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RESUMO

CARNEIRO, F. P. Andlise estereoldgica e ultraestrutural da membrana

corioalantoideana de éguas gestantes de clones equinos. 2022. 88 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, 2022.

A clonagem é uma das mais recentes biotecnologias reprodutivas utilizada na
industria de equideos, com principal aplicabilidade em animais com alto potencial
genético. A técnica apresenta importantes beneficios, entre eles a criopreservacao de
células ou tecidos de animais inférteis ou castrados, distribuicio de genéticas
superiores, recriacao de animais idosos comercialmente/esportivamente relevantes e
animais mortos precocemente. O procedimento mais utilizado para a clonagem é a
Transferéncia Nuclear de Células Sométicas e embora progressos significativos
tenham sido conquistados, muitos aspectos precisam ser esclarecidos para aumentar
a eficacia da técnica e ampliar as taxas de producdo. Estudos demonstram uma
diversidade de anormalidades em placentas provenientes de clones equinos, tais
como placentite, edema placentario e ingurgitamento de vasos alantoides. Apesar da
relevancia desta biotécnica, pouco se sabe sobre os fundamentos das alteracdes
placentarias, bem como sobre a estruturacao celular e tecidual de placentas de clones
equinos. Dentre as técnicas de pesquisa, a estereologia € um importante instrumento
utilizado em diferentes espécies para obtencao de informacdes tridimensionais acerca
de estruturas microscopicas, onde possibilita a comparacéo do potencial funcional de
tecidos; e a partir da caracterizacdo morfologica ultraestrutural é possivel o
entendimento da organizacdo e mecanismos celulares responsaveis pela manutencéo
de orgdos e viabilidade de organismos. Dessa forma, esse estudo avaliou a
composicao, estrutural e a arquitetura de membranas corioalantoideanas a termo de
gestacOes de produtos equinos clonados em comparagéo a controles. Para isso
realizou a analise estereoldgica e ultraestrutural em 5 membranas corioalantoides de
éguas gestantes de clones equinos viaveis; 5 membranas corioalantoides de éguas
gestantes de clones o6bitos/natimortos e 5 membranas corioalantoides de éguas

controle gestantes resultantes de inseminacao artificial e transferéncia embrionéria.

Palavras-chave: Clones equinos. Membrana corioalantdideana. Histologia.

Estereologia. Ultraestruturas.



ABSTRACT

CARNEIRO, F. P. Stereological and ultrastructural analysis of the

chorioallantoic membrane of pregnant mares from equine clones.
2022. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Cloning is one of the most recent reproductive biotechnologies used in the equine
industry, with main applicability in animals with high genetic potential. The technique
presents important benefits, among them the cryopreservation of cells or tissues from
infertile or castrated animals, distribution of superior genetics, recreation of
commercially/sportingly relevant older animals and early dead animals. The most
widely used procedure for cloning is Somatic Cell Nuclear Transfer and although
significant progress has been made, many aspects need to be clarified to increase the
effectiveness of the technique and expand production rates. Studies demonstrate a
diversity of abnormalities in placentas from equine clones, such as placentitis,
placental edema and allantoic vessel engorgement. Despite the relevance of this
biotechnique, little is known about the fundamentals of placental abnormalities, as well
as the cellular and tissue structure of placentas from equine clones. Among the
research techniques, stereology is an important tool used in different species to obtain
three-dimensional information about microscopic structures, where it allows the
comparison of the functional potential of tissues; and from the ultrastructural
morphological characterization it is possible to understand the organization and cellular
mechanisms responsible for organ maintenance and organ viability. Thus, this study
evaluated the composition, structure and architecture of chorioallantoid membranes at
term of pregnancies of cloned equine products in comparison to controls. For this
purpose, stereological and ultrastructural analysis was performed on 5 chorioallantoid
membranes from pregnant mares of viable equine clones; 5 chorioallantoid
membranes from pregnant mares of death/natimorph clones and 5 chorioallantoid
membranes from pregnant control mares resulting from artificial insemination and

embryo transfer.

Keywords: Equine clones. Chorioallantoid membrane. Histology. Stereology.

Ultrastructures.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, diversas biotécnicas da reproducéo assistida tém sido
desenvolvidas com a finalidade de aumentar a utilizacdo do potencial reprodutivo dos
mamiferos (MURUVI et al., 2005; ROSER; MEYERS-BROWN, 2019). A clonagem
permite a geracdo de organismos geneticamente semelhantes a outros, para tanto, é
utilizado o nucleo de uma célula somatica ou embrionaria de interesse, o qual é
transferido para um ovécito previamente enucleado onde ocorre a reprogramacao
celular (CAMPBELL et al., 1996; OLIVERA et al., 2018).

Na industria equidea, o procedimento mais utilizado para a clonagem € a
Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (SCNT), cuja técnica foi introduzida pela
primeira vez em 2003, com o nascimento de trés mulas geradas a partir de fibroblastos
de origem fetal (WOODS et al., 2003). No mesmo ano, Galli et al. (2003) relataram o
nascimento de um potro vivo e saudavel, clonado de sua propria mae por meio de
células sométicas adultas.

Apesar dos avancos significativos na execucdo dessa técnica reprodutiva, de
acordo com pesquisa realizada por Olivera et al. (2018), a eficiéncia da clonagem
equina derivada de fibroblastos adultos correspondeu a 41,5% de nascimentos de
potros, onde praticamente a metade apresentaram alguma anormalidade fisiol6gica
ao nascimento.

