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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o propdsito de atarzar o perfil citologico dos liquidos extra-
embrionérios, a quantificagdo das células mategreaproporgdo volumétrica de componentes estraturai
do placentomo da vaca nos tercos inicial, médima fla gestacéo, determinados por biometria fetal.
Foram utilizados dez Uteros gestantes, de cada tgrstacional, de vacas abatidas em frigorifico da
Regido Metropolitana de Belo Horizonte — MG. For@thidos 20ml de liquido amnidtico e alantoidiano
que foram centrifugados por 10 minutos a 200g. $2osmentos de cada aliquota foram feitos esfregacos
0s quais foram corados com Panético Rapido. Oeptamos foram colhidos e fixados em solucédo de
formol a 10% e processados para avaliacdes histaklgOs resultados obtidos indicam que o nimero de
células totais do liquido amniético foi menor nocteinicial da gestacao. No terco final as células
maternas do placentomo diminuiram, enquanto a pcépovolumétrica das células fetais, binucleadas,
gigantes e vasos nao variaram nos tempos mediduset&to, a proporcdo volumeétrica das células
maternas diminuiu no terco final, do tecido corijwmtfetal foi menor no terco inicial e do tecido
conjuntivo materno foi maior no terco final da gesto. Conclui-se que a citologia do liquido amaodti

a quantificacéo das células maternas do placenm@roporgcdo volumétrica de alguns componentes
estruturais do placentomo diferem durante a gestdgaaca.

Palavras-chavesbovino, morfologia, placenta, liquidos extra-erobéarios.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the cytolofigxtraembrionic fluids, to quantificate materoalls
and volumetric proportions of structural componeagftthe cow placentome in the first, second adl th
trimester of pregnancy. For each trimester weeslusn pregnant uterus, collected in slaughterholse
volume of. 20 ml of. amniotic and allantoic fluidss collected, and centrifuged at 200 g for tenuteis.
The sediments was taken and processed on a stidgtidogy examination after staining with Panoptic
stain The trimester of pregnancy was determinated ugiegctown-rump length. The placentomes were
fixed in formol 10% and processed for histologieahmination. The total cells number of the amniotic
fluid increase during the gestation. At the thiidhester the maternal cells of the placentome deed.
The volumetric proportions of the fetal cells, biteate cells, giant cells and vases did not vadigthg

the gestationThe volumetric proportions of the maternal cellsted placentome decreased on the third
trimester of pregnancyl.he volumetric proportions of the fetal placentocoajunctive tissue were lower
in the first trimester. The maternal conjunctivestie was higher in the third trimester of pregnambge
results of this work indicate that the cytologytbé amniotic fluid, the quantification of materrcalls
and the volumetric proportion of some structurahponents of the cow placentome change during the
pregnancy.

Keywords: cow, cytology, placenta, fetal fluids.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura ocupa lugar de
destaque na pecuaria brasileira, pelo seu nimero
populacional e pela importancia na producéo de
carne e leite para o mercado interno e externo,
além de contribuir de forma efetiva no modelo
experimental em pesquisas de biotecnologias e
na sua aplicacéo pratica, principalmente na area
de reproducéo animal.

O estudo e aplicacio de novas
tecnologias, como transferéncia de embribes
(TE), fertilizacdoin vitro (FIV) e clonagem tém
aumentado de forma expressiva e, como
decorréncia, tém sido mais diagnosticadas
patologias como, por exemplo, a acumulacao
anormal de liquidos fetais. Vacas gestantes com
fetos provenientes de transferéncia nuclear para
células somaticas (TN) mostram alta incidéncia
da sindrome do feto grande, hidroalantéide e
placentomegalia no terco final da gestacdo, com
aumento da mortalidade fetal (Li et al., 2005).
Falhas nas gestacfes oriundas de TN poderiam
estar associadas a um desenvolvimento anormal
da placenta, a um retardo na placentacdo e ou
um atraso no desenvolvimento do trofoblasto
nos estadios iniciais da placentacdo (Hashizume
et al, 2002).

Concomitantemente  aos  avangos
tecnoldgicos, parte do rebanho brasileiro ainda é
considerado de baixa produtividade, quando
comparado ao de outros paises. Os indices
reprodutivos sdo um dos fatores responséaveis
por esse baixo desempenho, destacando-se 0s
problemas no pos-parto, com o aumento do
periodo de servico, intervalo de partos e,
consequentemente, a baixa eficiéncia
reprodutiva do rebanho.

O conhecimento adequado da atividade
e do ciclo reprodutivo do bovino passa,
obrigatoriamente, pelo conhecimento das
estruturas e da fisiopatologia do seu aparelho
reprodutivo, incluindo também a placenta e seus
componentes. A placenta, sendo um 06rgdo
efémero e dindmico, dificulta mensuragfes
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exatas, principalmente quando se analisam
grupos de diferentes idades gestacionais (Silva
et al, 2004).

A placenta dos bovinos é classificada
macroscopicamente como cotiledonaria, com os
cotilédones se desenvolvendo em
correspondéncia as  carunculas  uterinas
formando os placentomos (Sileaal, 2004). O
placentomo ¢é a unidade fisiologicamente
funcional da placenta e tem a fungcdo de
protecdo, de transferir nutrientes da mée para o
feto, de eliminar metabdlitos do feto e de
sintetizar enzimas e horménios essenciais no
desenvolvimento fetal (Roberts, 1986).

Apesar da importancia da espécie
bovina para a pecuaria brasileira e para o
desenvolvimento de novas tecnologias na area
de biotecnologia da reproducdo, pesquisas que
envolvem um conhecimento mais amplo sobre a
placenta e seus componentes estruturais s&o
escassas, principalmente para as ragas zebuinas,
gue perfazem a maioria do rebanho. A busca de
mais informac8es e maior conhecimento que
possibilitem melhor descricdo dos componentes
estruturais e da fisiologia da placenta nos tercos
inicial, médio e final da gestacdo da vaca,

poderdo contribuir para a abordagem
académica, cientifica e técnica de problemas
gestacionais  decorrentes do uso de
biotecnologias reprodutivas, bem como de

problemas decorrentes da retencdo de placenta,
uma patologia que pode afetar os indices
reprodutivos do rebanho e, certamente, aumenta
0s custos de servigos veterinarios e dos insumos
e medicamentos relacionados ao seu tratamento
(Bretzlaff, 1987; Williamset al, 2007).

Com base na literatura e na necessidade
de aprofundamento do conhecimento sobre a
fisiologia da gestacdo e da estrutura da placenta
foram formuladas as hipéteses e os objetivos a
seqguir:



Hipoteses

1. O perfil citolégico do liquido
amnidtico difere no terco inicial, médio
e final da gestacdo da vaca;

Objetivos

1. - Avaliar o perfil citolégico do liquido
amniético nos tercgos inicial, médio e
final da gestacéo da vaca;

2. - Quantificar o nimero de células
maternas do placentomo nos tercos
inicial, médio e final da gestacéo da
vaca,;

O numero de células maternas e a
proporcao volumétrica de diferentes
componentes estruturais do placentomo
variam no terco inicial, médio e final

da gestacao da vaca.

- Determinar a proporg¢ao volumétrica
dos diferentes componentes estruturais
do placentomo nos tercos inicial,

médio e final da gestacao da vaca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfofisiologia da placenta bovina

As formas de reproducdo dos seres
vivos apresentam grande diversidade. O
processo fisiologico da gestacdo, com a retengéo
e desenvolvimento do zigoto até o final do
estadio fetal e parto, pode ser considerada uma
adaptagdo com fungdo primaria de protecdo do
individuo em desenvolvimento, que atinge seu
climax nos mamiferos. Como regra geral,
poucos ovos, dentro do nimero potencial, se
desenvolvem e sdo mantidos dentro do
organismo materno, que lhes da protecéo extra
através de estruturas especializadas para a
nutricdo do embrido e do feto dentro do Utero
(Amoroso, 1952).

A placenta, 6rgao formado por tecidos

fetais, tem fungBes nutritiva, protetora,

2.1.1 Placentacéo

ApoOs a fertilizacdo, em torno dé du
8° dia 0 embrido atinge o estadio de blastocisto
e, ha sequéncia do seu desenvolvimento, ocorre
a quebra da zona pellcida e o blastocisto fica
livre de sua estrutura protetora no ambiente
uterino (Derivauxet al, 1988). A parede do
embrido, até esse ponto, é constituida de epitélio
uni laminar denominado trofoblasto. Em
seguida desenvolve-se uma camada de
mesoderma e a membrana composta resultante
constitui o cério. O amnio, uma vesicula
ectodérmica, circunda o embrido e o sustenta
em liquido. Além do amnio, outras duas
vesiculas participam da formacédo da placenta: o
saco vitelino, em comunicacdo com o intestino
médio, e o alantdide, que é um diverticulo do
intestino posterior (Perry, 1981).

As glandulas endometriais secretam o
histotrofo, que inicialmente é responsavel pela
manutencdo do embrido. A seguir, a
implantagdo € necessaria para assegurar 0
suprimento adequado de oxigénio e de
nutrientes para o desenvolvimento do concepto.
A implantacdo se caracteriza por vascularizacao
e pelo estabelecimento do contato entre as
membranas embrionarias e o endométrio
(Dantzer, 1993). A contribui¢cdo nutricional do
histotrofo  diminui, relativamente, com o
desenvolvimento dos placentomos, porém ele
pode ter importancia durante toda a gestagéo
(Hradeckyet al 1988a).
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respiratdria, endécrina e imunossupressora. Nos
mamiferos da subclasse Eutheria ela é
responsavel pelo intercambio metabdlico

materno-fetal durante a maior parte do periodo
de gestacdo (Amoroso, 1952).

A placenta  apresenta grande
diversidade estrutural entre as diferentes
espécies, o que leva a utlizacdo de varios
aspectos para sua classificacdo. No caso da
vaca, a placentacdo é considerada vilosa, sendo
classificada como cotiledonéaria, adeciduada e
epiteliocorial (Bjorkman, 1982).

Nos bovinos a migracao transuterina
do embrido é rara. O blastocisto inicia o
alongamento entre 0 12 o 13 dia apds a
fertilizacdo. O embrido normalmente se
encontra no terco médio do corno ipsilateral ao
corpo ldteo, enquanto o cério continua seu
alongamento até ocupar todo o lume do Utero

(King et al, 1982).

