas e levemente
protuberantes na superficie endometrial (ALLEN, 2000a), que vao de poucos
milimetros a alguns centimetros de didmetro ou comprimento, arranjadas de
forma circular na por¢céo caudal do corno uterino gravidico (GINTHER, 1992). Os
célices secretam grande quantidade de gonadotrofina coribnica equina (eCG), o
gue estimula a formacao de corpos lauteos secundarios nos ovarios maternos.
Essas estruturas degeneram e desaparecem na metade inicial da gestacao,
guando as células n&o invasivas do alantocorion secretam progesterona e
progestagenos suficientes, para garantir a manutencao da prenhez (STOUT et
al., 2002).

Concomitante ao desenvolvimento dos calices endometriais (dias 38-
40), o trofoblasto nao-invasivo do restante do alantocérion estabelece um
contato microviloso com o epitélio luminal do endométrio. Por volta dos 85-90
dias o alantocorion se expande ocupando inteiramente o Utero e entdo a interface
alantocoriana-endometrial desenvolve cada vez mais interdigitacfes ramificadas
e sub-ramificadas, que dao origem, na metade da gestacdo, a um indeterminado,
porém imenso, e altamente complexo microplacentomas, envoltos em capilares
fetais e maternos, que recobrem inteiramente a superficie materna do
alantocérion para promover nutricdo e trocas gasosas e excrecao de produtos
entre mae e feto (ALLEN et al., 2007).

O desenvolvimento dos microcotilédones se inicia por volta do 40° dia
de gestacdo e o endométrio exerce estimulo nas alteracbes necessarias para
gue ocorra a interdigitacdo placentaria (WILSHER & ALLEN, 2002). Apo6s o 60°
dia os componentes fetal e maternal das interdigitagbes comecam a se ramificar
para por volta do dia 120 a unidade fundamental de trocas de gases e nutrientes
da placenta, os microcotilédones, estarem bem formados e recobrindo toda a

superficie maternal da placenta (ALLEN, 2000b). A ligacdo placentaria maxima
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ndo ocorre antes da completa formagédo dos complexos tufos microcotiledonarios
gue se da por volta dos 150 dias da gestacdo (GINTHER, 1992).

Aos 45 dias de gestacgéao vilosidades rudimentares se desenvolvem por
toda a superficie alantocoridnica lhe conferindo uma aparéncia indistinta (VAN
NIEKERK & ALLEN, 1975). Entretanto, Ginther (1992) estabeleceu que o0s
macrovilos fetais sdo 0s precursores dos microcotilédones e se apresentam
como ondulagdes rudimentares aos 45 dias da gestacdo, mas iniciam o seu

aparecimento no alantocérion na regiao adjacente ao embrido propriamente dito.

Entdo, uma acentuada mudanca ocorre no macrovilo alantocoriénico
entre os dias 50 e 60 da gestacdo conferindo um aspecto mais fino e alongado
em estruturas que antes eram arredondadas e planas. Aos 80 dias o macrovilo
simples se torna mais complexo com pregas secundarias e aos 100 dias a
estrutura do microplacentoma comeca a ficar mais definida. Aos 150 dias
discretos tufos do macrovilo complexo formam-se no lado fetal da placenta: os
microcotilédones, que se encaixam no lado materno em estruturas
correspondentes: as microcaranculas no endométrio (GINTHER, 1992). O
microplacentoma compreende a unido da microcarinculas materna com o

microcotilédone fetal.

A placenta equina tem dois principais componentes estruturais: as
aréolas e os microcotilédones. Aréolas sdo areas planas de trofoblasto colunar
alto separadas do epitélio uterino cuboide pela secrecao das glandulas uterinas
gue envolvem e separaram os milhares de microcotilédones (WOODING et al.,
2000). Essas aréolas sao estruturas que se localizam sobrepostas as bocas de
glandulas endometriais e tém a funcdo de absorver o histotrofo (WILSHER &
ALLEN, 2012). Os microcotilédones propriamente ditos sdo uma
microarquitetura constituida pelas proliferacbes das membranas dos vilos,
formado por aposicéo intima entre as células cuboides do trofoblasto e o epitélio
uterino e cuja area € muito maior do que a aréola. As areas de ambos, aréola e
microcotilédones aumentam enormemente durante a gestacdo (WOODING et
al., 2000).
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O desenvolvimento e a sub-ramificacdo dos microcotilédones continua
durante o resto da gestacdo (MACDONALD et al., 2000) maximizando a
microscopica area de contato epitelial na interface fetomaterna e, assim, moldar-
se as crescentes exigéncias nutricionais gasosas e hemotrdpicas do rapido
crescimento fetal. Além disso, as areas especializadas das aréolas continuam a
absorver histotrofo como uma importante forma de nutricdo para o concepto
(WILSHER & ALLEN, 2012).

A natureza do estimulo que inicia a ligacao e interdigitacdo placentéria
por volta do 40° dia de gestacdo e que conduz o surpreendente crescimento e
as modifica¢des estruturais do endomeétrio e do alantocérion durante o restante
da gestacdo despertam grande interesse. Hormonios esteroides e fatores de
crescimento local estdo provavelmente envolvidos e uma grande regulagéo no
MRNA para o fator de crescimento epitelial (EGF) foi observado entre os dias 35
e 38 apods a ovulacdo, préximo a porcao apical e abertura das glandulas
endometriais. Posteriormente, demonstrou-se que o aumento na producao do
EGF foi estimulado apenas pela secrecéo de progesterona associada a prenhez.
Outro potente mitégeno, o fator de crescimento insulina-dependente (IGF-II), é
secretado pelo trofoblasto e por muitos outros tecidos fetais durante a gestacéo,
e indica que os dois fatores de crescimento, EGF dos tecidos maternos e IGF-II
dos tecidos fetais, juntos sdo responsaveis por iniciar e guiar a hiperplasia e a

remodelacéao tecidual nos dois lados da interface materno fetal (ALLEN, 2004).

Durante a segunda metade da gestacdo, cada microcotilédone multi-
ramificado consiste de contorcidos tufos ou redes de capilares fetais abrigados
por uma camada bastante fina de epitélio endometrial, o qual também encobre
a rede capilar materna, na medida em que o0 espaco que separa as redes
capilares fetais e maternas esta reduzido ha apenas 4-6 um (SAMUEL et al.,
1975). Um significante nimero de estimulos hormonais e mitogénicos podem
estar envolvidos na formacdo deste formidavel 6rgdo temporéario o qual, por
ocasido do parto, desenvolveu uma microscopica area de contato entre os
epitélios materno e fetal de mais de 40m? (WILSHER & ALLEN, 2003).
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O estimulo para as futuras ramificacbes das vilosidades fetais,
particularmente no periodo préximo ao parto, nao é claramente reconhecido. No
entanto, sabe-se que o mesmo podera estar relacionado com as mudancas
endocrinas que ocorrem no feto e na égua durante o final da gestacéo.
Horménios como estrégenos, progestagenos, relaxina e prostaglandinas sao
conhecidos por atuarem no crescimento e na proliferacdo celular de tecidos
reprodutivos durante a gestacdo (MACDONALD et al., 2000).

Ainda assim, as func¢des dos estrogenos placentarios durante a gestacao
equina permanecem incertas. A detecgao de receptores de estrégeno (a e B) e
de progesterona nos microcotilédones sugerem que os esteroides placentarios
também estdo envolvidos no controle da angiogénese e fungdes vasculares na
placenta (ABD-ELNAEIM et al., 2009). Adicionalmente, ha constante suprimento
do principal fator de crescimento vasculogénico e angiogénico (VEGF) que estéo
disponiveis em ambos os lados da barreira placentaria (fetal e materno) durante
a gestacdo da égua (ALLEN et al., 2007).

O desenvolvimento vascular e a remodelagéo tecidual em ambos os
compartimentos fetal e maternal, sdo essenciais durante a gestacdo nos
mamiferos. Antes da implantacdo, o endométrio providencia o histotrofo para
suporte, sobrevivéncia e desenvolvimento do embrido, mas o crescimento fetal
aumenta a demanda por trocas gasosas e de nutrientes (hemotrofo) até o
completo desenvolvimento placentéario. A vascularizacdo materno-placentaria se
remodela paralelamente ao aumento do transporte fetal de nutrientes, gases
respiratorios e residuos. O desenvolvimento vascular endometrial e o
espessamento endometrial tém sido associados ao sucesso da implantacdo
embriondria em mulheres. Em adicao, as glandulas endometriais também tém
sido sugeridas como fonte de nutrientes, fatores de crescimento e citoquinas
durante todo o primeiro trimestre da gestacdo em mulheres. A conversao da
nutricdo histotrofica primaria em nutricdo hemotréfica é de grande interesse
especialmente em animais cujo tipo de placentacao é epiteliocorial ndo-invasiva.
O histotrofo é a maior fonte de nutricdo no inicio da gestacdo, no entanto, 0s

mecanismos que regulam a remodelagdo tecidual, incluindo as grandes
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mudangas nas vascularizacdes fetais e maternas, ainda ndo estdo bem
esclarecidos (SILVA et al., 2011).

Os hormdnios e os fatores de crescimento sdo claramente importantes
na gestagdo equina, o trofoblasto fetal fornece os hormonios esteroides
(estrégenos e progestagenos) e gonadotroficos (eCG) e desempenha um
importante papel em assegurar os aspectos “sadios e seguros” para o feto na
sua residéncia intrauterina. As glandulas endometriais maternas, como que num
auxilio ao trofoblasto, sdo especialmente responsaveis por produzir os fatores
de crescimento mitogénicos, que conduzem o crescimento e maturacao
placentaria e fetal durante a gestacdo. A extensa rede multifuncional de
glandulas endometriais em toda a extenséo uterina produz uma gama de fatores
estimulantes do desenvolvimento da placenta e uma abundante quantidade de
histotrofo para manté-la (WILSHER & ALLEN, 2012).

2.2 Funcao daplacenta

A placenta € um 6rgao transitério que possui multiplos papéis: prové
trocas fisiolégicas de nutrientes, gases e residuos e age como uma barreira fisica
contra patdgenos e componentes imunoldgicos. Serve ainda como 0rgao
enddcrino sintetizando hormonios, fatores de crescimento, citoquinas e outros
produtos bioativos essenciais para o crescimento e desenvolvimento fetal
(OUSEY et al., 2004).

Deste modo, a placenta possui duas grandes funcdes: primeiro de
protecdo; e segundo, regulacdo do ambiente fetal, na forma de absorcéo e
excre¢cdo de nutrientes (DAVIES MOREL, 2003) atuando como um oOrgédo de
trocas respiratorias e de nutrientes entre a égua e o feto. Atua na sintese

hormonal e no metabolismo proporcionando um depésito para os residuos fetais
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e dando protecao mecéanica para o feto (ASBURY & LEBLANC, 1993). A unidade
de trocas placentarias nos equinos € denominada de microcotilédone. Esse
termo tem sido usado para abranger tanto o tecido fetal quanto o materno
(GINTHER, 1992).