Por um lado, os beneficios basicos da transferéncia nuclear em equinos
podemos citar: 1) Preservacao genética de células ou tecidos de animais mais velhos
gue deixaram de ser reprodutivamente sadios ou animais castrados; 2) Preservacgao
de material genético de animais ameacados de extin¢cdo; 3) Melhor distribuicdo da
genética superior em um plantel; 4) A recriacdo de animais com genética
comercialmente relevante ou animais que morreram jovens (MASERATI; MUTTO,
2016).

Por outro lado, estudos investigativos estdo sendo idealizados em placentas
provenientes de gestacdes de clones equinos, uma vez que ja foram observadas com
frequéncia alteracbes como: placentite, edema placentario, espessamento do cordéo
umbilical correlacionado a dilatacéo dos vasos e presenca de trombos intravasculares,
edema umbilical e edema placentario associado ao ingurgitamento dos vasos
alantoideanos (LAGUTINA et al., 2005; JOHNSON et al., 2010; POZOR, 2016;
GAMBINI; MASERATI, 2018). De acordo com Pozor e colaboradores (2016),
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alteragcbes na estrutura e arquitetura da placenta influenciam a funcédo e
consequentemente a salude do neonato equino clonado, corroborando para a baixa
eficiéncia da técnica.

De acordo com estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (GUIMARAES;
MEIRELLES; FERNANDES, 2015; MEIRELLES et al., 2017), a analise morfologica e
estereoldgica da membrana corioalantoide equina demonstrou que, placenta com
menor composi¢ao estrutural, menor vascularizacdo nos vilos placentarios e menor
profundidade dos microcotilédones resultaram em potros com menor vitalidade ao
nascimento. Em humanos, Serov et al., (2015) e Salavati (2019) afirmam que a anélise
estereologica oferece uma valiosa alternativa para obtencdo de informacgbes
guantitativas tridimensionais acerca de estruturas microscopicas e possibilita a
comparacao, durante a gestacdo normal, doenca e tratamento experimental, do
potencial funcional da placenta em diferentes espécies.

Uma vez que a placenta higida é indispensavel para o nascimento de um potro
saudavel - o resultado desejavel de qualquer programa de reproducdo, e visto que a
clonagem é uma biotécnica de baixa eficiéncia na qual as deformidades placentarias
ja foram diagnosticadas como uma provavel consequéncia da técnica e provavel
causa de parte ou total das alteracdes neonatais, entender a morfologia a nivel
ultraestrutural e a estereologia do tecido, bem como detectar a eficiéncia placentaria
podem nos ajudar a diagnosticar parte da ineficiéncia e corroborar com o
aprimoramento da técnica de Transferéncia Nuclear de Células Soméaticas em

equinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PAPEL DA PLACENTA

A placenta é um 6rgéo transitorio, formado por tecidos maternos e fetais, com
a funcao de transportar substancias nutritivas do organismo materno para o fetal, tal
qual promover trocas metabdlicas e desempenhar funcbes enddcrinas para a
manutencao da gestacao. As necessidades da placentarias aumentam de acordo com
a progressao gestacional, onde sdo acompanhadas por uma gama de modificacoes
estruturais (LEISER; KAUFMANN, 1994; ABD-ELNAEIM et al., 2009).

O crescimento e remodelamento do endométrio e das membranas fetais séo
decisivos para a formagao das estruturas funcionais da placenta e, esta por sua vez,
é indispensavel para que ocorra o desenvolvimento fetal durante todo o periodo
gestacional (GERSTENBERG et al., 1999).

A placenta é constituida de tecidos capazes de sintetizar e secretar uma gama
de hormoénios, fatores de crescimento, citocinas e outros produtos bioativos
indispensaveis para o desenvolvimento fetal (REGNAULT et al., 2002; WILSHER;
ALLEN, 2002). Apresenta como principais funcbes a sintese e metabolizacdo de
horménios e nutrientes, respiracao fetal, remocéo de residuos e excretas, conferindo
protecdo biolégica e mecéanica que o feto necessita na vida intrauterina (HUGHES,
1980; ALLEN et al.,, 2002; ABD-ELNAEIM et al., 2009; FEDORKA et al., 2019;
ROSER; MEYERS-BROWN, 2019).

Nos mamiferos o desenvolvimento placentario é um dos mecanismos
multifacetados dentro de uma complexidade de érgao transitorio, dado pela interacao
dos tecidos de origem fetal e materna, presenca de uma diversidade de camadas
intermediarias que se interpdem entre os leitos vasculares, estabelecendo as relacdes
entre substancias, tecidos e membranas fetais desde o0 momento de implantacdo do
blastocisto até o evento do parto (MOSSMAN, 1987).

A placenta pode ser classificada pela sua forma (numero e distribuicdo de areas
de troca de nutrientes), invasdo (numero de camadas de tecidos maternos que
separam o sangue materno de tecidos fetais), interdigitacédo (grau de contato entre os

tecidos fetais e maternos nas areas de troca de nutrientes), peso da placenta em
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relacdo ao peso neonatal e a direcdo dos fluxos sanguineos materno e fetal
(CAPELLINI, 2012).

Na espécie equina, a placenta é classificada como epiteliocorial - 0 epitélio
uterino se encontra em intimo contato com a camada externa do corion
(trofectoderma; corioalantéica — formada pela fusdo do mesoderma alantoideano com
0 mesoderma coridnico; difusa — as vilosidades coridnicas estao presentes sobre toda
a superficie da membrana e; ndo decidua — onde ndo ha perda dos elementos da
mucosa uterina durante o parto. As vilosidades coribnicas sdo organizadas em
complexos de tufos denominados microcotilédones, os quais recobrem a superficie
coridnica e se encaixam em criptas (ou microcarinculas) convergentes no endomeétrio
(HUGHES, 1980; BANKS, 1992; DANTZER, 1999).