O endométrio da vaca apresenta areas
especializadas, as carUnculas uterinas, as quais
ndo apresentam glandulas endometriais, mas
gque sdo responsaveis pela interacdo com a
membrana corioalantdidea para formacao do
placentomo. H& indicios da interacdo materno
fetal em &reas nado carunculares (Kietgal,
1982).

A implantacdo, na vaca, é superficial,
uma vez que o blastocisto permanece no lume
uterino, sendo diferente da implantacdo
intersticial, na qual o embrido se insinua na
parede uterina (Perry, 1981). O estagio de
justaposicdo se inicia por volta do°18& 20
apos a fertilizacdo. A presenca de protrusbes
citoplasmaticas de células trofoblasticas e a
migracdo das células binucleadas junto a
abertura das glandulas endometriais sao
importantes para fixacdo do concepto. Por volta
do terceiro més de gestacéo é que se completa o
processo de aderéncia das membranas fetais ao
endométrio (Derivaurt al, 1988).



A placenta é formada quando o tecido
fetal entra em contato com o materno
permitindo a interacdo fisiolégica entre mae e
feto. Ela é composta pelas estruturas avasculares
cérion e amnio e pelo alantéide (vascular),
sendo esta sua composicdo definitiva e que
permanece assim até o final da gestacéo. No seu

2.1.2 Morfologia da placenta bovina

A placentacdo dos bovinos pode ser
definida como uma aposicdo das membranas
fetais e dos tecidos maternos, a qual possibilita
que ocorram trocas fisiolégicas entre ambos
(Mossman, 1937). Os mamiferos, no seu
desenvolvimento inicial, possuem uma
caracteristica Unica, que é a passagem de
nutrientes da mée para o feto através da placenta
(Noden & Lahunta, 1985), que tem as funcdes
nutritiva, protetora, respiratéria, endocrina e
imunossupressora, além de ser a responsavel
pela troca metabdlica materno-fetal ao longo da
gestacdo (Bjorkman, 1982). Ainda, a placenta e,
em especial, as estruturas fetais, atuam como
uma barreira prevenindo a mistura do sangue
fetal com o materno (Noden & Lahunta, 1985).

O tamanho e a dindmica fisiol6gica da
placenta mudam continuamente ao longo da
gestacdo, possibilitando ao feto condicBes de
flutuacdo e liberdade de movimentos, suporte,
condigbes térmicas, quimicas e osmoticas
constantes, favorecendo o seu desenvolvimento
(Bjorkman, 1982).

No inicio da gestacdo, a formacao da
placenta esta intimamente relacionada com as
membranas extra-embrionarias, saco vitelino,
amnio, alantoide, e corion. As membranas fetais
participam na formacdo da placenta de forma
diferenciada, isoladas ou associadas, originando
trés tipos de placentacdo que se diferem
segundo a identidade das membranas fetais
envolvidas: coridnica, corioalantdide e vitelina.
A placenta corioalantdide, caracteristica de
todos os animais domésticos origina-se da fusao
do alantéide com o c6rion (Hafez, 2004).

O periodo inicial de gestacdo da vaca,
como nos ungulados em geral, é caracterizado
pela presenca de um grande saco vitelino. A
nutricdo inicial do embrido é histotréfica e a
circulacdo é corio-vitelinea. Em torno da quarta
ou quinta semana de gestacdo essa circulacdo
torna-se corio-alantdidea, coincidindo com o
desenvolvimento do alantéide que passa a
ocupar ambos os cornos do utero (Hafez, 2004).

Varios métodos foram elaborados para
classificagdo morfolégica da placenta, incluindo

7

estadio inicial a placenta é coério-vitelinica,
formada pelas associa¢des do cérion com o saco
vitelino (Perry, 1981). Isso ocorre porque 0 saco
vitelino € rapidamente suplantado pelo
crescimento do alantdide e, apds trés semanas,
comeca a se degenerar (Bjorkman, 1982).

a distribuicdo de contato, as membranas extra-
embriondrias, o grau de implantagdo, a
configuracdo da conexdo coribnica e a
combinacédo destes, para descrever a placenta de
uma espécie em particular (Banks, 1991).

De acordo com a configuracdo da
juncdo materno-fetal, a placenta dos bovinos é
classificada como cotiledonaria; e o0s
cotilédones e vilos coribnicos agrupados, que se
desenvolvem em correspondéncia as cartinculas
uterinas, formam os placentomos, (Amoroso,
1952; Steven, 1975; Silvat al, 2004), estando
os cotilédones separados por areas de cérion
liso, conhecidas como porcdo intercaruncular
(Ramsey, 1982).

A placenta também pode ser
classificada de acordo com o grau de interacédo
entre os vilos coridnicos e o endométrio. Nos
bovinos a placenta é considerada adeciduada,
pois componentes fetais interagem com o tecido
uterino que permanece relativamente intacto e
do qual podem ser separados com facilidade,
sem maiores danos a mucosa uterina (Steven,
1975; Wooding, 1992; Schlafeet al, 2000;
Mecaet al., 2006).

Histologicamente, a classificacdo da
placenta, citada por Bjorkman (1982), prop&e
gue exista uma variacdo, entre espécies, no
ndimero de camadas dos componentes teciduais
maternos, enquanto na por¢cdo fetal os
componentes teciduais sdo constantes. Por causa
destas diferengas a placenta também é
classificada com base no numero de camadas
dos componentes teciduais maternos, resultando
gue a placenta da vaca é classificada como
epiteliocorial devido a persisténcia das trés
camadas do tecido materno (epitélio uterino,
conjuntivo e endotélio vascular) e do tecido
fetal (trofoblasto, conjuntivo e endotélio
vascular).

Outra classificacdo para a placenta dos
ruminantes foi proposta por Wooding (1992), e
estd baseada no fato de ocorrer migragdo de
células do tecido fetal para o materno e a
subsequiente fusdo destas células a placenta, o
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gue leva também a sua classificacdo como
sinepiteliocorial.

A éarea de interdigitacdo entre o cérion
€ a mucosa uterina esta restrita a estruturas
convexas conhecidas como carinculas, que séo
proeminéncias aglandulares de forma oval da
mucosa uterina (Perry, 1981; Bjorkman, 1982).
A unido dos vilos coridnicos com as carunculas
forma o placentomo (Steven, 1975).

As carinculas, na maioria das espécies
de ruminantes, organizam-se em fileiras que
variam em numero de duas (em algumas
espécies de veados) e quatro (ruminantes
domésticos, girafa e maioria dos antilopes)
(Hradeckyet al, 1988).

O epitélio da cripta caruncular é cubico
ou achatado e suas células possuem nucleos
esféricos com nucléolos evidentes (Bjorkman,
1982). O epitélio uterino, além destas células
cuboides, apresenta células gigantes
multinucleadas (Derivaust al, 1988).

Podem ser observadas cardnculas livres
de placentacdo nas extremidades dos cornos
uterinos. A reducdo no numero de carinculas
disponiveis para a placentacdo é compensada
pelo aumento de tamanho dos placentomos

existentes (Hradeckst al, 1988).

Nos ruminantes 0s  primeiros
placentomos desenvolvem-se na curvatura
dorsal, no terco médio do corno gestante, onde
também apresentam maior tamanho durante
toda gestacdo. Durante a gestacdo da vaca de 70
a 120 placentomos se desenvolvem e aumentam
diversas vezes seu tamanho original, com
estabilizacdo do crescimento ocorrendo entre
180 a 210 dias da gestacdo (Hradeekyal,
1988; Marques Juniort al, 1993; Hafez,
2004). Segundo Kinget al (1982) os
placentomos crescem aproximadamente cinco
mil vezes, ocorrendo pequena involucio
proxima ao parto. Com o avancar da gestacao, a
medida que as necessidades do feto aumentam

novos placentomos sdo formados nas
extremidades proximal e distal do Utero,
apresentando-se no estadio precoce de

penetracdo dos vilos, mesmo na gestacéo
avancada (Hradeckgt al, 1988).

Segundo Bjorkman (1969), os vilos
coribnicos consistem em mesénquima vascular
revestido por uma camada simples de
trofoblasto, este Ultimo composto de células
cilindricas mononucleadas e células
binucleadas.
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A origem das células binucleadas do
trofoblasto se da através de mitoses dos nucleos
das células uninucleadas, sem citocinese, 0 que
mantém seu numero estavel através de constante
transformacdo de células uninucleadas em
células binucleadas, porém as mesmas sé&o
incapazes de se proliferar (Derivaet al,
1988).

No trofoblasto da placenta de
ruminantes as células binucleadas séo
encontradas desde a implantacdo até o parto. As
células binucleadas correspondem de 15 a 20%
das células do trofoblasto, com
aproximadamente um quinto delas em migracao
através da interface materno-fetal (Wooding,
1983). Na interface materno-fetal as células
binucleadas se fundem as células do epitélio
endometrial, liberando seus granulos
citoplasmaticos, e desta fusdo ocorre
temporariamente a formacdo das células
hibridas com trés nulcleos (Woodirgf al,
1986; Wooding & Beckers, 1987).

As células binucleadas dos ruminantes
guando completamente funcionais apresentam-
se granuladas e com volume citoplasmatico
aumentado e encontram-se préximas a
superficie do epitélio trofoblastico uninuclear,
embora ndo facam parte desta juncdo compacta,
gue é a primeira barreira de migracdo para as
células binucleadas. A segunda barreira é
composta pelo tecido de interdigitacdo com o
epitélio trofoectodérmico, que forma a juncéo
microvilar. Inicialmente este tecido € o epitélio
uterino  materno, mas consideravelmente
modificado, inclui a transformacao para sincicio
durante a implantacdo e desenvolvimento da
placenta (Wooding, 1992). As células
binucleadas secretam lactogénio placentério,
estrégeno, progesterona e prostandides, como
prostaciclinas e prostaglandinas, produtos de
secrecdo que sdo liberados nos capilares
maternos (Reimerset al, 1985; Gross &
Williams, 1988; Landim Janior, 2006). Ainda,
as células binucleadas secretam fatores de
crescimento e de maturacéo fetal ao longo da
gestagdo (Schalafet al, 2000).

Os mecanismos de controle da
migracao e da quantidade de células binucleadas
ainda ndo estdo bem estabelecidos, mas
aparentemente o feto exerce influéncia sobre
esses processos (Woodigigal, 1986).