2.2.1 Troca de Gases e Nutrientes

Os fatores que controlam a passagem de substancias atravées da barreira
placentaria, como gases, nutrientes, ions ou horménios podem ser agrupados
em trés categorias: (1) aqueles relacionados a difusdo através dos tecidos
placentarios, isto €, permeabilidade, distancia de difuséo, area total de superficie
e concentracdo de gradientes entre as circulacdes fetal e maternal; (2) taxa de
suprimento e remoc¢ao em cada lado da placenta, presenca ou auséncia de areas
de trocas especializadas, direcdo do fluxo sanguineo nestas areas e a existéncia
de desvios ou diferencas de fluxo; (3) mecanismos especializados 0s quais
modulam a passagem de substancias como no caso do oxigénio devido as
diferencas de afinidade com a hemoglobina e a capacidade de troca de O entre
feto e mae (SILVER & COMLINE, 1975).

Trocas moleculares e gasosas ocorrem através da placenta por uma
variedade de processos. Por exemplo, gases e pequenas moléculas séo
rapidamente  difundidos  através  dos, altamente  especializados,
microcotilédones. Moléculas grandes, sollUveis em &gua, originarias das
secrecdes das glandulas uterinas, por outro lado, sédo pinocitadas pelo epitélio
coridnico. A placenta permite o transporte de acucares, aminoacidos, vitaminas
e minerais para o feto, como substrato para o crescimento fetal e serve como um
orgao de estoque de glicogénio e outras substancias como o ferro. A glicose é o
metabdlito em maior quantidade de reserva para o feto equino e é transportada

através da placenta por mecanismos de transporte ativo.
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Por causa da natureza epiteliocorial da placenta equina, moléculas
grandes incluindo proteinas e imunoglobulinas ndo sdo passadas da égua para
o feto, exceto quando a placenta esta comprometida. Nos casos de placentite
severa, IgG e proteinas do plasma podem escapar através dos poros da
membrana placentaria. Anestésicos e outros farmacos sédo rapidamente
difundidos através da barreira placentaria. Em outras espécies, certas drogas
causam efeitos adversos para o feto. Pouco se sabe sobre os efeitos de
farmacos no bem-estar do feto equino (ASBURY & LEBLANC, 1993).

2.2.2 Fungéo Enddcrina

Assim como em todos os mamiferos, a unidade fetoplacentaria equina
elabora os hormonios esteroides e proteicos. Exceto pelos primatas, os equideos

s&0 0s unicos animais que sintetizam gonadotrofina placentaria.

A gonadotrofina coridnica equina (eCG) € um hormdnio glicoproteico
secretado por uma porcao da placenta chamada calice endometrial. Em éguas
prenhes o eCG é usualmente detectado pela primeira vez no sangue por volta
dos 40 dias de gestacdo, aumentando rapidamente e chegando a niveis
maximos no 60° dia, declinando lentamente e tornando-se indetectavel por volta
dos 120 dias de gestacdo (ANTCZAK et al., 2013). Os elevados niveis
sanguineos de eCG durante este tempo estimulam o desenvolvimento de novos
foliculos ovarianos. Estes foliculos ovulam ou luteinizam, resultando no
desenvolvimento de corpos luteos secundarios ou acessorios. Em conjunto com
0 corpo lateo primario, estas estruturas secretam progesterona suficiente para
manter a prenhez até a sintese de progestagenos pela placenta ser adequada.
A placenta equina aparentemente néo sintetiza progesterona. No entanto, ela
secreta grandes quantidades de progestdgenos, os quais desempenham a

mesma funcéo para manter a gestagédo. Proximo ao fim da gestacao, os niveis
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sanguineos destes progestagenos atingem 100 vezes o nivel maximo de
progesterona (WILSHER & ALLEN, 2002).

Sabe-se ha muito tempo que a urina da égua contém altas
concentracBes de estrégenos durante o segundo e o terceiro trimestre da
prenhez. O embrido equino comeca a sintetizar estrégenos por volta dos 12-14
dias de gestacdo, bem antes do desenvolvimento da placenta. Os estrogenos
sdo sintetizados na placenta equina a partir de andrégenos produzidos nas
gbnadas fetais. As gonadas dos fetos sintetizam e secretam pelo sangue
umbilical grandes quantidades do androgeno dihidro-epiandrosterona (DHA)
(RAESIDE et al., 2004, 2009; RAESIDE & CHRISTIE, 2008).

A relaxina € um hormoénio proteico que, em varias espécies, age em
sinergia com a progesterona para manter a gestacdo e para promover o
relaxamento dos ligamentos pélvicos no momento do parto. Em equinos, a
relaxina € detectada em torno do 80° dia de gestacéo, no soro da égua, e o seu

papel na prenhez néo é sabido com certeza (BOWEN, 2000).

As funcdes enddcrina e nutritiva da placenta sdo essenciais para o
crescimento e desenvolvimento normal do feto e também para a manutencéo e
finalizacdo bem sucedida da gestacdo na égua. Estas duas funcbes estdo
intimamente relacionadas: mudancas na disponibilidade nutricional alteram a
producdo hormonal, assim como mudancas na producédo hormonal influenciam
na demanda e no suprimento de nutrientes para o feto e tecidos placentarios. A
falha de ambas as funcdes compromete a gestacao e pode levar a ocorréncia de

partos prematuros de potros inviaveis (FOWDEN et al., 2004) e abortos.
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2.3 Eficiéncia placentaria

A placenta € um érgao de trocas fisiolégicas, sendo que o grau de troca
€ dependente ndo somente pela concentracdo dos gradientes, mas também pela
extensdo da area de superficie funcional e da natureza da intervencdo dos
tecidos e fluidos. A area de superficie de contato entre as por¢cdes materna e
fetal da placenta, portanto, aumenta conforme a necessidade de trocas cresce.
Este evento é acompanhado por: 1) aumento gradual da complexidade dos
macrovilos de simples ondulagdes para intricados e multiramificados tufos
cotiledonarios, e 2) intima interdigitacéo vilosa nas duas superficies apostas com
0 aumento em numero e complexidade. Estas mudancas ocorrem paralelamente
as mudancas no lado materno (GINTHER, 1992).

Crescimento e desenvolvimento intrauterino exercem impacto sobre a
saude a longo prazo de um individuo. O feto & dependente da placenta para o
fornecimento de nutrientes e oxigénio da méae. Por sua vez, a capacidade
funcional da placenta para suprir essa demanda estd sob o controle dos
genomas fetais e maternos. Evidéncias recentes sugerem que genes marcados,
uma classe de genes encontrados nos mamiferos placentarios cuja expressao
depende da sua origem parental, tem varios papéis na placenta. Os genes
imprimem a capacidade de crescimento e de transporte da placenta, controlando
deste modo o fornecimento de nutrientes. Eles também podem regular a taxa de
crescimento dos tecidos fetais diretamente, controlando assim a procura de
nutrientes pelo feto. Estudos recentes utilizando camundongos com delec¢des ou
interrupcdo de genes impressos com uma alteracao de equilibrio entre placenta
e crescimento fetal e alteracbes da eficiéncia placentaria indicaram uma

sinalizacao feto-placentaria de demanda de nutrientes fetal.

Nos mamiferos eutérios, entre o crescimento e o desenvolvimento
intrauterino ha um equilibrio para o crescimento do feto e o fornecimento através
da placenta de oxigénio e de nutrientes, tais como glicose, lipidios e

aminoacidos. Por sua vez, o suprimento transplacentario destas substancias
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depende do tamanho, da morfologia e capacidade de transporte da placenta. Na
placenta de ratos, a transferéncia de nutrientes ocorre atraves da camada
labirintica, que é andloga as vilosidades coribnicas na placenta humana, para
gue os nutrientes transferidos através da placenta sejam utilizados tanto para o
crescimento fetal quanto para a producédo de energia. Quanto maior for o feto
mais nutrientes necessitara para a acumulacdo de novos tecidos e maior sera
sua exigéncia de nutrientes para a geracdo de ATP. A eficiéncia com que a
placenta transfere nutrientes para o feto €, portanto, um importante determinante
de tamanho total fetal e pode ser medida indiretamente como o peso corporal

fetal em relacdo ao peso da placenta (ANGIOLI et al., 2006).

Crescimento fetal e tamanho no momento do nascimento, em particular,
séo criticos para determinar a mortalidade e morbidade, tanto imediatamente
apOs o nascimento quanto na vida adulta. Os bebés que sdo pequenos ou
grandes para a idade gestacional, ou que mostram restricdo de crescimento
intrauterino SGo menos propensos a sobreviver ao nascimento e estdo em maior
risco de desenvolvimento de doencas degenerativas na idade adulta. Nos
mamiferos, o principal determinante do crescimento intrauterino é o fornecimento
placentario de nutrientes para o feto. De fato, em muitas espécies, o peso fetal
préximo ao nascimento € positivamente correlacionado ao peso da placenta,
como uma medida substituta da area de superficie destinada ao transporte
materno-fetal de nutrientes. Por sua vez, a capacidade de transferéncia de
nutrientes pela placenta depende de seu tamanho, morfologia, fluxo de sangue
e capacidade transportadora. Além disso, sintese e metabolismo de nutrientes
essenciais e de horménios pela placenta influenciam a taxa de crescimento fetal.
Alteracbes em qualquer um desses fatores placentarios pode, por conseguinte,

afetar o crescimento intrauterino.

Contudo, o feto ndo é apenas um receptor passivo de nutrientes da
placenta. Em bovinos, suinos e equinos, a transferéncia de embrides entre racas
de tamanhos diferentes revelou que o potencial genético para o crescimento do
embrido transferido pode alterar o desenvolvimento da placenta em relagao ao

considerado normal para a raca da receptora.
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Eficiéncia placentaria € mais comumente definida como gramas de feto
produzido por grama de placenta. E também pode ser calculada como gramas
de feto produzido por unidade de &rea da superficie de troca da placenta, mas
esta medida é menos utilizada por causa da dificuldade de estimar a area de
troca em cada placenta. A eficiéncia placentaria pode ser mensurada em gramas
de feto por gramas de placenta e varia muito entre as espécies. Pode variar
desde 5 grama-feto/grama-placenta em humanos até 20 grama-feto/grama-
placenta em potros a termo (LEISER & KAUFMANN, 1994). H4 também variacao
conforme a raga, com valores mais elevados em ovelhas de ragas mais
resistentes e em racas consideradas mais prolificas em suinos. Diferentes
linhagens de ratos e camundongos também tém diferentes eficiéncias
placentarias ao final da gestacdo. Em varias espécies, a eficiéncia da placenta
aumenta com as pari¢cdes durante o inicio da vida reprodutiva mas depois diminui
a cada gestacdo como ocorre em fémeas multiparas de idade mais avancada.
Em adicdo a estas variagdes naturais na eficiéncia da placenta, as proporcdes
peso do feto e peso da placenta podem ser alteradas experimentalmente por
manipulacdo do fluxo sanguineo uterino, disponibilidade de oxigénio e pela
ingestdo e composicdo da dieta materna. Estas observacbes sugerem que a
eficiéncia placentaria pode ser geneticamente determinada, mas € também

responsiva a condicbes ambientais durante a gestacdo (FOWDEN et al., 2009).