Durante o desenvolvimento dos microcotilédones, os capilares fetais iniciam
um avanco em direcdo ao epitélio coribnico, concomitantemente os capilares
maternos se aproximam do epitélio endometrial, formando um espaco no qual as
vilosidades fetais possam se expandir e realizar as trocas materno-fetais necessarias
(STEVEN; SAMUEL, 1975).

Figura 1 — Representacdo da organizacdo dos tecidos e feto na gestacdo equina (A). Desenho

esquematico da interacdo materno-fetal por meio da estruturacdo corioalantdide e epitélio uterino (B)
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Fonte: Leiser; Kaufmann, 1994 (Adaptado). Steven; Samuel, 1975 (Adaptado).

Funcionalmente, a eficiéncia placentaria pode ser alterada por mudancas na
capacidade da placenta em suprir 0os nutrientes ou hormonios para mae e/ou para o
feto. A placenta transporta diversos nutrientes por difusdo simples e esse transporte
€ mediado de maneira passiva ou ativa, cujos processos dependem das

caracteristicas morfologicas da placenta (SIBLEY et al., 2005).
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Os processos de transportes ativos mediados por transportadores especificos
sdo influenciados pela quantidade desses transportadores da sua atividade e
localizacdo nas membranas placentarias (PEUGNET et al., 2016; SIBLEY et al., 2005;
WOODING; FOWDEN, 2006).

Neste sentido, a transferéncia de substancias por meio da barreira materno-
fetal depende da morfologia, fluxo sanguineo, espessura e extensao da barreira,
assim como o gradiente de concentracdo da substancia e da eficiéncia de transporte
da placenta (JONES; POWELL; JANSSON, 2007; WOODING; FOWDEN, 2006).

Na espécie equina, as trocas gasosas e as pequenas moléculas séo difundidas
por meio dos microcotilédones, ja os elementos cujos pesos moleculares possuem
maiores densidades séo pinocitados pelo epitélio coridnico. A placenta ainda, permite
o transporte de aminoéacidos, vitaminas, minerais, estoca substancias como o ferro,
glicogénio e inclusive, por mecanismo de transporte ativo realiza o recrutamento da
glicose — metabdlito em maior quantidade de reserva para o feto equino (ASBURY &
LEBLANC, 1993).

Problemas em quaisquer desses fatores e processos acima citados, podem
ocasionar mudancas no padréo de desenvolvimento placentario e consequentemente
pode interferir no crescimento fetal (SIBLEY et al., 2005; WOODING; FOWDEN,
2006).

Ja foi demonstrada a relacdo entre as caracteristicas macroscopicas da
placenta com a viabilidade e a taxa de sobrevivéncia de potros ao nascimento. Por
exemplo, atrofia/ hipoplasia das vilosidades, placentite, espessamento ou edema do
corioalantoide ou do amnio foram associados com morte fetal ou baixo peso ao
nascimento de potros (ROSSDALE; OUSEY; CHAVATTE, 1997).

Alteracfes na estrutura e funcdo placentaria também podem refletir em retardo
do crescimento intrauterino (RCIU). Estudos epidemioldgicos em humanos relatam
gue o RCIU é uma importante causa de mortalidade e morbidade em recém-nascidos,
segundo Pollack et al. (1992), assim como tem sido estabelecida uma forte ligagcéo
entre 0 baixo peso ao nascimento e o desenvolvimento de doengas na vida adulta (
BARKER et al., 1990; RADEMAKER et al., 1989; BARKER, 1995, 2006; VAKIL et al.,
2022).

Em humanos, a insuficiéncia placentaria cronica leva a déficits de conexao
neural e mielinizagcdo (REES; HARDING; WALKER, 2008), reducédo da substancia

cinzenta, especialmente do hipocampo e comprometimento do crescimento cortical,
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com diminuigdo do numero de células no cértex cerebral (SAMUELSEN et al., 2007).
Tais modificacbes do crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso central
podem desencadear alteragcbes neurocomportamentais nos primeiros dias de vida
(TOLSA et al., 2004). Ademais, segundo Wollmann, 1998 e Meyberg et al., 2000,
recém-nascidos com baixo peso, provenientes de RCIU apresentam piores
desempenhos nos testes de orientacdo aos estimulos, respostas motoras e reflexos,
além de menor tbnus muscular no periodo neonatal imediato, expostos a alto risco de
mortalidade perinatal.

Tangenciando a enfermidade em humanos, a Sindrome de Asfixia Perinatal
(PAS), a principio denominada por Rossdale (1968) de “Sindrome do Mau
Ajustamento Neonatal’” — também conhecida como “Encefalopatia Neonatal Equina”
(ENE) ou “Potro Dummy” pode ser caracterizada por distlrbios comportamentais e
disfungcdo nos processos de adaptacdo requeridos nas primeiras horas para
sobrevivéncia de potros (MELLOR; STAFFORD, 2004; ALEMAN et al., 2019). Esta
afeccdo é amplamente investigada, uma vez que, de acordo com uma das teorias,
tem a fisiopatologia muito proxima da asfixia perinatal em humanos, na qual o prejuizo
na perfusdo uteroplacentéaria pré-parto ou durante o parto, causa a interrupcdo da
distribuicdo normal do fluxo sanguineo, resultando em danos renais, gastrintestinais,
cardiopulmonares e endocrinos, assim como danos neurolégicos aos neonatos
(VAALA, 2003; GALVIN; COLLINS, 2004; DICKEY; LONG; HUNT, 2011; WONG et
al., 2011).