A maturacao placentaria na
proximidade do parto inicia-se com o
achatamento do epitélio nas cardnculas

maternas, que se intensifica entre trés a cinco
dias antes do parto, e com a diminuicdo das



células binucleadas e das células epiteliais das
carinculas (Santos, 1996). Aparentemente o
feto participa na manutencdo do numero de
células binucleadas e as alteragcdes hormonais
gue ocorrem antes do parto parecem favorecer

2.1.3 Fisiologia da placenta bovina

A funcdo da placenta como barreira
seletiva e via de transporte esta relacionada com
0 numero de camadas de tecido a serem
atravessadas. O tecido conjuntivo materno e o
mesénquima fetal ndo oferecem obstaculos a
difusdo de nutrientes e metabdlitos. O namero
de membranas citoplasmaticas da barreira
placentaria da4 uma indicacdo da sua
permeabilidade; entretanto, estudos
morfolégicos ndo fornecem informacdes
suficientes sobre as funcdes de transporte e de
barreira (Bjorkman, 1982).

O mecanismo de transporte de gases
respiratérios € o de difusdo simples sob o
gradiente de pressdo (Bjorkman, 1982). O
diéxido de carbono (C£p passa livremente da
circulacdo materna para fetal, sendo isso
facilitado por mecanismos fisiolégicos. O
sangue fetal tem menos afinidade pelo, QO
que favorece a difusédo do €@o sangue fetal
para o materno (Hafez, 2004).

O transporte placentario de nutrientes
baseia-se no fluxo da mée para o feto, ou ocorre
devido a diferenca de concentragdo dos
nutrientes ou por mecanismos de transporte
ativo. Muitos nutrientes como glicose,
aminoacidos, eletrolitos e vitaminas, sao
levados por transportadores localizados no
trofoblasto (Hafez, 2004). A membrana
placentaria é permeavel a agua e a eletrdlitos,
enquanto a passagem de imunoglobulinas é
escassa ou nula (Bjorkman, 1982). Segundo
Murai & Yamauchi (1986), a principal rota de
transferéncia de ferro da mae para o feto se da
através do extravasamento de sangue materno e
a subseqliente fagocitose dos eritrocitos pelas
células do trofoblasto.

Dentre os aspectos fisiologicos da
placenta, sua funcdo endo6crina tem sido
largamente estudada. A placenta esta
relacionada a producdo e metabolismo de
gonadotropinas, esterdides e prostaglandinas,
hormbénios envolvidos na manutencdo da
gestacdo, na maturacdo placentaria e no
mecanismo do parto (Steven, 1975; Marques
Janior, 1988).

essa diminuigdo. O decréscimo do nimero de
células das criptas carunculares inicia-se a partir
dos 270 dias de gestacdo (Barreto Filho, 1992).

A placenta da vaca tem a capacidade de
sintetizar pequena quantidade de progesterona, a
partir dos 80 dia de gestacdo (Izhat al,
1992), mas a vaca € corpo liteo dependente para
a gestacdo (Hafez, 2004). A concentracdo
plasmatica de estrogenos aumenta no final da
gestacdo, sendo a principal fonte deste
hormbénio os tecidos fetais da placenta
(Hoffmann, 1983). Por ocasido do parto os
placentomos apresentam concentracdo baixa de
receptores para o estrégeno (Sauervetiral,
1989).

Ao longo da gestacdo, a producdo de
esterdides pela placenta modifica-se e, com a
proximidade do parto, a razéo
estrégeno/progesterona circulante € alterada,
com diminuicdo significativa na concentracdo
de progesterona dois a trés dias antes do parto.
Concomitantemente o estrégeno comega a
elevar-se cerca de trés semanas antes do parto,
atingindo altas concentracfes na semana que
antecede o mesmo (Marques Junior, 1988).

Foram isoladas dos cotilédones
substancias com atividade de hormonio
luteinizante (LH), direcionando para a possivel
existéncia de uma gonadotropina coridnica
bovina (Ailemberg & Shemesh, 1983; Beckers
et al, 1988).

Beckers et al (1980) isolaram e
caracterizaram o lactogénio placentario bovino
(bPL). O bPL ou somatotropina coribnica é o
hormdnio peptideo da gestacdo, atuando tanto
na mae quanto no feto (Hafez, 2004). Ele
apresenta agdo semelhante a dos horménios
hipofisarios  prolactina e hormo6nio do
crescimento, porém com diferengas estruturais.
Sua presenca esclarece sobre o crescimento
praticamente normal de bezerros anencéfalos,
exemplificando a ndo dependéncia exclusiva do
hormdnio do crescimento autégeno de origem
hipofisaria para o crescimento fetal na espécie
bovina (Derivauxet al, 1988).

O bPL é encontrado tanto nos
cotilédones quanto nas carUnculas, sendo a
concentracdo no cotilédone de trés a quatro
vezes maior que na caruncula. A concentracdo
plasmatica do bPL no feto € maior entre a 82 e a
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122 semana de gestacdo (20 a 30ng/ml),
diminuindo  progressivamente até  atingir
concentracbes em torno  de  5ng/ml
imediatamente antes do parto. JA no soro
materno o bPL é detectavel a partir de 26 dias
apos a fertilizacdo, com aumento progressivo de
sua concentracdo chegando a atingir de 1 a 2
ng/ml por ocasidao do parto (Derivawet al,
1988).

Wooding (1987) e Wooding & Beckers
(1987), empregando técnicas
imunocitoquimicas e microscopia eletrénica,
mostraram que o bPL foi encontrado somente
em granulos no aparelho de Golgi das células
binucleadas do trofoblasto, sugerindo que a

2.2 Desenvolvimento e maturacéo da placenta

A placenta sofre mudancas estruturais
durante a gestacéo, que estdo relacionadas com
0 momento do parto e expulsdo da mesma
(Bjorkman, 1954).

Os placentomos adquirem sua forma
exterior definitiva em torno de 80 e 90 dias de
gestacdo, quando se formam pediculos no
endomeétrio, na base do placentomo e o tecido
conjuntivo uterino apresenta-se edemaciado. Na
sequéncia, dos 95 aos 170 dias de gestacdo a
periferia dos placentomos se altera, ocorrendo
diminuicdo da conexdo entre as partes fetal e
materna. Pequenos hematomas sdo formados
pelo extravasamento de sangue materno e areas
de erosdo no epitélio. A reabsorcdo e digestdo
destes hematomas sdo um meio de suprimento
de ferro para o feto (Bjorkman, 1954; Murai &
Yamauchi, 1986; Hradeclst al, 1988; Santos,
1995).

O trofoblasto e o epitélio materno no
placentomo também sofrem altera¢des durante a
gestacdo, sendo que a diminuicdo do nimero de
células do epitélio nas criptas das carinculas
parece estar relacionada com a maturacédo
placentaria (Marques Janior, 1988).

O numero de células epiteliais
maternas nas criptas diminui, em vacas taurinas
(Marques Junior, 1988) e zebuinas (Barreto
Filho, 1992). Progressivamente o epitélio
materno torna-se achatado e eventualmente
desaparece em algumas areas. O numero de
células binucleadas também diminui (Willams
et al, 1987).

A partir dos 270 dias de gestagdo

acentua-se o decréscimo no nimero de células
nas criptas carunculares (Woicke al, 1986;
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exocitose desses granulos seja a via normal de
secrecdo do bPL na circulacdo materna e fetal.

A principal fonte de producdo de
prostaglandinas na placenta sdo as células
uninucleadas das vilosidades coribnicas, a partir
do acido araquiddnico. As células binucleadas
atuam como moduladoras da sintese de
prostaglandinas pelas células uninucleadas, por
serem capazes de converter prostaglandipa F
(PGR,) em prostaglandina E (PGE) (Gross &
Williams, 1986). As células carunculares
maternas realizam o catabolismo da BRGF
sendo essa atividade catabdlica mais intensa no
bovino que em outras espécies (Erwathal,
1989).

Barreto Filho & Marques Junior, 1993). A

medida que o parto se aproxima, os tecidos
conjuntivo materno e fetal dos placentomos
apresentam maior quantidade de colageno,
sinalizando a importancia dessa transformacédo
para liberacdo normal da placenta (Grunert,
1980).

Estudando os aspectos morfol6gicos e
funcionais da maturacdo placentéaria, Woieke
al. (1986) observaram que distdrbios na
maturacdo estéo relacionados com a retengdo de
placenta. Segundo esses autores, vacas com
parto normal apresentam epitélio materno
descontinuo, com intenso achatamento e
diminuicdo do numero de células maternas,
enquanto que em vacas com retencdo de
placenta o epitélio apresenta-se continuo com
células cubdides nas criptas das carunculas,
indicando imaturidade placentaria.

Diversos trabalhos tém mostrado que
animais com parto normal apresentam o nimero
de células epiteliais maternas significativamente
menor do que aqueles que retém a placenta
(Grunertet al, 1976; Grunert, 1980; Marques
Junior, 1988; Barreto Filho, 1992; Barreto Filho
& Marques Junior, 1993; Santos, 1995).

Aparentemente, a maturacdo e
liberacdo da placenta estao relacionadas também
com o decréscimo das células binucleadas
(Margolis et al, 1983; Williamset al, 1987).

As células binucleadas tém papel importante no
mecanismo de separagdo das membranas fetais
durante o parto (Grosst al, 1991; Woding,
1992). No final da gestacdo e no periparto
imediato o namero de células binucleadas esta
reduzido (Wooding, 1983; Williamset al,
1987).



As células binucleadas séo capazes de
uma producdo consideravel de progesterona e
pregnenolona (Reimert al, 1985; Ullman &
Reimers, 1989). Evans & Wagner (1981)
observaram que o tecido dos vilos fetais é capaz
de converter os precursores pregnenolona e
androstenediona em estrogénios. No final da
gestacdo e imediatamente antes do parto as

2.3 Anexos extra-embrionarios

O embrido bovino atinge o estadio de
blastocisto sete a oito dias apds a fertilizacao.
Sua parede, até este estadio, € constituida por
um epitélio uni-laminar, o trofoblasto, que
constituird a camada externa da placenta. O
trofoblasto, juntamente com o mesoderma do
embrido forma o cério. O alantide se
desenvolve a partir da parte terminal do
intestino do embrido e funde-se com o corio
formando a membrana corioalantéide. O amnio,
gue deriva do ectoderma embrionario, circunda
o feto e tem a funcdo de protecéo e sustentagéo
(Steven, 1975).