A ligacdo de uma placenta saudavel a um endométrio inteiramente
funcional é um pré-requisito para o sucesso da gestacdo em éguas (ALLEN,
2004), especialmente na fase de implantacdo e no longo periodo que a sucede,
guando o concepto livre obtém seu sustento inteiramente das secrecdes
exdcrinas das glandulas endometriais (LEFRANC & ALLEN, 2007). Qualquer
comprometimento ou diminuicdo deste contato materno fetal durante a segunda
metade da gestacdo podera levar ao aborto ou potros debilitados. A gestacéo
gemelar € o mais 6bvio exemplo, uma vez que as membranas corioalantéide dos
dois conceptos competem por uma limitada area endometrial. A area de troca
placentaria também pode estar reduzida nas mudancas degenerativas
endometriais associadas a idade, condicdo comum na endometrose (ALLEN,
2004).
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A maioria das éguas continua a apresentar ciclos ovulatérios por toda a
vida, embora sua habilidade em produzir potros vivos e saudaveis, diminua de
forma constante em torno dos 15 anos de idade. Existe uma correlagédo negativa
entre idade da méae e performance atlética do produto. Esses achados indicam
a probabilidade de que a gestacdo em éguas velhas nédo € ideal. Além do fato de
a égua nao ser usualmente capaz de prover adequada nutricdo para mais de um
feto. Ou seja, a superficie endometrial € em sua totalidade necessaria para
otimizar o desenvolvimento fetal no Gtero. Isto configura que na placenta equina
existe uma margem de seguranca bem ténue entre funcbes adequadas e
impeditivas (BRACHER et al., 1996).

2.4 Endométrio, histotrofo e aréola

Entre os mamiferos eutérios, duas vias principais evoluiram para
transferir nutrientes a partir da mée para o feto, denominadas via histotroéfica e
via hemotrofica. Histotrofo € derivado de material extracelular do endométrio
uterino e se acumula nas glandulas entre os tecidos fetal e materno (BURTON
et al, 2001). E um composto de proteinas, ions, fatores mitdgenos, fatores de
crescimento, citocinas, enzimas, horménios, aminoacidos, glicose, frutose,
vitaminas e outras substancias (BAZER et al., 2011). Ele é fagocitado
inicialmente pelo trofectoderma do blastocisto, e depois pelo trofoblasto da
placenta ou endoderme do saco vitelino. J4 a nutricdo hemotrdfica € a troca de
materiais transportados pelo sangue entre as circulagcbes materna e fetal,
mecanismo facilitado pela extensa e intima aposicao dos tecidos materno e fetal
(BURTON et al, 2001). Antes da implantacdo, a nutricdo do concepto dos
mamiferos é essencialmente histotréfica (BURTON et al., 2003). Uma vez que a

placenta é estabelecida, a nutricdo hemotréfica torna-se predominante, embora
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as duas vias possam coexistir ao longo da gestacdo, em certas espécies
(BURTON et al, 2001).

O endométrio de todos os mamiferos € ricamente dotado de glandulas
gue se abrem sobre a superficie luminal (BURTON et al., 2007). As secrecdes
endometriais  (histotrofo) desempenham um importante papel no
desenvolvimento fetal de mamiferos. Por causa de seu teor de gordura, estas
secrecOes muitas vezes tém uma aparéncia leitosa, e o termo "leite uterino” foi
aplicada pela primeira vez por Needham em 1667. O papel do histotrofo,
posterior ao estabelecimento da placenta, é variavel e esta relacionado ao tipo
de placentacdo. Assim, nas espécies com placenta epiteliocorial as secrecdes
podem continuar a proporcionar uma via importante de nutricdo ao longo da
gestacdo (BURTON et al., 2003) atraveés de areas especializadas do corion
denominadas aréolas (BURTON et al., 2007).

As glandulas uterinas da égua sao estruturas tubulares que se
encontram na regido do estrato esponjoso do estroma endometrial,
aproximadamente em angulos retos com a superficie do epitélio. Cada glandula
consiste de um ducto curto e estreito, uma regido tubular reta de maior calibre e
uma regido predominantemente secretora. As glandulas normalmente sé&o
dispostas em grupos de quatro e esvaziam suas secrecdes em depressdes rasas
na superficie do Utero. Quando os microcotilédones, que constituem as areas de
troca gasosa placentaria (SAMUEL et al., 1976), sdo formados, as aberturas das

glandulas situam-se entre eles (SAMUEL et al., 1977).

As glandulas uterinas secretam ativamente durante toda a gestacdo
(SAMUEL et al., 1977). As aréolas acumulam secrecdes das glandulas uterinas,
e entdo as células epiteliais trofoblasticas das vilosidades coribnicas as
absorvem para transferi-las para a circulacdo fetal. As aréolas da placenta
equina estéo localizadas na area de abertura das glandulas uterinas entre 0s
microplacentomas (SASAKI et al., 2014).

Uma das fun¢des do complexo aréola-glandula € a transferéncia de

macromoléculas, como as glicoproteinas e a uteroferrina nos suinos. Ja foi
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sugerido que o ferro é transferido por um mecanismo comparavel no equino
(DANTZER & LEISER, 1992).

Resultados preliminares mostraram que o complexo aréola-glandula em
dois tipos diferentes de placentas epiteliocorial difusa (suino e equino) varia de
acordo com a sua extensao, arquitetura, vascularizacdo e, provavelmente,
também por diferentes mecanismos de transporte do histotrofo (DANTZER &
LEISER, 1992).
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RESUMO

A placenta equina é do tipo epiteliocorial microcotiledonaria difusa. Os
macrovilos coridnicos iniciais comecam a se desenvolver e interdigitar no
endométrio apos os 40 dias de gestacado. Muitos estudos descrevem o0s aspectos
do desenvolvimento da placenta, porém em estagios iniciais os dados de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) sédo escassos. O objetivo do presente
estudo foi descrever algumas das mudancas ocorridas no cérion em
desenvolvimento durante a gestacdo. A estrutura microcotiledonaria foi estudada
no periodo desde os 62 dias de gestacdo até proximo ao parto, por MEV e
microscopia éptica. As amostras foram coletadas em um abatedouro comercial
de equinos. Foram obtidos 28 fetos, os quais foram mensurados quanto ao
comprimento (cm) equivalente a distancia cefalococcigea (CR) e as idades
gestacionais (IDG) estimadas foram: 62, 85, 110, 118, 136, 149, 185, 222, 230,

250 e >300 dias. Nossos resultados revelaram aos 62 dias a presenca de
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macrovilos redondos, o0s precursores dos microcotilédones, difusamente
localizados na superficie coribnica e proximos um do outro. Aos 85 dias de
gestacdao, a superficie coribnica tornara-se ondulada e as microvilosidades foram
reconheciveis. E aos 110 dias, as aréolas foram facilmente identificadas entre
0s conjuntos vilosos, 0s quais passaram a ser mais alongados, mas ainda nao
ramificados. Com 149 dias as vilosidades mostraram as ramificacées primarias
das hastes que eram curtas até entdo. Os vilos estdo organizados em tufos
reunidos para formar a estrutura microcotiledonaria. Muitas vilosidades
individuais alongadas estdo presentes junto daquelas com multiplas
ramificagbes a partir dos 185 dias; a maioria deles ramificada em "Y". As
microvilosidades promoveram ramificagdes secundaria (aos 222 dias) e terciaria
(aos 250 dias). Além disso, a presenca de histotrofo em muitas amostras ao
longo da gestagéo e a formagdo de novas microvilosidades foram notados
mesmo em estagios finais da gestacao, sugerindo o desenvolvimento continuo
de células coridnicas, numa clara resposta a continua demanda nutricional do

feto em crescimento.

Palavras-chave. Placenta, microcotilédone, histotrofo, aréola.

Architecture and structure of equine placenta during pregnancy

ABSTRACT

The equine placenta is diffuse epitheliochorial microcotyledonary type. The initial
chorionic macrovilli begins to develop and interdigitate in the endometrium after
40 days of pregnancy. Many studies described aspects of placental development,
however, on early stages scanning electron microscopy (SEM) data are scant.
The aim of present study was to describe some of the changes occurred in a

developmental chorion during gestation. The microcotyledon structure was
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studied in the period since 62 days of gestation until close to term, by SEM and
light microscopy. The samples of chorioallantois were collected from 28 mixed
breed mares in a commercial equine abattoir. The estimated gestational ages of
each sample were 62, 85, 110, 118, 136, 149, 185, 222, 230, 250 and >300 days.
Our results revealed round macrovilli, or the forerunners of microcotyledons,
diffusely located and close to one another. They are a shallow cluster like a pile
of chorionic protruded cells at 62 days of pregnancy. On the 85th day, the
chorionic surface becomes undulated and the microvilli are recognizable. They
increased in height and begun to acquire single branch appearance. At 100 days
the areole are easily recognized between the pools of villi. These are now higher
than earlier, still unbranched and present folding of chorionic surface. The single
villi promote primary branching as short rods until 149 days. They are located as
tufts gathered together and begin to form the microcotyledon. Many elongated
single villi are apposed to multibranched ones from the 185 days; most of them
branched in a “Y” shape. The microvillus promote secondary (at 222 days) and
tertiary (at 250 days) branching. In addition, histotrophe was identified in many
samples throughout gestation and new microvilli were noticed even at latter
stages of gestation, suggesting the continuous development of chorionic cells

into brand new villus, a clear response to the demand of continues fetus growth.

Key-words. Placenta, microcotyledons, histotrophe, areolae.
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INTRODUCAO

A placentagdo envolve consideravel crescimento e reorganizagdo de
ambos os tecidos fetal e materno, sendo essencial para o suporte do crescimento
fetal ao longo da gestacdo (GESTENBERG et al., 1999). Gases respiratorios,
nutrientes e residuos sao trocados entre os sistemas fetal e maternal via placenta
(REYNOLDS & REDMER, 2001).

A placentacdo equina exige interdigitacdo fetomaternal por toda a
superficie endometrial para otimizar o desenvolvimento fetal no Gtero. Embora
classificada como essencialmente n&do invasiva, conta com uma pequena e
altamente especializada parte no alantocérion: o anel coriénico, o qual invade o
endométrio em torno dos dias 36 a 38 da gestacdo, formando os calices
endometriais — responsaveis pela secrecdo de gonadotrofina coribnica equina
(eCG) (WILSHER & ALLEN, 2004). As vilosidades coridnicas sdo organizadas
em conjuntos ou tufos formando os microcotilédones, que recobrem a superficie
alantocoribnica e encaixam-se em complexos de criptas correspondentes no
endométrio, as microcarunculas. O componente fetal de cada microcotilédone se
desenvolve a partir de varias pregas primarias trofoblasticas que com o avanco
da gestacédo tornam-se cada vez mais elaboradas e subdivididas, refletindo na
estrutura das criptas maternas que recebem os vilos coriénicos (SAMUEL et al.,
1975). O processo de ligacao fisica da superficie alantocoriénica ao utero € um
processo gradual que envolve a transformacédo de estruturas bem simples e
rudimentares — 0s macrovilos, em uma estrutura altamente complexa que

engloba os microcotilédones e as microcarunculas (GINTHER, 1992).