Ademais, estudos epidemiol6gicos perinatais permitiram também o surgimento
da Teoria de Barker, que propde que as doencas cardiovasculares, metabdlicas,
neuroenddcrinas, entre outras, surgem a partir de adaptacdes pelo feto frente a
condi¢cbes “sub-6timas” no ambiente uterino, que corrobora com a postulacido da
programacao fetal, segundo o qual um estimulo ou agressao em um periodo critico
da vida intrauterina, produz alteracbes no desenvolvimento com consequéncias
permanentes a longo prazo, ou seja na vida adulta (BARKER, 2006; SECO, 2009).

Anderson et al., (2005, 2006) descreveram um modelo experimental de reducéo
da perfusdo uteroplacentéaria no terco final da gestacdo em ratas, observando que o
peso da placenta, peso individual do feto, e peso da ninhada foram menores. Além
disso, a geragdo F1, assim como a geragdo subsequente (F2) apresentaram
hipertensao arterial persistente ao longo da vida. Estes dados chamam a atenc¢é&o para

o papel do fluxo sanguineo e toda a estruturacdo e arquitetura uteroplacentario nao
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s6 no desenvolvimento e crescimento fetal, mas também na funcéo cardiovascular da
prole, e que essas consequéncias pos-natais podem ser transmitidas ao longo de
geracoes.

As funcdes fisioldgicas essenciais do potro estdo condicionadas a previa vida
intrauterina, modulando o potencial genético do potro pés-nascimento (JOHNSON et
al., 2009; PEUGNET et al., 2016; VAHTER et al., 2021). Essa modulacao é resultado
da interacdo do ambiente materno e do ambiente fetal, onde é constatado contribuicédo
ativa para o estabelecimento da conformacéo corporal pés-natal do potro, resposta
imune, metabolismo, funcgdes tireoidiana, adrenocortical e cardiovascular (PEUGNET
et al., 2016; FERNANDEZ-TWINN et al., 2019; MORALES-RUBIO et al., 2019).

Desta forma, a interacdo entre uma placenta saudavel e um endométrio
inteiramente funcional sdo pré-requisitos indispensaveis na espécie equina para que
a gestacdo seja conduzida com sucesso e resulte em um produto sadio com
desenvolvimento adequado (ALLEN et al., 2002; WILSHER; ALLEN, 2002).

2.2 PLACENTA versus CLONAGEM

A baixa viabilidade dos embrides clonados é principalmente expressa pela
reducdo na taxa de implantacéo, pelo aumento na taxa de mortalidade fetal e pelas
diversas anomalias placentarias (POZOR et al., 2016) e neonatais (FIGUEIREDO et
al., 2011). O desenvolvimento da placenta em gestacdes de diferentes espécies de
animais clonados pode resultar em falha na placentacao, desenvolvimento placentario
atipico e expressdo anormal de genes responsaveis por todo processo da formacao
da membrana corioalantoide e outros anexos fetais (MIGLINO et al., 2007; MALIN et
al., 2022).

Na espécie bovina, as gestacdes derivadas de embrides de clones sao
tipicamente perdidas no terco inicial. Os autores atribuem essa viabilidade deficiente
a associacao de varias anormalidades placentarias, como mau desenvolvimento dos
placentdnios, reducdo da vascularizacdo nas vilosidades, hipoplasia do trofoblasto e
numero reduzido de células binucleadas (ARNOLD et al., 2008; CHAVATTE-PALMER
et al., 2012; AKAGI et al., 2014).

Em outras espécies como ovinos e camundongos, também foi observada

ineficiéncia placentaria de embrides clonados. Na espécie ovina, o feto teve uma alta
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incidéncia de retardo no crescimento, caracterizado pela deficiéncia da vascularizagao
placentaria, errdnea expressao génica na proliferacao celular e apoptose (DE SOUSA
et al., 2001; NI et al., 2016). Ja em camundongos foi observada a placentomegalia
derivada do crescimento excessivo de células espongiotrofoblasticas e aumento na
diferenciacdo de células de glicogénio. Estes autores concluem que, diante dessas
condi¢cdes, houve uma perturbacdo na arquitetura das camadas placentarias e
consequente danos em sua funcédo (TANAKA et al., 2001).

Em éguas, alguns achados chamam a atencédo na avaliacdo da membrana
corioalantoide em gestacfes de clones. Por meio da utilizagdo da ultrassonografia,
foram observados edema placentério e espessamento do corddo umbilical associados
a vasos umbilicais dilatados e edema umbilical, bem como dilatagcéo cistica do Uraco
do feto clone (GAMBINI et al., 2012; POZOR et al., 2016).

Clones equinos provenientes de SCNT de fibroblastos adultos podem
apresentar também insuficiéncia placentaria, como resultado ha reducdo do
suprimento de nutrientes e disfuncdo na capacidade excretora e, como consequéncia,
prejuizos no desenvolvimento fetal (OLIVERA, 2018).

A baixa eficiéncia do processo de clonagem animal envolve problemas tais
como anomalias cromoss6micas, alocacao anormal do numero de células no botao
embrionério e trofoectoderma, formacéo deficiente do fuso mitético. Os genes que sdo
marcados (imprinted) de forma diferente tem sido responsabilizados similarmente
pelas anormalidades embrionéaria e fetal (BORDIGNON; SMITH, 2008; MIGLINO,
2004; YANG et al., 2019; SRIRATTANA et al., 2022).