Nos animais domésticos, 0 estagio
inicial do desenvolvimento placentario e o
crescimento do embrido se devem ao histotrofo,
secretado pelas glandulas endometriais
(Schlafleret al, 2000). Embora a contribui¢cdo
nutricional do histotrofo diminua relativamente
com o desenvolvimento dos placentomos, este
pode ter importancia durante toda a gestagéo
(Hradecky et al 1988a). O suprimento
adequado de oxigénio e nutrientes para o
desenvolvimento fetal se d& devido ao
estabelecimento do contato entre as membranas
embriondrias e o endométrio, caracterizando a
implantacdo que se da por aposicdo e rica
vascularizacdo (Dantzer, 1993).

2.4 Liquidos extra-embrionarios

A origem dos liquidos extra-
embrionarios € complexa, podendo ter pelo
menos quatro locais onde a absorcdo e a
secrecdo podem ocorrer: nos  sistemas
respiratério, urinario e digestivo e na epiderme
do feto. O liquido amniético também pode ser
influenciado pelas secrecdes salivares, da
mucosa bucal, da traquéia e do intercambio
dindmico entre 0s compartimentos materno,
fetal e do liquido amniético entre méde e feto
(Hafez, 2004).

células binucleadas sintetizam progesterona a
partir da pregnenolona. Imediatamente antes do
parto ha uma diminuicdo na sintese de
progesterona e aumento na sintese de
estrogénios (Gross & Williams, 1988b). Esses
achados confirmam o papel enddcrino das
células binucleadas no processo do parto e
separacdo das membranas fetais (kteal,
1986; Wooding, 1992; Wangst al, 1992).

Na vaca, o amnio é formado por volta
de 13 a 16 dias ap6s a concepcdo. E uma
vesicula ectodérmica, derivada do folheto
externo do corion ou das células internas do
blastocisto. Assemelha-se a um saco duplo que
envolve o feto, exceto no anel umbilical, e
contém o liquido aminiético que envolve o feto,
proporcionando uma protecdo mecénica ao
mesmo, além de prevenir a aderéncia entre o
feto e a placenta, evitando mas formagdes fetais.
A parede interna do saco duplo é denominada o
verdadeiro amnio, enquanto a parede externa € o
falso amnio. No estagio final do
desenvolvimento fetal o &mnio é uma
membrana transparente, resistente e flexivel
(Roberts, 1986).

O alantdide é formado entre a segunda
e terceira semana de gestacdo. Sua camada
externa € ricamente vascularizada, conectada a
aorta do feto pelas artérias umbilicais e ao
figado e veia cava superior pela veia umbilical.
O alantoide cresce entre o verdadeiro e o falso
amnio, e sua camada externa se funde com o
falso &amnio, formando o cérionalantéide. A
camada interna, desprovida de vascularizagéo,
encontra-se ao longo do &mnio e forma a parte
alantoidiana do corddo umbilical. O alantoide
esta completamente formado por volta de 24 a
28 dias ap6s a concepcdo (Roberts, 1986;
Arthur et al, 1996).

O liquido amniético pode ser
caracterizado fisicamente como claro, incolor e
mucéide. A quantidade encontrada no final da
gestacdo da vaca varia, em média, de 5000 a
6000 ml. O liquido amnidtico origina—se do
epitélio amnidtico inicialmente e, também, da
urina fetal no terco final da gestacdo. Com o
avancar da gestacdo o volume do liquido
amnidtico se mantém quase que constante,
porém mais viscoso, sendo regulado
parcialmente pela degluticdo fetal. Além de
proteger o feto ao longo da gestacgédo, o liquido
amniético também tem a fungéo de auxiliar no
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momento do parto, lubrificando o canal de
parto, o que facilita a passagem do feto pelo
mesmo com minimo de traumatismo tecidual,
além de manter a paténcia das vias aéreas do
feto (Arthur,et al, 1996).

O liquido alantoidiano é formado de
secrecBes e metabdlitos provenientes dos rins do
feto, urina hipotbnica, e mantém a pressédo
osmoética do plasma fetal, evitando a perda de
liqguidos pela circulagdo materna. Ele se
caracteriza por ser aquoso e de cor ambar, com
composicao citoloégica e bioquimica complexa,
contendo, por exemplo, albumina, frutose e
uréia. Ao longo da gestacdo o liquido
alantoidiano aumenta, chegando a um volume
médio de 9500 ml ao final da mesma. O volume
do liquido alantéide é relativamente maior que o
do amnidtico durante toda a gestacdo da vaca
(Roberts, 1986; Arthuret al, 1996; Hafez,
2004).

A andlise hormonal do liquido
amniético tem sido utilizada para identificacédo
do sexo fetal, juntamente com o cariétipo. No
terco médio da gestacdo os hormdnios
testosterona e horménio foliculo estimulante
foram utilizados para diagndstico do sexo fetal
por Donival & Duvive (1980). A concentracdo
de progesterona , dosada nos liquidos amniético
e alantoidiano, mostrou aumento progressivo
durante a gestagdo até o parto, 0 mesmo nao
ocorrendo com a concentracdo da mesma na
circulacdo materna e no corddo umbilical,
quando a concentracdo diminuiu a partir de duas
semanas antes do parto, sugerindo que ela pode
ter origem em diferentes fontes. Estu@ositro
com as membranas corioalantoide e amnio de
ovelhas sugerem que estas tém a capacidade de
converter 3H-pregnenolona em progesterona
(Poweret al, 1982). No terco final da gestacéo
a composicdo dos liquidos amnidtico e
alantoidiano difere substancialmente um do
outro, da urina fetal e do plasma materno e fetal.
A concentragdo hormonal pode afetar sua
composicao ou volume, sendo o hidroalantéide
mais comum que o hidroAmnio (Wintoetr al,
1986).

Os esterbéides progesterona, 17-alfa-
hidroxiprogesterona, 17-beta-estradiol,
testosterona, androstenediona, cortisol e sulfato
de dihidroepiandrosterona foram dosados no
celoma, liquido amnidtico e no soro materno de
doze mulheres entre oito e doze semanas de
gestacdo. No liquido celomatico encontrou-se
maior concentragdo relativa de progesterona,
17-beta-estradiol e 17-alfa-hidrixiprogesterona
sugerindo a sintese desses esterdides no local. Ja
o liquido amniético possui baixas concentracdes
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de esteroides, exceto a progesterona, comparado
com o celoma e o soro materno. A difusdo de
esterbides através do amnio parece ser limitada,
sugerindo ser um mecanismo de protecao fetal
de atividades biologicas da méae (Atkinsen,

al., 1996).

O acimulo excessivo de liquido na
cavidade amniética e na alantoidiana € uma
patologia pouco frequente na gestacdo do
bovino. O hidroamnio € normalmente associado
com malformacdo fetal, enquanto o
hidroalantéide é associado com patologias
uterinas (Nascimento & Santos, 1997).

Com o advento de novas tecnologias,
como transferéncia de embribes (TE),
fertilizacdo in vitro (FIV) e clonagem, as
patologias como acumulagdo anormal de
liquidos fetais tém sua ocorréncia aumentada.
Vacas gestantes de fetos provenientes de
transferéncia nuclear para células somaticas
(TN) mostram incidéncia de acumulagéo
anormal de liquidos fetais, principalmente
hidroalantéide, com aumento da mortalidade
fetal no terco médio da gestacao (@i al,
2005). Fetos provenientes de vacas gestantes
por TN apresentam alta incidéncia da sindrome
do feto grande, hidroalantéide e
placentomegalia no terco final da gestacdo. A
sindrome do feto grande parece estar
relacionada com alteragBes na expressdo de
fatores placentéarios essenciais no
desenvolvimento normal do feto. Achados
macroscopicos sugerem que 0 crescimento
anormal placentario precede o0 crescimento
anormal fetal. Varios exemplos de deficiéncia
placentaria foram observados, sugerindo que
algumas anormalidades fetais observadas em
fetos TN, como coracdo grande, cordao
umbilical aumentado e ascite, sdo conseqiiéncia
de disfungédo placentéaria (Constahal, 2006).

Falhas nas gestacbes TN poderiam
estar associadas a um desenvolvimento
insuficiente ou anormal da placenta, um retardo
na placentacio e ou um atraso no
desenvolvimento do trofoblasto nos estadios
iniciais da placentacdo, sugerindo que proteinas
especificas, incluindo bPL, glicoproteina
associada a gestacdo e a heparinase, séo
importantes para se encontrar explicacbes para
as aberracBes na placentacdo e gestacbes TN
(Hashizumeet al, 2002).

Evidéncias da expresséo de aquaporina
nas membranas fetais humanas foram
encontradas em estudos realizados com cultura
in vtiro de células amnidticas, sendo a
aquaporina permeavel a agua, uréia e glicerol,



podendo estar envolvida no processo de
homeostase do liquido amniético (Waeigal,
2006). Nas gestacBes com polihidroamnio a
expressdo de aquaporina 1 estd aumentada,
sugerindo que alteracBes na expressdo da
mesma podem estar associadas a esta patologia
(Mannet al,, 2006).

Através de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa com

2.4.1 Citologia dos liquidos extra-embrionarios

Os liquidos amnidtico e alantoidiano
tém constituintes metabdlicos, eletrdlitos,
enzimas, hormonios, células e outras estruturas.
Nos ruminantes a parede interna do amnio,
principalmente as préximas ao umbigo,
apresentam elevacgdes circulares ricas em
glicogénio, que sdo as placas amniéticas que
desaparecem no final da gestacao (Hafez, 2004).

As células do liquido amniético e
alantoidiano foram estudadas com o objetivo de
diagnosticar o sexo fetal, com a avaliacdo dos
mesmos revelando que a maioria de suas células
€ de origem fetal (Bongso & Basrur, 1977).

A determinacdo da maturidade fetal
através da citologia do liquido amnidtico se da
pela variacdo morfolégica ou pela sua
caracteristica tintorial (Cuntet al, 1978).

Moya et al (2006) usaram o método de
coloragdo Hematoxilina-Shorr para avaliar a
citologia do liquido amniético e determinaram o
grau de maturidade das células epidérmicas
fetais a partir da classificacdo de quatro tipos
celulares: Células intermediarias pequenas e
grandes, e células superficiais nucleadas e
anucleadas.