O desenvolvimento dos microcotilédones se inicia por volta do 40° dia
de gestacdo e o endométrio exerce estimulo nas alteragfes necessarias para
gue ocorra a interdigitacao placentéria (WILSHER & ALLEN, 2002). Apos o 60°

dia os componentes fetal e maternal das interdigitacdes comeg¢am a se ramificar
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para, entdo, por volta do dia 120, a unidade fundamental de trocas de gases e
nutrientes da placenta, os microcotilédones estarem bem formados, recobrindo
toda a superficie maternal da placenta (ALLEN, 2000b). As multi-ramificacdes
continuam ocorrendo nas pontas dos vilos até os dias que precedem o parto
(MACDONALD et al., 2000).

O endométrio de todos os mamiferos € ricamente dotado de glandulas
que se abrem sobre a superficie luminal. As secre¢bes das glandulas
desempenham um papel essencial de sustentar o concepto antes da
implantacéo, sendo que em algumas espécies elas continuam a contribuir para
a transferéncia materno-fetal durante a gestacdo atravées de areas
especializadas do cérion, as denominadas aréolas (BURTON et al., 2007). Uma
das fungcbes do complexo aréola-glandula é a transferéncia de macromoléculas,
como por exemplo a uteroferrina nos suinos. Também tem sido sugerido que o
ferro seria transferido por um mecanismo semelhante nos equinos (DANTZER &
LEISER, 1992).

A comunicacao in utero entre a mae e o feto se da através da interface
placentaria e nos equinos alteragdes no tamanho e na competéncia da placenta
refletem diretamente no crescimento fetal e no peso ao nascimento dos potros
(WILSHER & ALLEN, 2002). A conexao fetomaternal é um fendmeno que
envolve muitos aspectos, onde os tecidos e compartimentos fetal e maternal
estdo em estreita associacdo durante a gestacdo. Esta associacdo depende
principalmente de (1) adeséo, a qual pode ser determinada por estudos de ultra-
histoquimica (ultraestrutura e imunohistoquimica) e de biologia molecular, e (2)
sobre a forma como os tecidos corioalantéide e endometrial se ligam. O estudo
morfolégico da aposicdo fetomaternal entre tecidos corioalantdides e
endometriais pode ser caracterizada por microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissao (MET) (SAMUEL et al., 1976;
LEISER et al., 1998).

Diversos estudos morfologicos e morfométricos da placenta equina em

idades avancadas da gestacdo foram conduzidos para descrever o
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desenvolvimento dos microcotilédones. As avaliagbes mostram detalhes da
formacao e progressédo microcotiledonaria da membrana coridnica com o avango
da gestacdo através das técnicas de microscopia Optica, MET e de MEV
(SAMUEL et al., 1974, 1975, 1976, 1977; STEVEN et al., 1979; GINTHER, 1992;
MACDONALD et al., 2000).

Uma série de pesquisas ja foram realizadas na direcéo do entendimento
da formacdo das estruturas microcotiledonarias da placenta equina. Estudos
anteriores contribuiram de forma significativa, embora algumas lacunas a
respeito das caracteristicas individuais de cada periodo gestacional
permanecam ainda hoje. As caracteristicas do desenvolvimento placentario
durante todo o periodo gestacional nunca foi relatado de uma s6 vez. O objetivo
deste trabalho é fornecer informacdes sobre a arquitetura placentaria da égua,
através do estudo por microscopia eletrbnica de varredura e microscopia optica

desde a fase inicial da placentacao ao terco final da gestacao.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas vinte e oito éguas adultas, provenientes de abatedouro
comercial, em diferentes estagios gestacionais e sem distincdo de idade ou raca.
Os tratos reprodutivos completos foram retirados obedecendo as técnicas

convencionais utilizadas em frigorificos.
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Coleta de amostras

Para a obtencéo das amostras os Uteros foram recebidos aleatoriamente
imediatamente ap0s o abate e identificados com um numero. Cada utero foi
coletado e aberto dorsalmente a partir da cérvix com o auxilio de uma tesoura,
cuidadosamente para evitar a ruptura das membranas, expondo assim 0s cornos
gravidico e nao-gravidico (Figura 1A, 1B E 1C). Foram retiradas amostras
endometriais e placentérias dos dois cornos uterinos, com o auxilio de tesoura,
de cerca de 0,5 a 1,0 cm? de cada trato reprodutivo selecionado. As amostras de
corno gravidico foram retiradas em areas justapostas ao feto.

Todas as amostras foram fotografadas antes e apds a disseccéo. Os
periodos gestacionais foram estimados pela mensuracéo da distancia occipto-
sacral (CR — crown-rump) com o auxilio de uma trena (BERGIN et al, 1967;
GINTHER, 1992; FRANCIOLLI et al., 2011) (Figura 1D). Os fetos foram
coletados integralmente, acondicionados em frascos e fixadas em solucéo de

formol 10% tamponado, para posterior avaliacdo morfomeétrica.

Foram identificadas, selecionadas e coletadas amostras das seguintes

idades gestacionais, demonstradas na Tabela 1.
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TABELA 1: Distribuigcdo dos grupos de animas do estudo pela Idade Gestacional

(IDG) estimada através da mensuracdo do Crown-Rump (CR).

IDG (dias) n CR (cm) Médio
62 - 105 8 7-18

110 - 136 9 20 - 36
149 - 185 2 38 -49
222 - 270 5 56 - 69

285 - >300 4 77 - 105

Todas as amostras foram imediatamente acondicionadas em solucdes
de conservacdao especificas para cada técnica a ser realizada. As amostras para
histologia foram fixadas em solucdo de formol 10% tamponada. Para
microscopia eletrénica de varredura as amostras foram prontamente adicionadas
em solucdo tamponada de glutaraldeido 2,5%. Todo o material foi armazenado

e transportado adequadamente para analise em laboratorio especifico.

Microscopia de luz

As amostras preservadas em formol tamponado 10 % foram
processadas e emblocadas em parafina seguindo-se técnicas rotineiras de
processamento de tecidos histoldgicos. Os blocos foram cortados em micrétomo
automatico (Leica, RM165) obtendo-se cortes de 4-5um, os quais foram aderidos
em laminas histoldgicas de vidro e mantidos em estufa a 60° C. Apds serem

desparafinizados os cortes foram corados seguindo-se técnicas rotineiras de
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coloracéo de tecido (TOLOSA et al., 2003), usando a coloracdo de hematoxilina

e eosina (HE).

Todas as laminas foram analisadas por microscopia de luz em aumento
de 40x, 100x, 200x, 400x e 1000x e as caracteristicas morfolégicas encontradas
foto documentadas através de microscépio éptico (DM500, Leica) com camera
de captura (ICC500HD, Leica) e programa para aquisicao de imagens (LAS EZ,
Leica).

Microscopia eletronica de varredura — analise de superficie

Para observacédo da estrutura placentaria foi utilizada a microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Os tecidos fixados em solucéo de glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 foram lavados durante 30 minutos trés
vezes com solucdo tampéao fosfato 0,1 M. Procedeu-se a desidratacao continua
em concentracdo crescente de alcool etilico a 30%, 50%, 70%, 90% por 10
minutos cada, seguidas de acetona PA 90% por 20 minutos e 100% durante 10
e novamente por 20 minutos. Por fim as amostras foram desidratadas a seco em
ponto critico com CO:2 (Critical Point Dryer CPDO030 - Balzers), e cuidadosamente
posicionadas e aderidas pela fita de carbono dupla face sobre o suporte metalico
(stub) para realizar o revestimento (20nm) em ouro (Sputter Coater SCDO050 -
Balzers) (Figura 1E). Para observar os resultados foi utilizado o microscépio
eletrénico de varredura JSM 6060 (JEOL), operando o feixe de elétrons em 10
kV, e as imagens salvas em arquivo TIFF (Tagged Image File Format) (Figura
1F).
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FIGURA 1: Coleta (A), identificacdo (B e C), mensuracéo (D) e andlise das amostras (E e F).

RESULTADOS

Periodo 62 — 118 dias

Aos 62 dias da gestacdo a superficie placentaria apresentou discretas
projecdes coribnicas no formato de ondulagfes rudimentares. Estas ondulagfes

tinham um aspecto desorganizado, assemelhando-se a um tecido fino e estavam
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cercadas por um grande numero de células arredondadas, ingurgitadas e

justapostas, que por vezes pareciam estar empilhadas (Figura 2 A e B).

No lado materno algumas dobras endometriais formaram sulcos mais
profundos dando inicio ao microsseptamento. Concomitantemente as projecdes
das células do epitélio coribnico formatam os primeiros vilos, mostrando
correspondéncia entre os epitélios luminal do endométrio e coridnico fetal, em
HE. O epitélio coribnico apresentou zonas cuboides a colunares, intercaladas
com zonas de pseudoestratificacdo do epitélio e pleomorfismo celular. Nas areas
pleomdrficas, observou-se atividade mitotica. Os capilares séo vistos ao longo

da membrana basal do epitélio corionico (Figura 3A).

O endométrio apresentou epitélio luminal predominantemente cuboide
simples com algumas regides de colunar baixo a médio e pseudoestratificado.
Sulcos endometriais mais profundos (microsseptos) estdo localizados em
regioes correspondentes as formag¢des macrovilosas em formacao. As glandulas
endometriais na porcdo média do estrato esponjoso possuem epitélio colunar
alto, citoplasma abundante e ndcleo posicionado basalmente. J& as glandulas
mais afastadas do epitélio luminal, aparentemente estavam em menor atividade

secretoria e apresentaram epitélio colunar médio (Figura 3B).

No corno néo gravidico o epitélio luminal do endométrio apresentou-se
colunar baixo com nucleos em posicdo central na célula. Zonas de pleomorfismo
celular, geralmente na base das dobras, e vacuolos de migracdo transepitelial
(provavelmente linfécitos) foram encontrados esporadicamente. As pregas
endometriais se dobram, mas sem a formacdo de sulcos profundos ou
septamento. As glandulas endometriais apresentaram [Gmen com presenca de

histotrofo e epitélio luminal glandular colunar alto (Figura 3C).



FIGURA 2: Eletromicrografias (500x) do cdrion aos 62 dias de gestagéo. (A) Ondulacbes

do cdrion. (B) Células coribnicas de superficie ingurgitadas, revelando o inicio das
proje¢des coridnicas.