Como um espectro de eventos bioldgicos que demonstram a complexidade dos
processos celulares e moleculares, a somatéria destas caracteristicas gradua o nivel
e circunstancia de reprogramacao epigenética do genoma doador que determinarao
0 sucesso ou a falha da clonagem animal (OBACK et al., 2007; GAO et al., 2010;
GLANZNER et al., 2022).

Modelos matematicos da funcdo da placenta humana e animal tém sido
propostos ha muitos anos (LEISER; KAUFMANN, 1994; TALBERT; SEBIRE, 2004;
MAYHEW, 2005; MAYHEW, 2006; VERAS et al., 2008; SALAZAR-PETRES et al.,
2022). Dentre eles, a estereologia possibilita avaliar a relacédo entre a estrutura da
placenta e sua fungédo, onde concerne uma valiosa ferramenta para obtecdo dos
conhecimentos mais profundos sobre o funcionamento in vivo da placenta (MAYHEW,
2009; SEROQV et al., 2015). Serov et al., (2015) utilizaram, a partir de entendimentos
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a respeito da morfologia e dimensdes estruturais, um modelo em geometria 3D da
placenta humana que resultou em uma melhor compreenséo da sinalizagcédo nervosa
e das trocas de substancias entre a gestante e o feto.

Na medicina veterinaria, assim como na medicina humana, utilizam-se
ferramentas de imagens e avaliacbes por métodos estereoldgicos e ultraestruturais
em diversas areas de conhecimento (GUIMARAES; MEIRELLES; FERNANDES,
2015; TOLEDO et al., 2015; ROBLES et al., 2018; KRETSCHMER et al., 2022). Na
avaliacdo morfométrica da placenta equina, constatou-se que a area microscopica de
contato materno-fetal € afetada pelos genétipos maternos e fetais, onde o genotipo
materno controla a densidade microcotiledonaria, enquanto o genétipo fetal é
responsavel pela area placentaria total (ALLEN et al., 2002). No entanto, ndo existem
estudos com essa abordagem em placentas de gestacGes de embrides clones na
espécie equina.

Assim, diante dos avancos da técnica de Transferéncia Nuclear de Células
Somaticas, o esclarecimento da morfologia, estruturacdo e arquitetura do o6rgao
responsavel pela gestacao (trocas gasosas, nutricdo fetal, funcdo hormonal, funcéo
excretora e funcdo imunitéaria) de clones na espécie equina, é de muita valia para
aumentar os indices da producéo de animais viaveis (MURUVI et al., 2005; ROBLES
et al., 2018).
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RESUMO
A clonagem por Transferéncia Nuclear de Células Sométicas (SCNT) € um dos
maiores progressos dentre as técnicas reprodutivas em animais e sua eficiéncia é
dada pela capacidade em produzir organismos geneticamente equivalentes. Todavia,
mesmo com a evolucao da técnica nesses anos, a clonagem na espécie equina ainda
€ considerada ineficiente. Algumas alteracdes placentaria sdo encontradas como
separacao do endométrio e placenta, vasos umbilicais dilatados, edema placentario,
membranas alantoideanas ingurgitadas, placentite, hemorragias e tombos nos nos
vasos umbilicais. Diferentes variagcbes nos padrées materno e fetais podem
comprometer o desenvolvimento placentario e impactar o feto, assim como deficiéncia
na progressao fetal pode afetar a evolucao placentéria. Nesta perspectiva, este estudo
buscou entender por meio da histologia e andlise ultraestrutural, as diferencas
teciduais e morfométricas em cada regido placentaria de corno gravidico (CG), corno
nao gravidico (CNG) e corpo do utero (CP) de gestacdes provenientes de SCNT
viaveis (n=5), SCNT 0bitos/ natimortos até 12 horas de nascimento (n=5) com Controle
oriundas de inseminacao artificial e transferéncia embrionéria convencional (n=5). Os
resultados evidenciaram que, nos grupos SCNTs com excecdo do CNG do grupo
SCNT viaveis, todos os focos amostrais apresentaram algum grau de infiltrado
inflamatorio; No grupo SCNT 6bitos/ natimortos: em CG maior quantidade células
colunares altas, superior quantidade de tecido conjuntivo frouxo, processo

neoangiogénico; em CNG: maior quantidade de vilos aumento do niumero de células
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colunares altas e capilares fetais; CP: maior quantidade de tecido conjuntivo frouxo,
intensa vascularizagdo, aumento de células binucleadas, maior contagem de células
colunares altas e capilares fetais, onde a configuracédo destes ultimos acompanha a
membrana basal do trofoblasto, destruicdo do epitélio trofoblasto, com exposicéo dos
capilares fetais e extravazamento sanguineo, fina camada de material cuja
composicdo é incerta. No grupo SCNT viaveis, em CG: maior quantidade de células
colunares altas com vilos mais alongados; CNG: desconfiguracdo das estruturas
histol6gicas com presenca de vacuolos e células apoptéticas, nos capilares feitas
contatamos nucleos menores e mais alongados; CP: maior nimero de células
colunares altas e espessamento das tanicas intima, média a adventicia além de maior
raio do limen dos vasos sanguineos, fina camada de material desconhecido foi
identificado recobrindo de forma total as vilosidades cori6nicas. Importante sdo mais

estudos para compreensao das anormalidades placentarias em clones equinos.

Palavras-chave: Clones equinos. Membrana corioalantoideana. Histologia.