Na mulher, a presenca das células
basofilas malpigianas, em maior concentragao
no periodo de 20 a 44 semanas de gestacao,
sugerem ser o feto do sexo feminino (Toulouse
et al, 1975). A contagem de células escamosas
cianofilicas no liquido amniético, no terco final
da gestacao de 48 mulheres, foi utilizada para
diagnostico do sexo fetal (Hudson, 1975). No
bovino, pelo método Papanicolaou, a contagem
de células ciandfilicasas no liquido amniético e
alantoidiano foi utilizada para diferenciacéo
sexual do feto, em varios estagios gestacionais.
Outras células, eosinofilicas e oranginofilicas,
também foram identificadas, porém sem
aparente importancia na identificacdo sexual
(Bongsoet al, 1978).

dissorcéo/ionizacdo induzida por laser, foram
identificadas 35 proteinas no liquido amniético
humano, sendo as proteinas calgranulin A e B

encontradas nas gestantes infectadas por
Ureaplasma urealyticum o0 mesmo néao
ocorrendo nas gestantes sem infeccdo,

indicando que possam existir marcadores em
potencial para detectar infeccbes intra-uterinas
(Parket al, 2006).

Bongso & Basrur (1975) descreveram
gue a caracteristica morfolégica das células do
liqguido amnidtico ndo esta correlacionada com o
estagio gestacional, porém o nimero de células
do liquido amnidtico tem correlacédo direta com
a fase da gestacao.

Através de esfregacos da membrana
corioalantdide foram encontradas células
cianofilicas similares as do liquido alantoidiano.
Células de origem fetal, como da pele e mucosa
bucal, tém similaridade com as células
eosinofilicas grandes, cianofilicas e
orangeofilicas nucleadas e anucleadas. Os
esfregacos do cordao umbilical consistem em
sua maioria de células orangeofilicas
retangulares nucleadas similares as encontradas
no liquido amniotico (Bongso & Basrur, 1977)
(Anexo IX).

O liquido alantoidiano possui apenas
células originadas da membrana corioalantéide.
As células presentes no liquido alantide tém
pouca atividade mitdtica comparada com as
células do liquido amniético, sendo as células
cianofilicas menores, que se originam na
membrana amniética, as que tém maior
atividade. Estas células e a maioria das células
nucleadas encontradas no liquido amniotico
podem ser utilizadas para identificacdo do sexo
fetal e para estudos citogenéticos do feto
bovino, devido a sua origem fetal (Bongso &
Basrur, 1977).

Elevadas concentracdes de
eritropoetina no liquido amnidtico, segundo
Busheret al (1996), indicam uma hipoxianemia
prolongada. Foi avaliada, pelo método de
Dokumov, a presenca de cromatina nas células
para determinacdo do sexo fetal, sendo que a
presenca das mesmas indicou ser o feto do sexo
feminino em 92,31% dos casos (Marirgtval,
1991).

Quantidade significativa de célula livre
de DNA foi detectada no liquido amniotico
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(Zhonget al, 2006). Miuraet al (2006) sugere
gue o DNA livre no liquido amniético pode ser

2.5 Histologia do placentomo

O desenvolvimento dos placentomos da
vaca € dependente da idade gestacional e da sua
posicdo no corno uterino gestante. Os
placentomos da regido medial do Utero
apresentam maior desenvolvimento em relacdo
aos proximais e distais, a partir de 150 dias da
gestacgédo (Barreto Filho, 1992).

Na vaca, a fusdo da serosa do
ectoderma com o epitélio uterino inicia-se
aproximadamente aos dezoito dias de gestacéo.
As células epiteliais tornam-se vacuoladas e séo
progressivamente  destruidas nas  areas
caruncular e intercaruncular, até que a serosa
esteja em contato com o estrato exterior de
células da camada compacta que forma um
estrato cuboidal de células de conexdo. Essas
células persistem no placentomo, enquanto nas
areas intercarunculares um novo epitélio se
origina a partir das glandulas uterinas e o
contato fetal é perdido. Erosdo secundaria pode
ocorrer durante a formacdo de placentomos
acessorios (Marion & Gier, 1959).

A formacdo das criptas e penetragcédo
dos vilos sdo processos quase simultdneos. Em
algumas carlnculas a penetragdo dos vilos é
retardada em certas areas, indicando que ambos
0S processos podem apresentar mecanismos
regulatérios comuns, mas ndo necessariamente
dependentes (Hradecky al, 1988).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Neste experimento foram utilizados
trinta Uteros gestantes, obtidos em matadouros,
de vacas mesticas abatidas com idades
gestacionais diferentes e classificadas em trés
grupos de acordo com o terco gestacional, sendo

3.2 Local e data

A realizacdo da coleta foi em
frigorifico da Regido Metropolitana de Belo
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usado para diagnosticar anormalidades fetais,
tais como trissomias e monossomias.

O ndmero de células maternas do
placentomo, nas trés regides do corno uterino
gestante, apresenta tendéncia a diminuir ao
longo da gestacdo. Entre as idades de 90-120 e
120-150 dias, e entre as idades de 180-210 e
210-240 dias de gestacdo, o numero de células
dos placentomos proximais e mediais decresceu.
Nos placentomos da regido distal, o namero
médio de células diminuiu as idades de 90-120 e
120-150 dias. Novos decréscimos significativos
sdo observados entre as idades de 150-180 e
210-240 dias, assim como entre 210-240 e 240-
270 dias de gestacédo (Barreto Filho, 1992).

A atividade angiogénica da placenta
bovina, no terco médio da gestacdo, esta
associada primeiro a area materna do
placentomo, a carldncula, que aparentemente
direciona o crescimento da micro vascularizacao
placentaria (Reynoldst al, 1987).

O trofoblasto e o epitélio materno, no
placentomo da vaca, parecem sofrer alteracdes
ao longo da gestacdo. Uma importante alteracéo
morfolégica do placentomo, aparentemente
relacionada com a maturacdo placentaria, € a
diminuicdo das células do epitélio nas criptas
das cartinculas (Marques Junior, 1988).

dez animais em cada grupo, constituindo o
Grupo 1 (G1) no terco inicial (0 a 90 dias), o
Grupo 2 (G2) no ter¢co médio (90 a 180 dias) e o
Grupo 3 (G3) no terco final (180 a 280 dias) de
gestacao.

Horizonte, Estado de Minas Gerais, no periodo
de maio a julho de 2007.



3.3 Coleta do material

As genitalias eram retiradas dos
animais imediatamente apds o abate e mantidas
refrigeradas em caixa térmica e levadas no
menor tempo possivel para o Setor de
Reproducdo do Departamento de Clinica e
Cirurgia da Escola de Veterinaria da UFMG,
onde eram avaliadas e realizadas as coletas das
amostras.

De cada espécime foram coletados 20
ml de liquido alantoidiano, com seringa e
agulha, dos quais foram retiradas trés aliquotas
colocados em tubos eppendorf esterilizados e
identificados, com o cuidado de manter a
placenta e anexos embrionarios intactos. Em
seguida, depois de identificado o &amnio,
também foram coletados 20 ml do liquido
amnidtico, com seringa e agulha, dos quais
foram retiradas trés aliquotas colocados em
tubos eppendorf estéreis e identificados. O

liqguido coletado era mantido nas seringas em
caixa de isopor com gelo reciclavel até o final
da coleta do restante do material, quando entdo
se fazia a preparacdo das aliquotas e dos
esfregacos para avaliacdo da celularidade dos
mesmos (Anexo I).

O placentomo era retidado da regido
medial da curvatura maior do Utero e colocado
integro em recipiente contendo formol a 10%.
ApOs todo o processamento inicial do material,
num tempo aproximado de duas horas, o
placentomo era seccionado transversalmente em
trés partes (Fig. 1) e trocado o formol. Os
placentomos do terco inicial da gestacdo nao
foram seccionados devido ao seu menor
tamanho e fragilidade, tendo somente o formol
trocado. Os placentomos ficaram estocados em
formol a 10% até o inicio do seu processamento
histologico (Anexo I1).

27



3.4 Célculo Gestacional

Para a exposicdo total do feto era
realizada uma incisdo longitudinal na curvatura
maior do corno uterino gestante até a seccao do
corddo umbilical. O feto era colocado em
decubito lateral com sua linha dorsal em posicéo
retilinea para o registro do comprimento apico-
caudal (cabeca-base da cauda) e determinagéo
da idade gestacional (Fig. 2), segundo

3.5 Citologia dos liquidos extra-embrionarios

Em tempo maximo de 30 minutos apos
a coleta, 10 ml dos liquidos amnidtico e
alantoidiano, sem coagulante, eram
centrifugados (Centrifuga Excelsa Baby modelo
206/1) por 10 minutos com Forca Centrifuga
Relativa (FCR) de 200g. Dos sedimentos de
cada aliquota eram realizados os esfregacos
(trés réplicas de cada liquido, de cada animal)
gue eram corados pelo método Pandtico Rapido,

3.6 Histologia do Placentomo

O processamento do material para
histologia foi realizado no laboratério de
Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da UFMG (ICB).

Os fragmentos obtidos de cada placentomo
foram desidratados através de passagens

Richardson (1989), utilizando-se a seguinte
formula:

X =25 (Y +21)

Onde:
X é a variavel idade gestacional (dias)
Y é o comprimento apico-caudal (cm)

para contagem e avaliacdo da citologia. Foram
contados 40 campos aleatdrios por lamina.

Na avaliacdo citologica foram
consideradas as seguintes caracteristicas
celulares: células Eosinofilicas nucleadas e
anucleadas, células Cianofilicas nucleadas e
anucleadas e células Orangeofilicas.

sucessivas em solucdes de alcool etilico em e
concentracdes crescentes, diafanizados em xilol
e incluidos em parafina (Luna, 1968). Trés
cortes de cada fragmento, com 5um de
espessura, foram montados em I&amina de vidro
e corados pela Hematoxilina-Eosina para
avaliagdo em microscopia optica (Anexo lI).

3.6.1Quantificacdo das células maternas do placentonos tercos Inicial, Médio e Final da gestacéo

da vaca

A quantificacdo das células maternas
do placentomo foi realizada em nove animais no
terco inicial, oito animais no tergco médio e nove
animais no terco final da gestacdo em laminas
coradas pela Hematoxilina-Eosina.

A contagem das células maternas foi
realizada através da microscopia Optica com
aumento de 400x, utilizando-se uma ocular
micrométrica de 100 divisGes. Foram utilizadas
30 divisbes do micrometro que, alinhadas
paralelamente as células maternas, delimitaram
a extensao do campo em que foram contadas as
células, segundo a metodologia empregada por
Marques Janior (1988). Foram contadas as
células maternas na extensdo delimitada pelas
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30 divisbes do micrébmetro, em 20 campos
microscopicos aleatdrios (Anexo V).