46
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FIGURA 3: Fotomicrografias de placenta e endométrio equino aos 62 dias de gestagao do corno
gravidico (A e B) e ndo-gravidico (C). (A) Endométrio e membrana corioalantéide demonstram
relacd@o entre as superficies embora exista um breve distanciamento entre as faces (200x). Em
Al, visualizacdo em maior aumento do quadro superior em A, evidenciando as projecdes
coridnicas (estrelas) do epitélio colunar e pseudoestratificado (400x). Em A2, visualizagdo em
maior aumento do quadro inferior em A, evidenciando a formac&o de sulcos e microsseptos
endometrial que acomodam as projecdes macrovilosas correspondentes; nestas regides o
epitélio luminal é escamoso, bastante fino. Os ductos de glandulas apresentam células ciliadas
(400x). (B) Aposicao entre epitélio coridnico (EC) e epitélio endometrial (EE), no estroma
endometrial estdo acomodadas as glandulas endometriais (GE). (C) Endométrio apresentando
epitélio luminal variando de cuboide simples a regifes de colunar baixo a médio e
pseudoestratificado sem a presenga de microsseptamento. No detalhe em maior aumento o
acumulado histotréfico no limen das glandulas endometriais (200x).
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Dos 85 aos 110 dias as ondulac¢des do cérion se tornaram mais salientes
e dobradas, sendo possivel distinguir um formato viloso mais definido de
caracteristica mais fina e alongada em rela¢céo ao periodo anterior. Observaram-
se regides com ondulagdes, outras com dobras e ainda regides onde as dobras
se projetam como ramos vilosos primarios ou simples. Entre as projecoes,
encontram-se células arredondadas, ingurgitadas e justapostas (Figura 4). Aos
110 dias, especialmente, ja foi possivel identificar limites entre os conjuntos de

vilos (microcotilédone), espago intermicrocotiledonario e aréolas.

Comparado ao periodo anterior, aos 85 dias o epitélio coridnico fetal é
predominantemente colunar. Houve aumento das projecfes macrovilosas fetais,
assim como do microsseptamento endometrial, mas as microcarunculas ainda
nao possuem limites bem definidos. Ha aumento dos vasos fetais na superficie
epitelial, junto a membrana basal do epitélio coridnico. Aos 96 dias ja foi possivel
definir as vilosidades em base vilosa, vilo intermediario e vilo terminal; com o
correspondente microssepto endometrial como demonstrado na Figura 6. No
epitélio materno identificou-se ductos e aberturas de glandulas em direcéo ao
epitélio coridnico, nos espacos intermicrocotiledonarios, em direcdo as aréolas.
As aréolas sao claramente identificadas em espacos entre os microcotilédones,
como suaves depressdes, células bastante protusas e acumulado histotréfico
(Figura 7).

Aos 118 dias as projecOes vilosas estdo mais bulbosas, e 0s conjuntos
vilosos mais definidos (Figura 8D). Ha presenca de bastante material secretério.
Ha formacdo disseminada de microsseptos com sulcos mais profundos
conferindo um aspecto mais ovalado as microcarunculas que recebem os varios
ramos vilosos, com uma base larga no lado fetal e apices estreitos no lado

materno (Figuras 8A e 8B).

O epitélio luminal do endométrio ndo apresenta mais as caracteristicas
do periodo anterior, onde as zonas de sulcos se intercalavam com as pregas

endometriais. Neste momento os sulcos estdo completamente transformados em
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criptas adaptadas para acomodar os microcotilédones. As células epiteliais
maternas que estdo em intimo contato com o microcotilédone sédo do tipo
escamoso, bastante fino, principalmente se comparado ao epitélio glandular que
continua bastante ativo e colunar alto. Algumas glandulas endometriais das
regides proximas a area de contato com a placenta apresentaram células ciliadas

no limen (Figura 8C).

Por outro lado, o epitélio coribnico apresenta células cuboides a
colunares. As projecdes celulares formam vilos alongados mais complexos e
sem ramificacdes. A interdigitacdo ultrapassa o estrato compacto endometrial,
atingindo o estrato esponjoso de forma que as glandulas rodeiam os
microcotilédones. No corno nao gravidico, os microplacentomas aparentam

menor densidade e o epitélio coribnico parece ser mais fino (Figura 9).



Mag=" 500X
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FIGURA 4: Eletromicrografias (500x e 1000x) da placenta aos 85 dias de gestacgéo.
Observa-se a variagéo nas ondulagdes coridnicas (A) e inicio da proje¢éo coridnica
(B) quando se tornam mais finas e alongadas. Neste momento é bem visivel o relevo
da rede de vasos no interior dos vilos.
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FIGURA 5. Fotomicrografias de placenta e endométrio equino aos 85 dias de gestagéo do

corno gravidico (A e B). Em (A) a membrana corioalantéide apresenta uma série de
projecdes coribnicas onde uma delas esta mais desenvolvida (estrela) formando o
macrovilo inicial (100x). Em (B) o endométrio apresenta microcarincula em inicio de
definicdo (quadro) gue acomoda o macrovilo descrito em (A). As glandulas endometriais
(GE) em sua maioria apresentam contetido secretorio no limen, cujo epitélio é colunar alto
(100x).
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FIGURA 6: Fotomicrografias de placenta e endométrio equino aos 96 dias de

gestacao do corno gravidico (200x). O microssepto sera preenchido pelas
vilosidades em desenvolvimento. A base vilosa (triangulo) avanca em vilo
intermediario (circulo) e vilo terminal junto a porgdo mais profunda do septo
(quadrado).
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do corno gravidico aos 110

icie coridbnica

FIGURA 7: Eletromicrografias (500x) da superf

dones evidenciando uma aréola (asterisco)

dias de gestacéo. (A) Espago entre microcotilé
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com células protusas e histotrofo acumulado. (B) O histotrofo esté disseminado por vastas
areas da superficie da membrana coridnica.

FIGURA 8: Fotomicrografias (A, B, C) da unidade uteroplacentaria aos 118 dias de gestacdo no

corno gravidico. (A) Amplo desenvolvimento do microcotilédone (MC) e seu posicionamento
dentro do endométrio. Glandulas endometriais (GE) ativas, amplo Ilimen e material secretério no
seu interior (100x). (B) Um microcotilédone inteiro esta demarcado pelo circulo pontilhado,
rodeado por glandulas endometriais (100x). (C) Os vilos coriénicos (VC) em intimo contato com
as células cuboides e escamosas do epitélio luminal endometrial, e a proximidade do
microcotilédone as glandulas (GE) (400x). (D) Eletromicrografia (1000x) da superficie do corion

equino aos 118 dias de gestagdo. Notam-se as projecdes vilosas.
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FIGURA 9: Fotomicrografias da unidade uteroplacentaria aos 118 dias de

gestacdo no corno nao gravidico. (A) A formacgdo dos cotilédones e
microplacentomas aparentam menor densidade (100x) e (B) o epitélio

coridnico parece estar mais fino (400x).

Periodo 136 — 149 dias

Aos 136 dias as vilosidades coribnicas apresentaram uma aparéncia
mais alongada, algumas vezes como estruturas simples e outras como
ramificacbes de uma base curta e grossa em comum (Figura 10A e 10B).
Algumas projecdes possuem protuberancias, indicando ramificagfes
secundarias futuras (Figura 10B e 10C). O epitélio das vilosidades apresenta
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uma cobertura microvilosa. Ao menor aumento ja foi possivel distinguir os tufos

vilosos em uma aparéncia de tapete viloso (Figura 10D).

O endométrio aparentou menor densidade glandular, as glandulas se
localizam bastante préximas as criptas e o0 estrato compacto estd muito mais
fino. O epitélio glandular é colunar alto, exibindo grande atividade, também foi

possivel identificar células ciliadas no limen de algumas glandulas.

O epitélio coribnico estava cuboide a colunar baixo e em intima aposi¢ao
com o epitélio escamoso materno. O ndcleo das células do epitélio coriénico é
extremamente basofilo e o citoplasma € bem homogéneo, sem vacuolos,
distinguindo-se das células escamosas do epitélio endometrial. As projecdes
vilosas apresentam mais de um vilo terminal (Figura 11). Notou-se a presenca

marcante de vasos capilares nas extremidades de cada vilo.

As areas de absorcao, aréolas, apresentam células colunares altas em

alta atividade, com muitos vacuolos e também pleomorfismo.

Aos 149 dias os conjuntos vilosos tém aparéncia de um coral marinho,
onde observou-se vilosidades em diferentes tamanhos, na sua maioria com
curtas ramificacdes primarias oriundas de uma mesma base mais curta e grossa
(Figura 12A). Alguns vilos apresentam saliéncias nos lados ou no topo, indicando
locais de inicio de ramificacdes secundarias. Notou-se a diminui¢cdo dos espacos
inter-microcotiledonarios, mas com limite visivel entre os conjuntos vilosos. Ha
enovelamento de vilos, que se projetam em todas as dire¢cdes tornando a

estrutura mais complexa (Figura 12B).

As microcarunculas possuem limites bem definidos pelas areas de
arcada absortiva que levam as aréolas. As glandulas endometriais sdo menos

densas e se concentram praticamente nas arcadas (Figura 13).



Mag= 750X

FIGURA 10: Eletromicrografias da superficie coribnica do corno gravidico aos 136 dias de
gestacdo. (A) Vilos iniciais simples (750x). (B e C) Vilos ramificados e com projecdes
indicando futuras ramificagdes (750x). (D) Tapete viloso (100x).
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FIGURA 11: Fotomicrografia (400x) da membrana corioalantéide aos 136

dias de gestacao no corno gravidico. Este vilo apresenta mais de uma porcao
terminal.
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FIGURA 12: Eletromicrografias da superficie coribnica do corno gravidico aos

149 dias de gestacdo. (A) Vilosidades de diferentes tamanhos e inicio de
ramificacdes secundérias (1000x). (B) Enovelamento dos vilos (450x). Neste

momento é bem visivel o relevo da rede de vasos no interior dos vilos.
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FIGURA 13. Fotomicrografias da unidade uteroplacentaria aos 149 dias de gestagéo no corno

gravidico. (A) Relacdo entre o microcotiiédone (MC), as glandulas endometriais (GE) e as
entradas das arcadas absortivas (setas) (200x). (B) Proximidade das glandulas endometriais com
os microcotilédones; no detalhe a intima aposicdo de um vilo cotiledonar (VC) com ramos de

glandulas endometriais (GE) (100x).

Periodo de 185 — 222 dias

Aos 185 dias cada ramo viloso esta mais alongado, as vilosidades
possuem variados tamanhos, simples ou ramificados. Sao visualizados vilos
curtos simples e outros em que a primeira ramificacdo apresenta protuberancias,
possivelmente como um indicativo de outra nova ramificacdo. Alguns vilos
ramificados apresentam a forma de “Y”. E ja é possivel distinguir as porcdes
vilosas em base, vilo intermediario e vilo terminal, bem como o inicio de um
formato mais organizado, arredondado/ovalado/globular da unidade
microcotileonaria, caracteristica anteriormente visualizada em idades mais
novas e apenas pela microscopia de luz. As vilosidades sdo recobertas por

epitélio microviloso (Figura 14A).

O epitélio coribnico é colunar e estd bem alongado, reveste as

vilosidades que penetram nas criptas correspondentes do epitélio endometrial.
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Aos 222 dias a membrana coridnica ainda apresenta algumas novas
formagdes vilosas em estado inicial, com ramos de tronco curto e varias

ramificacdes primarias (Figura 14B).
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FIGURA 14: Eletromicrografias (200x) da placenta aos 185 (A) e 222 (B) dias
de gestacao no corno gravidico. (A). Microvilosidades de variados tamanhos,

simples ou ramificados. (B) Microvilosidades em desenvolvimento.