Ultraestruturas.
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ABSTRACT
Cloning by Somatic Cell Nuclear Transfer (SCNT) is one of the greatest advances
among reproductive techniques in animals and its efficiency is given by the ability to
produce genetically equivalent organisms. However, even with the evolution of the
technique in these years, cloning in the equine species is still considered inefficient.
Some placental alterations are found such as separation of the endometrium and
placenta, dilated umbilical vessels, placental edema, engorged allantoic membranes,
placentitis, hemorrhages and tumbling in the umbilical vessels. Different variations in
maternal and fetal patterns can compromise placental development and impact the
fetus, just as impaired fetal progression can affect placental evolution. From this
perspective, this study sought to understand through histology and ultrastructural
analysis, the tissue and morphometric differences in each placental region of gravid
horn (CG), non gravid horn (NGC) and uterine body (PC) of pregnancies from viable
SCNT (n=5), SCNT death/death within 12 hours of birth (n=5) and Control arising from
artificial insemination and conventional embryo transfer (n=5). The results showed that
in the SCNTs groups with the exception of the CNG of the viable SCNTs group, all
sample foci presented some degree of inflammatory infiltrate; In the SCNT
death/deaths group: in GC a greater amount of tall columnar cells, a greater amount
of loose connective tissue, neoangiogenic process; in CNG: a greater amount of villi,
increased number of tall columnar cells and fetal capillaries; CP: greater amount of
loose connective tissue, intense vascularization, increased binucleated cells, higher
count of high columnar cells and fetal capillaries, where the configuration of the latter
accompanies the basal membrane of the trophoblast, destruction of the trophoblast
epithelium, with exposure of fetal capillaries and blood leakage, thin layer of material
whose composition is uncertain. In the viable SCNT group, in CG: greater amount of
tall columnar cells with more elongated villi; CNG: deconfiguration of histological
structures with the presence of vacuoles and apoptotic cells, in the capillaries made
we found smaller and more elongated nuclei; CP: greater number of tall columnar cells
and thickening of the tunica intima, media and adventitia, in addition to greater radius
of the lumen of blood vessels, thin layer of unknown material was identified totally
covering the chorionic villi. Further studies are important for understanding placental

abnormalities in equine clones.

Keywords: Equine clones. Chorioallantoide membrane. Histology. Ultrastructures.
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INTRODUCAO

A clonagem é um dos maiores avanc¢os no ambito da biotecnologia reprodutiva
animal (MIGLINO, 2004), onde ela permite a geracdo de organismos geneticamente
semelhantes a outros (CAMPBELL, 1996), que podem ser produzidos por meio de
reconstrucdo embrionaria e Transferéncia Nuclear de Células Sométicas (SCNT)
(CAMPBELL, 1996; LAGUTINA et al., 2005).

A eficiéncia da SCNT é baseada na capacidade de reprogramacao e
estruturacdo celular, para garantir um desenvolvimento placentario, embrionario e
fetal adequado (NIEMANN, 2016; OLIVERA et al., 2018). Ao longo dos anos, a
evolucao da clonagem na espécie equina vem sendo ajustada, onde, desde 2003 com
0 surgimento dos primeiros clones equideos, a técnica reprodutiva resultava em taxas
de 0,1% a 2,7 (GALLI et al., 2003; WOODS et al., 2003), de 2014 a 2015 entre 5% a
15% (LONG et al.,, 2014; KEEFER et al.,, 2015) e, os ultimos dados de 2018
demonstram que 35,3% (OLIVERA et al., 2018) do total de animais clonados vivos
resultaram em clones saudaveis.

Instituidas pesquisas a respeito das causas das perdas gestacionais nos clones
equinos, diversas alteracbes placentarias foram diagnosticas tais como vasos
umbilicais aumentados, edema placentario, separacdo do endométrio e placenta,
membranas alantoideanas ingurgitadas, placentite, hemorragias e tombos
intravasculares nos vasos umbilicais (LAGUTINA et al., 2005; JOHNSON et al., 2010;
POZOR, 2016; GAMBINI; MASERATI, 2017).

Determinadas deficiéncias maternas e fetais na estruturagcédo celular e funcao
placentéria podem comprometer o desenvolvimento fetal durante a gestacado e causar
consequéncias negativas no crescimento e funcées fisiolégicas do neonato no periodo
pos-natal (HONG et al., 1993; ROSSDALE et al., 1997).

Atualmente, robustas pesquisas a respeito das anomalias placentaria e seus
impactos no transcorrer gestacional das espécies estao sendo realizadas, assim como
a implicacdo da condigcdo materna sobre as circunstancias do desenvolvimento da
placenta e repercussdo na saude do feto (POLLACK et al., 1992; MAYHEW et al.,
1996, 2007; BARKER, 2006; ABEDZADEH-KALAHROUDI et al., 2021; BRIEN et al.,
2021; GUPTA et al., 2021; HUSEN et al., 2021). Da mesma forma, estudos acerca de
pontos criticos como as modificacdes de histonas e metilagdo do DNA estdo sendo

realizadas para aumentar a eficiéncia da clonagem (HILL et al., 2002; BORDINGNON
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et al., 2002, 2003; ROBERTS; OLIVA, 2006; MAN et al., 2016; NIEMANN et al., 2016;
BUKOWSKI et al., 2017; HAGHIGHI et al., 2020; HAMMA et al., 2020).