O numero de campos microscopicos a
serem examinados foi determinado para se obter
o intervalo de confianca de 95%, segundo a
seguinte formula (Snedecor & Cochran, 1994):

n=4s

12

Onde:

n = nimero de repeticdes

s = desvio padréo

| = limite (intervalo de confianca a 95% de
probabilidade)



3.6.2 Determinacédo da proporcéo volumetria dos camgntes estruturais do placentomo nos tercos

inicial, médio e final da gestacdo da vaca

Foram utilizadas oito I[Aminas de cada
terco gestacional, coradas pela Hematoxilina-
Eosina, para determinacdo da proporcao
volumétrica dos componentes estruturais do
placentomo.

Os componentes estruturais do
placentomo quantificados foram:Células
maternas, fetais, binucleadas, gigantes

(multinucleadas), vasos, tecido conjuntivo fetal
e tecido conjuntivo materno

Proporcédo Volumétrica =

Utilizou-se microscépio Optico
(aumento 400x) com uma ocular integradora
tendo um reticulo de cinco linhas horizontais e
25 pontos equidistantes (ocular integradora
Zeiss KLP 10x). Aleatoriamente a grade da
ocular integradora contendo 25 pontos (Fig. 3,
Anexo 1V) foi sobreposta a 80 campos
microscopicos totalizando 2000 pontos por
[amina. O numero de vezes que determinada
estrutura atingiu os pontos foi utilizado para
calcular a propor¢cdo volumétrica desta
estrutura, segundo a seguinte férmula (Shatpe
al. 1989):

Pontos por parametrax 100

Para obtencdo de um intervalo de
confianca de 95%, o nimero de campos a ser
analisado em cada lamina foi determinado com
variagcao de 40% do valor médio da proporgéo

L=2yp(1-p)
n

Onde p = proporcéo
n = namero de pontos

Total de pontos colus

de um componente estrutural cuja proporgdo
correspondesse a aproximadamente 0,15. Esta
estimativa foi feita através da seguinte férmula
(Snedecor & Cochran, 1994):

L = limite (intervalo de confianca a 954¢ probabilidade)

Quando algum ponto da ocular
integradora incidia sobre artefato de técnica e
sobre as areas de retragao entre o tecido materno

3.7 Andlise Estatistica

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. As diferencas entre as
médias foram analisadas estatisticamente
utilizando-se o teste t-Student com andlise de
variéncia simples.

e o fetal, este foi computado para avaliacdo da
qualidade das laminas, porém descartados para
o calculo das proporgdes volumétricas.

O nivel de significAncia utilizado nos
testes estatisticos foi de 5% (0,05) (Sampaio,
2002).
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1 2 3
Cortes do Placentomo

Figura 1. Esquema representativo dos
cortes do placentomo da vaca para
processamento histolégico.

Terco Gestacional Idade Gestacional Comprimento
(dias) apico-caudal (cm)
Inicial - G1 52,5 - 93 0-16,2
Médio — G2 93-186 16,2-53,4
Final — G3 186 - 280 53,4-91,0

Figura 2: Representacdo do calculo gestacional petimprimento &pico-
caudal, em cm, e os dias de gestagdo, separados feEicos inicial, médio e
final da gestacdo da vaca.
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Figura 3: Representacdo da
disposicdo dos pontos na ocular
integradora. Estes pontos séo
sobrepostos ao corte histoldgico
para determinacdo da proporcéo
volumétrica dos componentes
estruturais.



4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo macroscopica dos liquidos extra-emlumnarios

No terco inicial da gestacdo (G1l) a
média do tamanho dos conceptos foi de 13,5cm
de comprimento apico-caudal, o que
corresponde a aproximadamente 86,25 dias de
gestacdo. No terco médio (G2) a média do
tamanho dos conceptos foi de 29,25cm de
comprimento apico-caudal, o que corresponde a
aproximadamente 125,62 dias de gestacdo. No
terco final (G3) a média do tamanho dos
conceptos foi de 63,77cm de comprimento
apico-caudal, correspondendo a
aproximadamente 211,92 dias de gestacéo.

4.2 Citologia dos liquidos extra-embrionarios

O liquido alantoidiano mostrou-se
praticamente ausente de células ou com a
celularidade muito baixa e presenca de raras
hemécias. Todas as laminas foram analisadas,
porém, em funcéo da baixa celularidade, ndo foi
feita contagem celular nas mesmas.

No liquido amniético a média do
namero de células totais (Cel Totais) no G1 foi
16,384,17, no G2 94,1H5,15 e no G3
125,1#52,45 (Tab. 1, Graficos 1, 2 e 3). Houve
diferenca significativa entre G1 e G2 e entre G1
e G3 (P < 0,05), porém nao houve diferenca
entre G2 e G3 (P > 0,05).

A média do numero de células
eosinofilicas nucleadas (Eosin CN) do liquido
amniético no G1 foi 7,266,47, no G2
25,6311,20 e G3 48,#23,71 (Tab. 1,
Gréficos 1, 2 e 3). Houve diferenca entre G1 e
G2, entre G1 e G3 e entre G2 e G3 (P < 0,05)

A média do nudmero de células
eosinofilicas anucleadas (Eosin SN) do liquido
amniético no G1 foi 3,184,09, no G2
8,25t8,66 e no G3 8,688,69 (Tab. 1, Graficos

O liquido amnidtico apresentou-se
claro e incolor no Gl1, G2 e G3, com
consisténcia mucéide, com sua viscosidade
aumentando proporcionalmente ao aumento dos
dias de gestacéo.

O liquido alantoidiano apresentou
coloracdo ambar no G1, G2 e G3, tornando-se
mais escura no G3, com consisténcia aquosa nos
trés tercos da gestacao.

1, 2 e 3). N&o houve diferenca entre os grupos
(P > 0,05).

A média do numero de células
Cianofilicas nucleadas (Cianof CN) do liquido
amniético no G1 foi 1,18.,55, no G2
43,5¢0,57e no G3 32,#16,06 (Tab. 1,
Graficos. 1, 2 e 3). Houve diferenca
significativa entre G1 e G2 e entre G1 e G3 (P <
0,05), mas ndo houve diferenca entre G2 e G3
(P > 0,05).

A média do numero de células
Cianofilicas anucleadas (Cianof SN) do liquido
amniético no G1 foi 1,001,07, no G2
11,3810,23 e no G3 31,7222,48 (Tab. 1,
(Graficos 1, 2 e 3). Houve diferenga
significativa entre G1 e G2, entre G1 e G3 e
entre G2 e G3 (P < 0,05).

A média do numero de células
Orangedfilicas (Orangeof) do liquido amniético
no G1 foi 4,2%3,49, no G2 5,384,27 e no G3
2,22+6,67 (Tab. 1, Graficos 1, 2 e 3). Nao
houve diferenca entre os grupos (P > 0,05).

Tabela 1: Média do numero de células totais, edflinas com e sem nucleo, cianofilicas com e seofenle
orangeofilicas, do liquido amnidtico dos tercosciai (G1), médio (G2) e final (G3) da gestacdo dwa

G Cel Totais EosinCN EosinSN CianofCN CianofSN Orangeof
1 16,38 £ 4,17a 7,25 £ 5,47a 3,13 £ 4,09a 1,13 £ 1,55a 1,00 £ 1,07a 4,25 + 3,49a
2 94,13 £55,15b 25,63 £ 11,20b 8,25+ 8,66a 43,50 £ 57,14b 11,38 £ 10,23b 5,38 * 4,27a
3 1251 +5245b 48,78+ 23,71c 8,67 +8,69a 32,11 +16,06b 31,78 +22,48c 2,22 +6,67a

39 etras desiguais, na mesma coluna, indicam difererstatisticamente significativa (P < 0,05).
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Citologia do liquido aminidtico
20,00
O Cel totais
15,00 | EFosinCN
0O EosinSN
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0O GanofON
5,00 B GanofSN
O Orangiof
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Terco Inicial de Gestacdo

Grafico 1: Numero de células totais, eosinifilicaam e sem nucleo,
cionofilicas com e sem nucleo e orangeofilicassemées no liquido
amniodtico no terco inicial da gestagdo da vaca.

Citologia do liquido aminiético

100,00
@ Cel Totais
80,00
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Gréfico 2: Namero de células totais, eosinifilicasm e sem nucleo,
cionofilicas com e sem nucleo e orangeofilicassgmées no liquido
amniético no terco médio da gestacao da vaca.

Citologia do liquido aminiotico

140,00
120,00 o Cel totais
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Grafico 3: Numero de células totais, eosinifilicesm e sem nucleo,
cionofilicas com e sem nucleo e orangeofilicassemées no liquido
amniético no terco final da gestacao da vaca.



4.3 Quantificacao de células maternas nos placentom

A média do numero de células

diferenca estatisticamente significativa entre o

maternas do placentomo no G1 foi de Gl e G2 (P > 0,05). Porém, houve diferenca

230,56:12,82, no G2 204,6837,66 e no G3

179,1%18,28 (Tab. 2, Graf. 4). Ndo houve entre (P <
Tabela 2: Quantificacdo das células maternas do
placentomo da vaca nos tercos inicial (G1), mé@@)(e
final (G3) da gestacéo.
G Células Maternas
1 230,56+12,82%
2 204,63+17,66%
3 179,11+18,28"
) etras desiguais indicam diferenca estatisticamente
significativa (P < 0,05).
Células Maternas
250,00
200,00 -
c 150,00 O Inicial
S | Médio
Z 100,00 .
O Final
50,00
0,00
Tergo de Gestacao

Grafico 4: Numero de células maternas do placentdmeaca nos tergos inicial (G1)
médio (G2) e final (G3) da gestacgéo.

4.4 Proporgédo volumétrica dos componentes estrutuido placentomo
4.4.1 Proporcédo volumétrica das células maternapldoentomo

A proporcdo volumétrica das células
maternas do placentomo no G1 foi G2®3,

no G2 0,2%0,03 e no G3 0,H8),07. Nao houve 7).
diferenca estatisticamente significativa entre G1
e G2 (P > 0,05), porém houve diferenca

estatisticamente significativa entre 0 G1 e G3 e

0,05

significativa quando comparados G1 com G3 e
G2 com G3 (P < 0,05) (Tab. 3 Gréaficos: 5, 6 e
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Tabela 3: Proporgdes volumétricas das células nmeterdo
placentomo da vaca dos tercos inicial (G1), méd@@)(e
final (G3) da gestacéo.