Periodo 230 dias — 270 dias

Aos 230 dias as unidades microcotiledonarias maduras se apresentaram
em um complexo tufo de vilos alongados e multiramificados (Figura 15A), mas
observou-se a presenca de vilos ndo ramificados também. E aos 250 dias,
mesmo em estado bem avancado de maturacédo, cada microcotilédone ainda
apresenta a formacao de vilosidades de todos os tipos: vilos simples ou ndo
ramificados, vilos com ramificacdes primarias, secundarias e terciarias, em
estagios inicial e terminal (Figura 15B). Os vilos mais curtos parecem estar
localizados na area mais periférica do microcotilédone, proximo a base comum.
A justaposicdo entre os epitélios fetal e materno ficou mais apertada e houve
diminuicdo dos espacos intermicrocotiledonarios (Figura 16A), indicando o
preenchimento do microcotilédone com novos vilos, que se mostram bastante
densos. As aréolas (Figura 16B) com epitélio colunar alto e pleomoérfico, em

plena atividade (Figura 16C).

Aos 270 dias os microcotilédones estao formados por vilos muito longos
gue projetam-se em todas as dire¢des. Os microcotilédones séo constituidos de
densos tufos vilosos (Figura 17A), cujo epitélio coribnico de caracteristica
simples cuboidal estava claramente revestido pelo epitélio endometrial
escamoso (Figura 17B). As areas de aréola continuaram demostrando intensa

atividade de suas células colunares altas e pleomorficas.



FIGURA 15. Eletromicrografias da unidade uteroplacentaria aos 230 (A) e

250 (B) dias de gestagéo no corno gravidico. (A) Tufo de vilos alongados e

multiramificados. (B) Microvilosidades em desenvolvimento.
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FIGURA 16: Fotomicrografias da unidade uteroplacentaria aos 250 dias de
gestacdo no corno gravidico. (A) Microcotilédones altamente densos e
separados por uma estreita area absortiva que leva as regifes de aréola (B)

e (C) epitélio colunar alto e pleomérfico da aréola em plena atividade.

FIGURA 17: Fotomicrografias da unidade uteroplacentéaria aos 270 dias de

gestacéo no corno gravidico. (A) Microcotilédones constituidos por conjuntos
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de densos tufos vilosos. (B) cujo epitélio coribnico simples cuboide e revestido

pelo epitélio endometrial escamoso.

Periodo > 300 dias

Nesta fase final da gestacdo, as microvilosidades estavam em sua
maioria bastante alongadas e multi-ramificadas (Figura 18), e continuaram
progredindo em todas as dire¢Bes tanto no corno gravidico (Figura 18A) quanto
no ndo gravidico (Figura 18B). Notou-se na superficie destes vilos muitas

protuberancias, possiveis locais de novas ramificacoes.

Os microplacentomas estavam bastante penetrados no endomeétrio,
rodeados de algumas glandulas endometriais e separados pelas arcadas
absortivas (Figura 19A e 19B). As areas areolares se mostraram em intensa

atividade (Figura 19C e 19D), mesmo no final da gestacéao.



FIGURA 18. Eletromicrografias da placenta do corno gravidico (A) e do corno

ndo gravidico (B) com >300 dias de gestacdo. (A) Microvilosidades alongadas
e multiramificadas. (B) Microvilosidades curtas com ramificacdes secundérias

(detalhe) e vilos longos com ramificag@es terciérias (seta).
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FIGURA 19. Fotomicrografias (A, B e C 100x; D 200x) da unidade uteroplacentaria do

corno gravidico com >300 dias de gestacéo. (A) e (B) microcotilédones (MC) constituidos

de inumeras microvilosidades, separados por areas absortivas, onde se vé um ducto
glandular (DG), que iniciam na regido das glandulas endometriais (GE) e se estendem em
diregdo as aréolas (A) representadas em (C) e (D) nota-se o epitélio colunar alto,

pleomérfico repleto de material secretério (seta).
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TABELA 2. Caracteristicas morfolégicas dos epitélios coridnico e endometrial ao longo da gestacéo equina.

Periodo gestacional (dias)

Epitélio coriénico (trofoblastos)

Epitélio endometrial
MEV HE HE
Cuboide a colunar Cuboide simples
:g Ondulado +++ Pseudoestratificado ~ Colunar baixo a medio pseudoestratificado
c
62 — 118 - Pleomorfico Microssepto
= Vilos priméarios ++ ) Escamoso
c i Cuboide a colunar .
ic Aréola + Criptas
Vilos primérios ++ .
e Cuboide a colunar ]
136 - 149 Ramificag8o primaria ++ .
A baixo
Protuberancias +
Vilos priméarios ++ .
e Cuboide a colunar
185 - 222 Ramificac&o primaria +++ baixG
Protuberancias ++ . ,
- Escamoso Microcarunculas
Vilos primarios +
230 -270 Multi-ramificados+++ Cuboide
Protuberancias ++
Vilos primarios +
>300 Multi-ramificados ++++ Cuboide
Protuberancias ++

Legenda. MEV — microscopia eletrdnica de varredura, HE — histologia por hematoxilina e eosina.

Frequéncia de aparecimento das estruturas: + pouco, ++ intermediario, +++ elevada, ++++ abundante.
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DISCUSSAO

Na espécie equina a duracdo da gestacdo € considerada longa e a
placentacdo € um processo gradual. O desenvolvimento embrionéario e fetal
depende de uma variedade de adaptacdes ao longo de todo o periodo
gestacional. No presente estudo procurou-se relatar principalmente a arquitetura
e estrutura da placenta equina a partir dos 60 dias de gestacao e a implicacao
gue o desenvolvimento desse 6rgao tem sobre o endométrio, ja que esta
interacao esta relacionada ao sucesso da gestacdo. A morfologia placentaria da
egua ja foi descrita por alguns estudos em diferentes idades gestacionais, por
meio de diferentes técnicas de microscopia (SAMUEL, ALLEN & STEVEN, 1974
e 1975; STEVEN & SAMUEL, 1975; BRACHER ET AL., 1996; MACDONALD et
al., 2000; ABD-ELNAEIM, LEISER & ALLEN, 2003). No entanto, até 0 momento
nao foi realizado através de MEV e microscopia éptica um relato que abrangesse
desde a fase inicial da placentacéo até o periodo que precede o parto. Os dados

geralmente se concentraram ou na fase inicial da gestacéo ou na fase final.

Durante a chamada “formacdo dos microcotilédones na placenta
equina”, desde os 60 aos 150 dias da gestagcdo, SAMUEL et al. (1974)
descreveram algumas mudancas morfologicas através de um estudo por
microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmissédo. Aos 61 dias os
microcotilédones podem ser reconhecidos como simples dobras do trofoblasto
adjacentes ao epitélio uterino, em simples aposicdo. No presente estudo
observou-se através da microscopia eletronica de varredura que aos 62 dias de
gestacdo a superficie coribnica apresenta dobras ou ondulacbes e também
areas com estruturas mais simples, células arredondadas e ingurgitadas. O que
sugere que nesta fase o corion esteja passando por transformacfes numa
organizacao inicial da formacdo dos futuros vilos que juntos formardo os
microcotilédones propriamente ditos. Este dado contribui, através da descri¢ao
por MEV, com as informacgbes anteriores de Samuel et al. (1974) e Ginther
(1992). Esta € a primeira vez que informacdes do periodo inicial da placentacéo
sao descritas utilizando esta técnica, uma vez que nao ha dados disponiveis de

microscopia eletrénica de varredura nesse periodo.
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Os macrovilos sdo as estruturas precursoras dos microcotilédones
(GINTHER, 1992) que surgem aos 45 dias de gestacdo como ondulagdes
rudimentares do alantocérion adjacente ao embrido propriamente dito. Por volta
dos 50 a 60 dias ocorre uma mudanca nestas estruturas que passam de
macrovilos arredondados pouco profundos para estruturas mais finas e
alongadas. As células trofoblasticas no &pice dos vilos séo estratificadas e
aparentam maior atividade mit6tica que o restante das células do macrovilo em
desenvolvimento. Isto indica crescimento e penetracdo desse macrovilo nas
criptas maternas também em formacgdo no endométrio. O restante das células
do macrovilo s&o colunares altas com nucleo basal e ocasionalmente

pseudoestratificadas.

As projecbes macrovilosas coridnicas do alantocérion observadas aqui
aos 62 dias possuem epitélio colunar e pseudoestratificado e apresentam
correspondéncia em sulcos e microsseptos endometriais. O epitélio endometrial
luminal do corno gravidico tornou -se escamoso e bastante fino. Ja o corno néo
gravidico adaptou-se ao epitélio luminal do endométrio variando de cuboide
simples a areas de colunar baixo a médio e pseudoestratificado. Nao se verifica
microsseptamento, ja que ainda ndo ha aposicao placentaria nesta idade neste
corno. O endométrio se adapta em sua superficie desde muito antes da
placentacédo (SOUZA et al. 2014), numa possivel preparacao para a implantacéao

e posterior desenvolvimento microcotiledonario.

A diferenca mostrada no presente estudo no epitélio endometrial por
volta dos 60 dias, entre os cornos gravidico e ndo gravidico, corrobora e
complementa o recente estudo de Winter (2014) que descreveu que 0
endométrio se transforma desde os 21 até os 42 dias para acomodar a futura
interdigitacdo coribnica com um leve atraso no corno nao gravidico em relacéo
ao corno gravidico. Isto foi demonstrado no nosso estudo pela presenca de
septamento endometrial no corno gravidico e apenas dobras endometriais no
corno ndo gravidico. Possivelmente quando a placenta atinge o estagio de

recobrimento total do endométrio, essa diferenca ja ndo seja mais tdo acentuada,
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refletindo apenas o desenvolvimento e indentagdo das microvilosidades

conforme o estagio gestacional e suas demandas.

Na interface endometrial da égua com 63 dias de gestacao, Allen (2004)
demonstrou vilosidades alantocoridnicas alongadas e ramificadas se
interdigitando na superficie endometrial, através de microscopia de luz. No
entanto, no presente estudo, verificou-se que ha no epitélio coribnico inUmeras
projecdes com correspondéncia no epitélio materno, mas sem uma ligacao
intima, porém superficial e irregular. A andlise deste estudo por MEV demonstra
e confirma a irregularidade da membrana coridnica nesta fase, com estruturas
com aspecto de dobras e nédo de projecdes vilosas. No epitélio endometrial ndo
se visualizam criptas, alguns microsseptos intercalados com sulcos e dobras

endometriais.

O macrovilo torna-se mais complexo com dobras secundarias aos 80
dias de gestacédo e o epitélio materno torna-se mais reduzido, de escamoso a
cuboidal. O apice dos vilos coribnicos apresenta epitélio pseudoestratificado,
sugerindo crescimento continuo (GINTHER, 1992). Da mesma forma, neste
estudo, verificou-se aumento da complexidade dos vilos aos 85 dias de
gestacdo. Porcbes do corion apresentaram dobras e outras projecdes vilosas

proeminentes, sugerindo a transformacéo de macrovilo para vilo.