Neste sentido, € de suma importancia o entendimento da organizacdo e
estruturacdo do trofoblasto em vilosidades coribnicas que ramificam e interdigitam o
epitélio endometrial recobrindo a superficie alantoideana, assim como a resposta
endometrial ao fendbmeno gestacional em animais oriundos de SCNT (SAMUEL,
ALLEN; STEVEN, 1975; SAMUEL; ALLEN; STEVEN, 1977; STEVEN, 1982;
POLLACK; DIVON, 1992; INOUE et al., 2020; OLSSON et al., 2022; MALIN et al
2022).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi realizar o estudo histolégico e
morfologico a nivel ultraestrutural da membrana corioalantéide de éguas gestantes de
clones equinos (viaveis e 0Obitos/ natimortos), fazendo um comparativo com éguas
gestantes controle, para diagnosticar parte da ineficiéncia das trocas materno-fetais e
corroborar com o aprimoramento da técnica de Transferéncia Nuclear de Células

Somaticas em equinos.

MATERIAIS E METODOS

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo (CEUA FMVZ-USP) e seu desenvolvimento ocorreu de acordo com as diretrizes
da mesma, sob o protocolo 3477230720.

Local e animais

Foram utilizadas no total de 15 membranas corioalantdides de equinos: 5
clonados advindos da SCNT que resultaram em animais viaveis (SCNT viaveis); 5
clonados advindos da SCNT que resultaram em natimortos ou 6ébitos neonatais até 12
horas apds o nascimento (SCNT ébitos/natimortos) e; 5 controles advindos da técnica
de Inseminacéao Artificial e Transferéncia de Embrido convencional (Controle).

As éguas gestantes de clones equinos ficaram na empresa InVitro Brasil
Clonagem Animal, localizada na cidade de Mogi-Mirim, estado de S&o Paulo, Brasil
(Latitude: 22°25'54" sul; Longitude: 46°57'28" oeste; Altitude: 631 metros). As éguas
gestantes controle ficaram instaladas na Fazenda Santa Rita Il, localizada em
Piracaia, no estado de Sao Paulo, Brasil (Latitude: 23°03'14" sul; Longitude: 46°21'29"

oeste; Altitude: 792 metros).
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As éguas gestantes encontravam-se saudaveis e foram selecionadas de forma
randémica em conformidade com a faixa etaria (5 a 10 anos), peso (350 a 550kg) e
raca (Quarto de milha, Mangalarga, Campolina, Mestica), onde os partos ocorreram
na estacao de nascimento 2018/2019.

As éguas foram mantidas em iluminacéo natural, com fonte de agua natural ad
libidum, a pasto de Tifton em piquetes rotacionados de dimensdes meédias de 20m X
35m, onde as dietas foram ajustadas de acordo com as necessidades dos animais.
Todas as éguas foram rotineiramente vermifugadas e vacinadas em conformidade
com protocolo instituido em cada estabelecimento. Nos ultimos 40 dias da data
prevista do parto, as éguas foram mantidas em piquetes maternidade sob supervisdo
por periodo integral.

Coleta e processamento do material bioldgico

Os partos foram acompanhados por equipe de médica veterinaria e, 0S anexos
fetais foram recolhidos imediatamente apdés o delivramento. A membrana
corioalantoide foi disposta sobre uma superficie limpa e plana, formando a letra “F”
(ASHBURY; LEBLANC, 1993). Foram realizadas fotografias, com escala graduada
em centimetros, para avaliacdo da &area de superficie e mensurada a distancia
horizontal (cm), da regido proximal do corpo uterino até a regido distal do corno
gravidico e a distancia vertical (cm), da regido proximal do corno uterino até a estrela

cervical (Figural).

Figura 1 — Acompanhamento do parto de égua participante do experimento (A). Membrana
corioalantdide de éguas disposta em “F”, com exposi¢ao de lado coridnico (B) e face alantoideana (C)

TS e

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).
Dimensionados os 3 focos amostrais, fragmentos de 2cm? da membrana
corioalantoide das regifes de corpo uterino (CP: 20 cm a partir da estrela cervical),
corno gestante (CG: 20 cm da regido distal do corno gestante) e corno ndo gestante
(CnG: 20 cm da regiao distal do corno ndo gestante) foram coletados (Figura 2),

identificados, acondicionadas em cassetes histologicos e imersos em paraformaldeido
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a 4% tamponado para as andlises histolégicas. Fragmentos de 1 cm? foram coletados
nos mesmo focos amostrais, acondicionadas em criotubos de 5 mL contendo 3 mL de
glutaraldeido a 2,5% para analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para

analise das ultraestruturas.

Figura 2 - Identificacdo da padronizagdo da coleta dos focos amostrais na membrana
corioalantdide de éguas

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

Para a andlise histoldgica as amostras foram emblocadas em parafina e obtidos
cortes de 5 uym perpendiculares a superficie coribnica (definida como o plano de
referéncia horizontal) para geracdo de grupos de cortes verticais (TOLOSA et al.,
2003). Os cortes histolégicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e
fotografados em microscopia de luz utilizando-se uma objetiva de pequeno aumento
(2,5X), médio aumento (10X) e grande aumento (40X).

Para a MEV, os fragmentos de tecido foram pds-fixados em tetroxido de dsmio
1%, desidratados em alcool etilico em concentracdes crescentes (50 a 100%). Apds
a desidratacdo, as amostras foram incluidas em resina Spurr, montadas em suportes
metélicos com revestimento de ouro e analisadas em Microscépio Eletrbnico de
Varredura (SEM) LEO 435VP na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
FMVZ/USP.