G Células Maternas
1 0,28 + 0,03
2 0,27 + 0,03
3 0,16 + 0,07

| otras diferentes numa mesma linha indicam difexenc
estatisticamente significativa (P< 0,05).

4.4.2Proporgédo volumétrica das células fetais do plaganb

A proporcao volumétrica das células estatisticamente significativa entre os trés tercos
fetais do G1 foi 0,280,04, no G2 0,240,04 e gestacionais (G1, G2 e G3) (P> 0,05) (Tab. 4,
no G3 0,220,07. Nao houve diferenca Graficos: 5,6 e 7).

Tabela 4: Proporgdes volumétricas das célulasisetin
placentomo da vaca dos tercos inicial (G1), mé@@)(e
final (G3) da gestacéo.

G Células Fetais

1 0,27 £ 0,04

2 0,24 + 0,02

3 0,29 + 0,07
(P > 0,05).

4.4.3 Proporcao volumétrica das células binucleadio placentomo

A proporcdo volumétrica das células diferenca estatisticamente significativa entre os

binucleadas no G1 foi 0,86,02, no G2 trés tercos gestaqionais (G1, G2 e G3) (P >
0,04:0,01 e no G3 0,08,02. Ndo houve 0,05) (Tab. 5, Gréficos: 5, 6 e 7).

Tabela 5: Proporcdes volumétricas das células heatas
do placentomo da vaca dos tercos inicial (G1), mé@2)
e final (G3) da gestacao.

G Células Binucleadas
1 0,06 + 0,02
2 0,04 + 0,01
3 0,05+ 0,02
(P > 0,05).

4.4.4 Proporcédo volumétrica das células gigantesplimcentomo

A proporcdo volumétrica das células diferenca estatisticamente significativa entre os

gigantes do G1 foi 0,@®,01, no G2 foi trés tercos gestaqionais (G1, G2 e G3) (P >
0,06t0,07 e no G3 foi 0,08,01. Ndo houve 0,05) (Tab. 6, Graficos: 5, 6 e 7).
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Tabela 6: Propor¢des volumétricas das células gigamio
placentomo da vaca dos tercos inicial (G1), média)(e
final (G3) da gestacéo.

G Células Gigantes

1 0,03 +0,01

2 0,06 + 0,07

3 0,03 + 0,01
3a(p > 0,05).

4.4.5 Proporcao volumétrica dos vasos do placentomo

A proporcao volumétrica dos vasos do estatisticamente significativa entre os trés tercos
G1 foi 0,020,01, no G2 foi 0,0£0,01 e no G3 gestacionais (G1, G2 e G3) (P > 0,05) (Tab. 7,
foi 0,01+0,01. N&o houve diferenca Graficos: 5,6 e 7).

Tabela 7: Proporgdes volumétricas dos vasos do
placentomo da vaca dos tercos inicial (G1), mé@@)(e
final (G3) da gestacéo.

G Vasos

1 0,02 £ 0,01

2 0,02 £ 0,01

3 0,01 +0,01
(P > 0,05).

4.4.6 Proporc¢édo volumétrica do tecido conjuntivddedo placentomo

A proporcdo volumétrica do tecido significativa entre G1 e G2 e entre G1 e G3 (P <
conjuntivo fetal (Conj Fetal) do placentomo no 0,05). Porém, ndo houve diferenca
G1 foi de 0,02+ 0,01, no G2 foi de 0,04 0,01 estatisticamente significativa entre G2 e G3 (P >

e no G3 foi de 0,08 0,02. Houve diferenca 0,05) (Tab. 8 Graf. 5, 6 e 7).
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Tabela 8: Proporgdo volumétrica do tecido conjuatfetal
do placentomo da vaca dos tercos inicial (G1), mé@i2)
e final (G3) da gestacao.

G Conjuntivo Fetal
1 0,02 + 0,01
2 0,04 + 0,01
3 0,05 + 0,02

) etras desiguais indicam diferenca estatisticamente
significativa (P< 0,05).

4.4.7 Proporcao volumétrica do tecido conjuntivo temo do placentomo

A proporcdo volumétrica do tecido entre G2 e G3 (P < 0,05). Porém, ndo houve
conjuntivo materno do placentomo no G1 foi diferenca significativa entre G1 e G2 (P > 0,05)
0,19+0,03, no G2 0,240,04 e no G3 0,28,05. (Tab. 9 Gréficos: 5, 6 e 7).

Houve diferenca significativa entre G1 e G3 e

Tabela 9: Proporcdo volumétrica do tecido conjuativ
materno do placentomo da vaca dos tercos inicial)(G
médio (G2) e final (G3) da gestacéao.

G Conjuntivo Materno
1 0,19 + 0,08
2 0,21 + 0,04
3 0,28 + 0,08

) etras desiguais indicam diferenca estatisticamente
significativa (P< 0,05).

4.4.8 Artefatos das laminas da proporgéo volumédrao placentomo

No G2 houve o artefatos comparado com
maior namero de o G3, sendo igual ao G1.

Tabela 10: Artefatos das laminas da proporcéo vdtrioa
do placentomo da vaca dos tercos inicial (G1), mé@2)
e final (G3) da gestacao.

G Artefato

1 0,15+0,03"
2 0,16+0,04
3 0,11+0,03

) etras desiguais indicam diferenca estatisticamente
significativa (P< 0,05).
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Proporgao Volumétrica das células do Placentormo
1/3 Inicial de Gestacdo
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Grafico 5: Proporg6es volumétricas dos componergssuturais do placentomo: células
maternas, células fetais, células binucleadas,laslgigantes, vasos, tecido conjuntivo fetal e

materno e artefatos no terco inicial da gestacaowdea.

Proporcao Volumétrica das células do placentonmo
1/3 Meédio de Gestacdo
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Grafico 6: Proporgbes volumétricas dos componergesuturais do placentomo: células
maternas, células fetais, células binucleadas, laglgigantes, vasos, tecido conjuntivo fetal e

materno e artefatos no terco médio da gestacdcada.v

Proporcao Volumétrica das células do placentonmo
1/3 Final de Gestacao
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Gréfico 7: Proporcdes volumétricas dos componergsguturais do placentomo: células
maternas, células fetais, células binucleadas,laélgigantes, vasos, tecido conjuntivo fetal e

materno e artefatos no terco final da gestacdoatzay
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5. DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo macroscopica dos liquidos extra-emhmarios

Os fluidos amniético e alantoidiano sdo
componentes importantes para a gestacdo
normal da vaca. Sua producdo e absorcéo
dependem de uma série de fatores entre mae,
feto, placenta e fatores ambientais. Seu volume
e composi¢do variam de acordo com a idade
gestacional e suas principais funcBes s&o:
crescimento do feto, barreira contra infeccdes,
protecdo contra traumatismos, auxilio no
controle da temperatura fetal, além de permitir a
livre movimentacédo do feto, de evitar aderéncia
entre o feto e o amnio e de auxiliar no momento
do parto (Senger, 2003).

5.2 Citologia dos liquidos extra-embrionarios

Entre os elementos presentes no fluido
amniético destacam-se células do amnio e do
feto. Os resultados obtidos mostram, para
células eosinofilicas nucleadas e cianofilicas
anucleadas, variacdes significativas entre os
tercos inicial, médio e final da gestacao,
enquanto para as células eosindfilicas
anucleadas e orangeofilicas ndo houve diferenca
significativa.

O numero de células totais do liquido
amniético foi menor no terco inicial da
gestacdo, similar ao que descreveram Bongso &
Basrur (1975), quando verificaram que a
caracteristica morfoldgica das células do liquido
amnidtico ndo esta correlacionada com o estagio
gestacional, mas que numero de células
presentes no liquido amnidtico tem correlagéo
direta com a fase da gestacdo. Ao contrario do
descrito por Bongso & Basrur (1975), nédo
houve diferenca significativa entre o tergo
médio e final. No presente trabalho foi possivel
avaliar o terco final da gestacéo so até 212 dias,
0 que impossibilita a obtencdo de observacdes
que possam refletir mudancas significativas nas
caracteristicas dos liquidos extra-embrionarios a
partir deste tempo.

Os achados macroscépicos do liquido
amniético caracterizado fisicamente como claro,
incolor e mucéide, porém, mais viscoso com o
adiantamento da gestacdo foi semelhante ao
relatado por Arthuet al (1996) e Hafez (2004).

O liquido alantoidiano, neste trabalho,
foi caracterizado fisicamente como aquoso e de
cor ambar. O volume do liquido alantéide,
embora ndo tenha sido quantificado, foi
aparentemente maior do que amniético nos trés
tercos gestacionais, semelhante aos achados de
Roberts (1986); Arthuet al (1996) e Hafez
(2004).

O fluido amnidtico pode fornecer
informacdes de relevancia sobre a saude fetal e
materna  utilizando  diferentes  técnicas
laboratoriais. O exame das células amniéticas
evidencia a cromatina sexual, origem das
células, maturidade fetal, anormalidades fetais e
células tronco, definida através da sua
classificacdo quanto ao aspecto morfoldgico, e
propriedade tintorial das células (Bongso &
Basrur, 1977; Bongset al 1978; Hafez, 2004).

A coloragdo utilizando o Panético Rapido
mostrou-se uma importante ferramenta para se
identificar as células do liquido amnidtico com
base nas suas caracteristicas morfoldgicas,
exceto as células orangeofilicas, de origem do
corddo umbilical, que ndo responderam a
coloragcdo com Panético Réapido de forma
eficiente para sua identificacdo Bongso &
Basrur  (1977), utiizando a coloragéo
Papanicolaou, descreveram com detalhes as
células eosinofilicas nucleadas e anucleadas,
cianofilicas nucleadas e anucleadas e as células
orangeofilicas. J& Moyet al (2006) utilizaram

a coloracdo Hematoxilina-Shor para determinar
a maturidade das células epiteliais do feto no
liguido amniético de vacas. Essas células foram
classificadas em quatro tipos: Células
intermediarias pequenas e grandes, e células
superficiais nucleadas e anucleadas.