Como observado nas amostras dos 96 aos 110 dias do presente estudo
as vilosidades comecaram a tomar forma, ficando mais definidas inclusive na
correspondéncia da indentacdo endometrial. Neste periodo, as camadas
epiteliais fetal e materna iniciam uma forte ligacdo através da interdigitacédo
cérion-endométrio, com aprofundamentos pronunciados do endomeétrio para
acomodar as vilosidades coribnicas cada vez mais ramificadas (ALLEN &
WILSHER, 2009). Aos 96 dias observamos claramente a base do vilo, bem como
seus componentes intermediario e terminal e também o 4pice do vilo. Estas
caracteristicas ndo foram claramente observadas em éguas multiparas de idade
avancada e em éguas primiparas jovens, so foi possivel distinguir a base e o vilo

intermedidrio, ja o vilo terminal foi considerado curto (ABD-ELNAEIM et al, 2006).
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Aos 100 dias a estrutura das vilosidades torna-se mais complexa, com
dobras secundérias das vilosidades primérias. O epitélio do trofoblasto esta
cuboide, em grande parte como resultado do alongamento das membranas
devido a expansdao do concepto. A ligacdo dos microcotilédones é semelhante a
de 61 dias, embora existam sinais de ramificacdo das microvilosidades
(SAMUEL et al., 1974). Aos 105 dias de gestacao a placenta fetal compreende
em grande parte vilosidades curtas (0,05-0,25 mm) e em forma de bulbo
(MACDONALD et al., 2000). Estes vilos surgem a partir de uma base de 0,05-
0,15 mm e podem ser ou ndo ramificados, possuindo saliéncias em suas laterais
e apice que sugerem que a ramificacéo possa estar ocorrendo. Nas amostras do
presente estudo, aos 118 dias, 0s conjuntos microvilosos ramificados
apresentaram—se separados por um espaco intermicrocotiledonario, dando inicio
a forma dos microcotilédones. Observou-se o aspecto mais definido e ovalado
das microcaranculas. Além disso, o0 epitélio materno esta totalmente
transformado com as microcarinculas que acomodam os microcotilédones. Por
volta dos 120 dias de gestacao, o alantocorion estd completamente coberto pelos
microcotilédones (ALLEN, 2004). Neste momento os vilos ja apresentam
ramificacdo primaria e provavelmente locais com preparacao para ramificaces
secundarias, como observado aos 136 e 149 dias no presente estudo.
Observamos por MEV aos 149 dias de gestacdo diferentes tamanhos de
vilosidades com ramificacées primarias, alongando e projetando-se em diversas
direcdes. Alguns desses vilos apresentaram saliéncias de ramificacdes
secundarias. No corte histologico 0s microplacentomas estdo bem
desenvolvidos em seu formato caracteristico. Os microcotilédones preenchem
completamente as microcarunculas correspondentes no endométrio, envoltos e
separados por uma capsula de tecido conjuntivo materno. Porém, o fato de
estarem bem formados néo quer dizer que tenham finalizado o desenvolvimento

placentario, uma vez que existem vilosidades de variados tamanhos e formas.

No periodo de 105 aos 170 dias a estrutura do microcotilédone se
desenvolve até atingir o dobro do tamanho inicial (SAMUEL et al., 1974;
MACDONALD et al., 2000) o que foi corroborado pela descricao do presente

estudo. Por volta dos 185 dias de gestacdo demostramos que os vilos ja mais
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alongados e multi-ramificados possuem por¢des vilosas distinguidas em base,
vilo intermediério e vilo final. E, aos 250 dias, em estado bastante avancado de
desenvolvimento e maturacao, identificamos no presente estudo que cada
microcotilédone ainda apresenta formacdo de vilosidades de todos os tipos.
Além dos ja bem desenvolvidos vilos multi-ramificados identificamos vilos iniciais
simples ou ndo ramificados e outros apenas com ramificagbes primarias. O
crescimento dos vilos continua aos 270 e 300 dias de gestagdo, com presenca
de novas formag6es vilosas nas periferias dos cotilédones como demonstrado
aos 250 dias. Macdonald et al. (2000) relatam haver um crescimento continuo
dos ramos dos microcotilédones na segunda metade da gestacao equina, dado
corroborado no presente estudo. No entanto, também identificou-se aqui uma
neoformacao de vilos nos cotilédones ja maduros em periodos bastante finais da
gestacdo, ao contrario de outros estudos que verificaram que a formacéo
completa da placenta ocorre entre 120 e 150 dias da gestacdo (SAMUEL et al.,
1974, 1975, 1977; STEVEN et al., 1979; GINTHER, 1992; ALLEN, 2003).
Provavelmente ao estar, neste periodo, a superficie endometrial em completa
aposicao com o cérion em toda a sua extensao, induziu a esta conclusdo. Os
vilos continuam crescendo e se ramificando conforme a demanda nutricional do

feto até o momento que antecede o parto.

O esqueleto vascular dos vilos fetais é formado por capilares com
diametros variaveis que em conjunto constituem redes amplamente indentadas
(ABD-ELNAEIM et al., 2006). Neste aspecto, € interessante notar que nos
periodos correspondentes aos 85, 149, 185 e 250 dias, a camada de células
coridnicas dos vilos estava aparentemente muito mais delgada, permitindo o
reconhecimento da estrutura vascular vilosa. Por outro lado, as células
coridnicas estavam mais ingurgitadas nos outros periodos, quando pela analise
da superficie pela MEV néo foi possivel a definicdo visual da rede capilar de cada
vilo; pela microscopia Optica o epitélio trofoblastico era constituido de células
cuboides a colunares. Isto nos sugere um desenvolvimento em ciclos dos vilos
e cotilédones, primeiramente com estimulo ao rapido crescimento da rede capilar
dos vilos, acompanhados por um alongamento e acomodacgdo das células

coribnicas que recobrem estes vasos. Posteriormente as células coribnicas se
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multiplicam possibilitando o crescimento e ramificagdo de cada vilo, visto que ha
um maior nuimero de figuras mitdticas nos topos de cada vilosidade.
Possivelmente estes ciclos possam ser determinados pela demanda nutricional
e de crescimento fetal. Sabe-se que aos 150 dias (SAMUEL et al., 1974) as
células trofoblasticas voltam a ser colunares como eram aos 61 dias, apos

passarem por um periodo em que o trofoblasto era cuboide.

O endométrio de todos os mamiferos € ricamente dotado de glandulas
que se abrem sobre a superficie luminal. As secrecdes das glandulas
desempenham um papel essencial de sustentar o0 concepto antes da
implantacéo, sendo que em algumas espécies elas continuam a contribuir para
a transferéncia materno-fetal durante a gestacdo através de areas
especializadas do corion, as denominadas aréolas (BURTON et al., 2007) ou
arcadas absortivas (GINTHER, 1992). As glandulas endometriais permanecem
funcionais ao longo da gestacao e liberam suas secrecdes exocrinas, ricas em
proteinas e macromoléculas, nas aréolas por entre 0os microcotilédones. As
células trofoblasticas desta regido se tornam pseudoestratificadas e sé&o
especialmente adaptadas para captar e absorver o histotrofo produzido pelas
glandulas endometriais, estabelecendo assim uma via histotrofica de nutricdo

para o feto em crescimento (ALLEN, 2004).

A caracteristica inicial mais marcante da transformacdo ou adaptacao
endometrial a gestacéo é o quase total desaparecimento das células ciliadas na
superficie epitelial em ambos cornos uterinos (SOUZA et al., 2014; WINTER,
2014). Esta reducdo praticamente confina estas células aos ductos das
glandulas e regibes mais protegidas do epitélio luminal, como nas calhas e
sulcos endometriais. Pode ser que a reducéo da populacédo de células ciliadas
do epitélio luminal durante a gestacao seja uma interessante forma de favorecer
0 acumulo de histotrofo (WINTER, 2014). E, mantendo as células ciliadas dos
ductos e glandulas, ha um sinergismo em abastecer o limen com a producéo de
histotrofo proveniente das glandulas, que na gestacdo inicial tem maior
desenvolvimento (LEFRANC & ALLEN, 2007; LEFRANC et al., 2014). As células

ciliadas estiveram presentes nos ductos das glandulas mesmo durante ou apos
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a interdigitacdo cotiledonar se desenvolver, como pode ser visualizado no

presente trabalho.

Ainda, observamos a presenca de aréolas pela MEV a partir dos 110
dias de gestacdo. J4& aos 118 dias, quando a estrutura microcotiledonéria fica
com seu contorno mais definido demonstrando claramente os espacos de
arcada. Estes espacos sdo formados como uma capsula de tecido conjuntivo
materno que separa uma unidade microcotiledonaria da outra formando pontes
organizando os ductos glandulares em direcao a aréola. O espaco de arcada
esta situado ao redor de cada microcotilédone e se desenvolvem
simultaneamente (GINTHER, 1992). Assim, poderiamos descrever o lado
maternal desta estrutura com seu respectivo espaco como arcada absortiva; e o

lado fetal, especializacéo do epitélio coridnico, como aréola.

Uma das funcbes do complexo aréola-glandula é a transferéncia de
macromoléculas, como por exemplo a uteroferrina nos suinos; e que pode ter
um sistema analogo nos equinos (DANTZER & LEISER, 1992). Frequentemente
se especula que as secrecbes uterinas (histotrofo) estdo envolvidas na
regulacdo da implantacdo, nutricdo e crescimento do concepto. No entanto os
fatores envolvidos e 0s exatos mecanismos responsaveis por essa regulacéo
nao estdo claramente definidos (BRIGSTOCK et al., 1989). Com 136 dias de
gestacdo observamos as areas de absorcéo, nas aréolas, apresentando células
colunares altas em alta atividade, com muitos vacuolos e também pleomorfismo
celular. E aos 149 dias, as glandulas endometriais estavam aparentemente

menos densas, concentradas praticamente nas bases das arcadas.

Cada ramo e sub-ramo do corioalantéide é fielmente espelhado pelo
epitélio endometrial, aumentando assim continuamente a area de contato entre
trofoblasto e endométrio para maximizar a extenséo da troca hemotrofica entre
méae e feto. Nos espacos adjacentes entre microcotilédones, as areas de aréola
também continuam presentes e funcionais ao longo da gestacao para continuar
a sua oferta de histotrofo para o feto (ALLEN & WILSHER, 2009) como
corroborado no presente estudo, quando aos 250 e aos 270 dias as aréolas

apresentam epitélio colunar alto e pleomérfico em plena atividade. A nutricao
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histotrofica, tdo importante no inicio da gestacéo, parece manter o seu papel e
contribuicdo até os estagios finais da gestacdo. Como observado neste estudo,
ha presenca de histotrofo e as aréolas estdo bastante ativas mesmo nos

momentos finais da gestacgéao.