5.3 Quantificacdo de células maternas no placentomo

Analisando os resultados deste
trabalho, o niumero médio de células maternas
do placentomo apresentou diferenca entre os
tercos inicial e final, e entre os tercos médio e
final da gestacdo da vaca, semelhante aos
resultados encontrados por Grunest al
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(1976); Grunert (1980) Woicket al (1986);
Williams et al. (1987); Marques Janior (1988);
Barreto Filho (1992) e Santos (1995). O namero
de células epiteliais maternas nas criptas
diminui, em vacas taurinas e zebuinas.
Progressivamente, o epitélio materno torna-se



achatado e eventualmente desaparece em
algumas areas. A maioria dos trabalhos
consultados mostra acentuadas alteracBes nas
células maternas no final da gestacéo da vaca.

Grunertet al(1976), Grunert (1980),
Woicke et al (1986) e Marques Junior (1988)
observaram diminuicdo do nimero de células

maternas a partir do sétimo més de gestacgéo,
semelhante ao encontrado neste trabalho, ja que
a média de tempo de gestacdo do terco final foi
de 211,92 dias ou 7 meses, com diminuicdo
significativa da quantidade de células maternas
do placentomo. Por outro lado, Bjorkman
(1954; 1969) verificou que o epitélio materno
sofre altera¢cdes somente no final da gestacéo.

5.4 Proporgdes volumétricas dos componentes estruais do placentomo

Células maternas

A proporcdo volumétrica das células
maternas do placentomo da vaca apresentou
diferenca significativa apenas no terco final da
gestacdo, semelhante ao relatado por Grutert
al. (1976), Grunert (1980), Marques Junior

(1988), Barreto Filho (1992) e Santos (1995),
gue demonstraram que animais com parto
normal apresentam o numero de células
epiteliais maternas significativamente menor do
gue aqueles que retém placenta.

Células fetais, células binucleadas, células gigesie vasos

Os componentes estruturais do
placentomo, tais como células fetais, células
binucleadas, células gigantes e vasos, nao
apresentaram diferenca em sua proporgéo
volumétrica entre os trés tercos gestacionais.
Estes resultados diferem dos obtidos por
Williams et al (1987), que observaram
diminuicdo no numero de células binucleadas
durante o periodo final da gestacdo da vaca.
Entretanto, segundo Wooding (1983), o nimero
destas células se mantém estavel até 6 @0
da gestagdo. A média de tempo de gestacado
avaliado no terco final da gestacéo foi de 212
dias, o que impossibilitou avaliar a ocorréncia
ou ndo de alteragdo no nuamero de células e na
proporgdo volumétrica em gestagbes acima de
260 dias. As células binucleadas tém papel

Tecido conjuntivo materno e fetal

A proporcdo volumétrica do tecido
conjuntivo materno teve aumento
estatisticamente significativo somente no tergo
final da gestacdo da vaca, semelhante ao
relatado por Grunert (1980).

Neste trabalho foi encontrada variacdo
significativa da proporgao volumétrica do tecido
conjuntivo fetal (Tabelas 8 e 9), que foi menor
somente no terco inicial da gestacao, mantendo-
se constante nos tercos médio e final da mesma,
diferindo do relato de Grunert (1980), que
verificou que o tecido conjuntivo fetal e

importante no mecanismo de separacdo das
membranas fetais durante o parto (Gresal,
1991 e Wooding, 1992). No final da gestacéo e
no periparto imediato o numero de células
binucleadas esta muito reduzido (Wooding,
1983; Williams et al, 1987). Assim, a
diminuicao significativa das células binucleadas
deve ocorrer a partir de 7 meses de gestacao.

Foram observadas neste trabalho
algumas células trinucleadas (Anexo VI) e,
eventualmente células multinucleadas (Anexo
V) junto ao epitélio de revestimento das criptas
carunculares. O processo de migracdo das
células binucleadas através da interface
materno-fetal e sua fusdo com a célula epitelial
ainda ndo esta totalmente elucidado.

materno torna-se progressivamente mais rico em
coladgeno a medida que o parto se aproxima,
mencionando que essa transformacdo parece ser
importante pré-requisito para liberagdo normal
da placenta. Devido ao alto indice de artefatos
verificados neste trabalho (Anexo VIII) e pelo
fato do tecido fetal ser mais fragil no terco
inicial da gestagdo que nos demais, 0s
resultados podem ter sido influenciados pela
técnica utilizada na coleta e processamento das
amostras, aparentemente ndo sendo a técnica
mais recomendada para esse tipo de avaliacdo
do placentomo.
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Artefatos

Os artefatos foram computados e
realizada a estatistica para avaliacdo dos

6. CONCLUSOES

- O numero de células do liquido
amniético foi menor no terco inicial da
gestacdo, mantendo-se constante nos tergos
médio e final da mesma,;

- O nomero de células maternas do
placentomo diminuiu no terco final da gestacao;
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mesmos. No grupo G2 ocorreram mais artefatos
que no G3 (Tabela 10, Gréafico 5, 6 e 7).

- A proporc¢ao volumétrica das células
fetais, binucleadas, gigantes e vasos do
placentomo ndo variou ao longo da gestacéo,
enquanto a das células maternas diminuiu no
terco final da mesma,;

- A proporc¢ao volumétrica do tecido conjuntivo
fetal do placentomo foi menor no terco inicial
da gestacao, enquanto a do tecido conjuntivo
materno aumentou no terco final da mesma.
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8. ANEXO

Anexo |

Seqgiiéncia de fotos dos procedimentos da coletaatieriai: Liquidos extra-embriondrios e placentomos

da vaca:

Figura 4: Pecas de Uteros gestantes coletados égorffico proximo a Belo Horizonte e coleta do
material (liquidos extra-embrionarios e placentosalizada no Setor de Reproducao do Departamento
de Clinica e Cirurgia da Escola de Veterinaria d&MG. 1 — Uteros de vacas gestantes em diferentes
estadios gestacionais; 2 - Seccdo da curvatura md@ corno uterino gestante para identificacdo do
alantéide; 3 — Placentomo, terco médio da gestagie;Cotilédones e identificacdo do alantéide, terc
médio da gestacao; 5 - Coleta do liquido amniétee;o inicial da gestacao.
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Anexo Il

Processamento histolégico do Placentomo

Inclusdo em parafina

Alcool etilico absoluto - 2 horas Coloracdo das liminas com

Hematoxilina e eosina (HE)*

Fixagdo em formol 10% ﬂ
Corte dos blocos com
5um de espessura em micrétomo
% Alcool etilico 80% - 2 horas
% Alcool etilico 90% - 2 horas
%

Cortes transversais
do Placentomo Xilol - 1 hora ﬂ

Montagem das laminas

Impregnagdo dos cortes em
parafina - 45 minutos Leitura das laminas
em microscopia de luz

Técnica de rotina do Laboratorio de Morfologia do ICB / UFMG
Figura 5: Descri¢éo da técnica de rotina das lansrzara colora¢do por Hematoxilina-eosina (HE).
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Anexo Il

Seqiéncia _de fotos dos procedimentos dos liguicba-embrionarios da vaca para citologia no

laboratdrio

Figuras 6: Processamento dos liquidos extra-emidnims para citologia, realizada no Setor de Reprediu do
Departamento de Clinica e Cirurgia da Escola deevietiria da UFMG. 1 - Preparo do liquido alantoidia
para centrifugagdo. 2- Centrifugacdo, 10 minutosRFQ00g, dos liquidos extra-embrionéarios da vaca: 3
Liquido alantoidiano logo apés a centrifugacéo; Idgquido amnidtico logo apds a centrifugacao, presede
sedimento no liquido amniético; 5 - Avaliagcdo mgmépica da citologia dos liquidos amnidtico e atadiano;
6- Cluster de células cianofilicas nucleadas présemo liquido aminiético da vaca no terco finalgkstacéo.
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Anexo IV

Seqiiéncia_da avaliacdo histolégica do placentomovada, gquantificacdo das células maternas e
proporcao volumétrica dos componentes estrutumdatentomo da vaca:

Figuras 7: Avaliacdo histol6gica do placentomo daca realizada no Setor de Reproducdo do
Departamento de Clinica e Cirurgia da Escola deeviataria da UFMG.1 — Micrémetro; 2 —
Quantificacbes das células maternas do placentotaccd médio de gestacdo da vaca); 3 —
Desenho da ocular integradora; 4 — Avaliacdo da goao volumétrica dos componentes
estruturais do placentomo da vaca, lamina tercalfgla gestacéo, com aumento 10x; 5 — Avaliacéo
da proporcéo volumétrica dos componentes estrusuda placentomo da vaca, lamina do tergo
inicial de gestacdo, aumento 10x.
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Anexo V

Figura 8: Célula multinucleada do placentomo da aacorte
histolégico corado por Hematoxilina-eosina no tergnédio da
gestacdo aumento de 40x .

Anexo VI

Figura 9: célula trinucleada do placentomo da vamate histologico
corado por Hematoxilina-eosina no terco final dasg&do, aumento
de 40x.
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Anexo VIl

Figura 10: Corte histolégico do placentomo da vaaorado por
Hematoxilina-eosina no terco médio da gestagdopt@rimaterna (PM),
epitélio cuboidal com nudcleos vesiculosos. Placqraee fetal (PF), célula
binucleada (seta grossa), célula gigante (seta)finamento de 40x.

Anexo VIII

Figura 11: Corte histolégico do placentomo da vaearado por
Hematoxilina-eosina no terco final da gestacao. idecconjuntivo fetal
(TCF), aumento de 40x.
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Anexo IX

Origem das células do fluido Amnidtico

Fluido amni6tico

/ Anucleada — S/Cl — 20-60m

Eosinofflica — -\ cleada — S/l — 15-60m Origem fetal

Anucleada S 15-20m

Grande )
- ——Nucleada - [S — 15-20m origem

Epitelial —_Cianofilica
P Cl - 18-20m membrana
- amniotica
Pequena—Nucleada L —6-8m
Grande.- Anucleada S, L 55-100m .
i Origem fetal
Orangeoflllca< “Nucleada S, L 50-60m g

Pequena— Anucleada S, L — 18-40

Nucleada S L 15-40m| ©rigem cordéo
umbilical

Macréfagos
Leucécitos

Nao epitelial —— ;
Debris

Figura 12: Células do fluido amniotico da vaca agaalas conforme morfologia, coloragdo e origem. S
single, CL cluster, L lencol, S/ Cl single of chrst

Segunddongso & Basrur (1977).
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