Considerando que individuos diferentes possam apresentar
caracteristicas inerentes a sua condicdo como alteracdes endometriais que
afetam a formacg&o da placenta, o crescimento e o desenvolvimento fetal, a
comparacao entre os periodos gestacionais de individuos diferentes poderia
afetar a acuracia dos dados. Na espécie equina o fator limitante de obtencéo de
amostras para repetibilidade, pode levar a informacdo desencontrada. No
entanto, ao revisar os estudos feitos anteriormente, consideramos que os dados
do presente trabalho possuem equivaléncias e também complementam
informacdes, principalmente na descricéo feita no inicio da placentacéao através

do estudo das estruturas por microscopia eletrénica de varredura.

Assim, verificamos que o inicio da placentacdo se da pela organizacao
de dobras cori6nicas simples em macrovilosidades. As macrovilosidades se
desenvolvem ao longo do periodo gestacional em complexos tufos vilosos que
agrupados formam os microcotilédones. As vilosidades microcotiledonarias
continuam se desenvolvendo até o final da gestacéao, conforme a demanda fetal,
inclusive com a formacao de novos vilos. E o histotrofo € um fator nutricional
importante que continua disponibilizado pelo endométrio até o final da gestacao.
As aréolas possuem papel fundamental na nutricdo fetal via absorcdo direta

placentaria.
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4. CONCLUSAO

O inicio da placentacao nos equinos se da com a organizacao de dobras
coridnicas simples em macrovilosidades. As macrovilosidades se desenvolvem
ao longo do periodo gestacional em complexos tufos vilosos que agrupados

formam os microcotilédones.

O corno ndo gravidico ja aos 62 dias evidencia preparagdo para

indentacdo microcotiledonaria, mesmo sem aposicao placentaria.

O histotrofo continua disponibilizado pelo endométrio até o final da

gestacédo, assim como as aréolas mostram-se em alta atividade.

As vilosidades microcotiledonarias continuam se desenvolvendo até o
final da gestacao, conforme a demanda fetal, inclusive com a formacgéo de novos

vilos.
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ANEXO A

Figura suplementar. Desenvolvimento microcotiledonario da placenta equina vistos por MEV e
HE aos 62 dias (A e B), 118 dias (C e D), 149 dias (E e F), 250 dias (G e H) e ap6s 300 dias (|

e J) de gestacao.
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ANEXO B

ARTIGO publicado, apresentacdo oral em International Symposium on Equine
Reproduction - ISER XI — Hamilton, Nova Zelandia, janeiro de 2014.

Souza AM, Winter GHZ, Cazales N, Miglino MA, Mattos RC. Endometrial surface
adaptive changes during first half of pregnancy in mares. Journal of Equine
Veterinary Science 34 (2014) 204-06.

Endometrial surface adaptive changes during first half of pregnancy in

mares

AM Souza*!, GHZ Winter?, N Cazales'?, MA Miglino3, RC Mattos?
! REPROLAB - UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil
2 Facultad de Veterinaria — UDELAR, Montevideo, Uruguay

3 Departamento de Cirurgia — USP, Sdo Paulo, Brazil

1. Introduction

Placentation involves considerable growth and reorganization of both fetal and
maternal tissues [1] and the development of the microscopic structure of the fetal
equine placenta have been relatively well documented during the first 210 days
of gestation [2]. There is a lack of data on endometrial surface ultrastructural

changes during early pregnancy in mares. In the present study the three-
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dimensional endometrial surface morphology was studied by scanning electron

microscopy (SEM) in the first half of gestation in the mare.

2. Materials and methods

Endometrial samples were collected from a commercial equine abattoir from
mixed breed mares. Pregnant reproductive tracts with different gestational ages
were identified and samples collected from pregnant horn and fixed in 2.5%
phosphate glutaraldehyde solution. Each gestational age was defined using
embryonic vesicle morphology until 40 days of pregnancy [1]. Fetal crown-rump
measurements were performed for the others [1]. To this work 21, 30, 35, 62,
119, and 149 days of pregnancy were selected (n=6). For preparation for SEM,
the samples were washed with PBS and dehydrated through a graded series of
acetones, dried in a critical point drier using carbon dioxide (Balzers CPD030),
mounted on aluminum stubs and sputter coated with 20 nm gold (Balzers
SCDO050). The specimens were examined using a JSM-6060 SEM operated at

10 kV and images saved as TIFF files.

3. Results

The luminal epithelium of mares under progesterone influence is clearly
composed of two cells types: ciliated cells and secretory cells that vary from
protruded round to flattened polygonal shapes. These secretory cells clearly

present microvilli. No prociliated cells were distinguished. Openings of
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endometrial glands are seen diffusely on the endometrial surface and vesicles of
secretory material were often seen. The folds were separated primarily by deep
grooves. Small secondary ridges and troughs were observed along the course of
the larger primary folds. At 21 days of pregnancy the ciliated cells are often
localized only on troughs and borders of ridges and are surrounded by abundant
secretory cells. The major populations of secretory cell were protruded in a
“bunch of grapes” appearance and secreted histotrophe was visible. There was
a minor population of flattened secretory cells with a slightly convex surface
located on top of the endometrial folds. Erosion of secretory cells was found more
on round protruded cells (Figure 1A, Table 1). At day 30 of pregnancy the ciliated
cells were localized on troughs and few in number, between the histotrophe.
Abundant histotrophe was clearly seen over the ridges and folds. There was an
increase in the number of flattened secretory cells on the top of folds, some of
them were eroded. The protruded cells were mainly located at the grooves where
numerous blebs of secretory vesicles were seen (Figure 1B, Table 1). At 35 days
of pregnancy the histotrophe accumulated mainly on the troughs, blebs of
secretory vesicles were seen diffusely in the sample and many of them could be
seen over the mouth of the glands. Some ciliated cells were found at the troughs
and ridges border. The flattened cells on the top of folds were hexagonal and less
convex; some of them were eroded and others presented a rim of microvilli at the
cell border (Figure 1C, Table 1). At 62 days of pregnancy the endometrium
appeared smooth and flat, the grooves were much shallower. There were still
eroded secretory cells, but ciliated cells were not seen. Gland openings and

secretory vesicle blebs were easily seen. Histotrophe was not spread but instead
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localized to defined areas (Figure 1D, Table 1). The endometrium sample at 119
days of pregnancy was rather flat, and microvilli formed a hexagonal rim border
on the abundant flattened secretory cells. No ciliated cells were found. As at 62
days of pregnancy, histotrophe was not spread but was localized to defined areas
(Figure 1E, Table 1). At 149 days of pregnancy the endometrium appeared
wrinkled and a novel structure appeared, presumed to be microcaruncles,
cavities that receive the microcotyledons from the chorioallantoic membrane. The
borders of the cells were barely appreciable, and some secreted vesicles were

still visible, but histotrophe was not (Figure 1F, Table 1).
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Figure 1. Scanning electron micrograph of endometrium of a mare A) at 21 days of pregnancy,
B) at 30 days, C) at 35 days of pregnancy and D) at 62 days of pregnancy showing: protruded

microvillus secretory cells (stars), flattened secretory cells on top of folds (asterisk), ciliated cells
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(arrows), eroded secretory cells (square), glandular opening (G) with secreted vesicle blebs
(arrow head) and histotrophe (H) accumulated on troughs. E) Micrograph at 119 days of
pregnancy, with irregularly orientated ridges separated by grooves. F) Micrograph at 149 days
of pregnancy, showing a wrinkled aspect of endometrium, glandular opening (G) and

microcaruncle formation (arrows).

Table 1. Overall adaptive changes of endometrial surface during first half of
pregnancy in mares (n=6).

Days of B ] .
Secretory cell Ciliated cell Ridge/Troughs Histotrophe
pregnancy
Some eroded cells,
Present on
21 “bunch of grapes”
troughs
appearance
Marked
Flat cells on top of folds
) ) Accumulated on
30 some with erosion, round
troughs
cells on grooves Only a few, on
Many eroded cells ridges border
35 Secretory blebs seen on Noticeable
mouth glands
Eroded cells
62 Secretory blebs, Smooth surface,
Flat cells, mouth glands shallow grooves Localized on
apparent defined portions
i __ Not seen i
119 Flattened cell, microvilli Endometrium
forming hexagonal border rather flat
] ) Wrinkled
149 Microcaruncle formation Absent

endometrium
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4. Discussion

This is the first study that compares and shows endometrial organization and
adaptation during the initial half of pregnancy using scanning electron
microscopy. Mainly adaptive changes were noticed in the number and position of
ciliated cells as well as secretory power of the rounded and flattened cells. Many
of cells showed erosions on their surface, maybe due to secretion of vesicles,
deciliation or sloughing off. As described in non-pregnant equids [3,4] the
population of ciliated and non-ciliated cells varies greatly depending on uterine
location and may vary at different stages of the estrous cycle and season. This
study shows a rapid pattern of changes from 21 days of gestation in the pregnant
horn’s endometrium, when compared to previous descriptions of late and
persistent diestrus [3]. This period falls almost three weeks earlier than
interdigitation of trophoblastic cells from the conceptus with the endometrium. It
was observed that secretory cells play a major role during first trimester of
gestation since rounded and engorged cells were the majority of the population
in the endometrium. The transition from engorged and active rounded cells
located at the top of folds to more flattened ones as gestational advances was
evident. As gestation reached around 120 days the endometrial surface
appeared to be smoother and rather flat, probably due to almost full formation of
placenta and reduction in the height of the endometrium [5], and by 150 days was
taking on a more wrinkled aspect. At this time the formation of microcaruncles
were discernible at higher magnification. In this study, a rapid pattern of changes
in endometrial cells and surface during the initial period of pregnancy was

demonstrated.
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INTRODUCTION

The equine placenta is diffuse epitheliochorial microcotyledonary type. The initial

chorionic macrovilli begins to develop and interdigitate after 40 days of
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pregnancy. Many studies described aspects of placental development, however

on early stages, scanning electron microscopy (SEM) data are scant.

OBJECTIVES

The aim of present study was to describe some of the changes occurred in a
developmental chorion during gestation.

METHODS

The microcotyledon structure was studied in the period since 62 days of gestation
until close to term, by SEM. The samples of chorioallantois were collected from
pregnant horn of 10 mixed breed mares in a commercial equine abattoir. The
estimated gestational ages of each sample were 62, 85, 100, 136, 149, 185, 222,
230, 250 and >300 days.

RESULTS AND CONCLUSION

Histotrophe was identified in many samples throughout gestation. Our results
revealed round macrovilli, or the forerunners of microcotyledons, diffusely located
and close to one another. They are a shallow cluster like a pile of chorionic
protruded cells at 62 days of pregnancy. On the 85th day, the chorionic surface
becomes undulated and the microvilli are recognizable. They increased in height
and begun to acquire single branch appearance. At 100 days the areole are easily
recognized between the pools of villi. These are now higher than earlier, still
unbranched and present folding of chorionic surface. The single villi promote
primary branching as short rods until 149 days. They are located as tufts gathered
together and begin to form the microcotyledon. Many elongated single villi are

apposed to multibranched ones from the 185 days; most of them branched in a
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“Y” shape. The microvillus promote secondary (222 days) and tertiary (250 days)
branching. In addition, new macro and microvilli were noticed even at latter
stages of gestation, suggesting the continuous development of chorionic cells

into brand new villus.
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