RESULTADOS

Histopatologia das membranas corioalantoides

Na andlise histoldégica mais ampla (Figuras 3A), observa-se em CG que 0 grupo
SCNT viaveis assemelha-se com o grupo Controle quanto a composicao tecidual das
estruturas da camada do corion com as células colunares altas e mesoderma

alantoideano composto por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos. No entanto,
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0 grupo SCNT ébitos/ natimortos demonstra possuir a camada do cérion e mesoderma
alantoideano espessos, principalmente em dispor de maior quantidade de células
colunares e tecido conjuntivo frouxo em comparacdo ao grupo Controle. Quando
lancado uma acareacéo entre os grupos SCNT viaveis e SCNT 0Obitos/ natimortos,
ambos possuem a camada alantoideana (setas pretas) mais hiperplasicas quando
comparadas ao grupo Controle. Observamos ainda que o grupo SCNT vidveis possui
os vilos microcotiledonarios mais alongados e dispersos pelo tecido, ja o grupo SCNT
Obitos/ natimortos possuem vilos mais curtos porém mais condensados, com maior
ndamero de células colunares altas, formando dessa forma uma estrutura de troca
vascular mais pontual e densa. Em um estudo isolado da disposic¢éo dos vilos (Figuras
3B) e (Figuras 3C), percebemos uma disposicdo mais compactada dos
microcotilédones do grupo SCNT 6ébitos/ natimortos, onde apresenta maior quantidade
de tecido conjuntivo e um aumento da neoangiogénese em comparacao aos outros
grupos.

Figura 3 — Histologia do CG de éguas do grupo Controle, grupo SCNT viaveis e grupo SCNT
Obitos/ natimortos. Camada alantoideana hiperplésica (setas pretas). Coloragdo HE. Barra de escala =
A: 500 pm; B: 100um; C: 20pum

A B c
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Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

No foco amostral do CNG, em um maior aumento o grupo SCNT viaveis (Figura
4C) demonstra uma desconfiguracdo estrutural dos vilos microcotiledonéarios
divergente dos demais grupos experimentais, com a presenca de vacuolos e células
apoptéticas (seta preta vazada) e poucas células trofoblasticas. Ademais, os capilares
fetais dispbe de nucleos alongados e menores (seta preta). No grupo SCNT 6bitos/

natimortos ha maior numero de vilos microcotiledonarios e capilares fetais, sob a
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disposicdo de maior razdo de células colunares altas, quando comparado aos grupo

Controle.

Figura 4 — Histologia do CNG de éguas do grupo Controle, grupo SCNT viaveis e grupo SCNT
Obitos/ natimortos. Presenca de vacuUolos (seta preta vazada). Nicleos menores e alongados (seta

preta). Coloracéo HE. Barra de escala = A: 500 pm; B: 100um; C: 20pum
A B C
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Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

A disposicdo do CP em maior aumento (Figura 5A) nos grupos SCNT
Obitos/natimortos e SCNT viaveis, demonstram hiperplasia das camadas do corion
com acréscimo da contagem de células colunares altas, mesoderma alantoideano
aditado tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos e, ainda este Gltimo grupo, possui
paredes mais espessas com aumento nas tdnicas intima, média e adventicia e com
maior raio luminal dos vasos alantoideanaos, em comparacéo ao Controle. No grupo
SCNT o6bitos/ natimortos, os tufos vilosos (setas pretas) demonstram um maior
comprimento de base com o aumento do tecido conjuntivo frouxo e maior contagem
de vasos alantoideanos quando comparados aos outros grupos experimentais. Em
um maior aumento (Figura 5B) e (Figura 5C), o padrdo descrito nos demais focos
amostrais se repete com 0 aumento do namero de vilos e células colunares altas pelo
grupo SCNT Obitos/ natimortos e com intensa vascularizacédo pelos capilares fetais
juntamente com as tunicas intima, média e adventicia. Importante ressaltar que, ha
um aumento das células binucleadas (seta branca) e os capilares fetais encontram-se
mais préoximos da membrana basal dos vilos, com a diminuicdo do tecido conjuntivo

no grupo SCNT obitos/ natimortos.
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Figura 5 — Histologia do CP de éguas do grupo Controle, grupo SCNT viaveis e grupo SCNT
Obitos/ natimortos. Parede e raio luminal nos vasos alantoideanos (setas pretas vazadas). Tufos vilosos
(setas pretas). Células binucleadas (seta branca). Coloracdo HE. Barra de escala = A: 500 um; B:
100um; C: 20um
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Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

Com excecédo do CNG do grupo SCNT viaveis, todos os demais focos amostrais
dos grupos de SCNTs apresentaram algum grau de infiltrado inflamatério
mononuclear, com a presenca de macrofagos e linfocitos nas microvilosidades,
sobretudo no CP.

Microscopia Eletrénica de Varredura das membranas corioalantéides

Sob a dtica das ultraestrutura, no CP realizada a analise dos grupos Controle
(Figura 6A), grupo SCNT viaveis (Figura 6B) e SCNT o6bitos/natimortos (Figura 6C),
observamos que ha o espessamento da camada do cérion (Cc), mesoderma
alantoideano (MA) e aumento da vascularizacdo (V) nos grupos SCNTs. Os vilos (VI)
no grupo SCNT vidveis apresentam diametros maiores e 0 grupo SCNT
Obitos/natimortos demonstram didmetros menores em maior quantidade (Figura 6).

Figura 6 — Microscopia Eletrénica de Varredura do foco amostral do CP de éguas do grupo

Controle (A), grupo SCNT viaveis (B) e grupo SCNT 6bitos/ natimortos (C), Vilos (VI), camada do cérion
(Cc), mesoderma alantoideano (MA) e vascularizacéo (V). Barra de escala = A: 300 um; B: 300um; C:
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A microscopia eletronica de varredura de maior aumento, verifica-se no foco
amostral CP do grupo SCNT 6bitos/ natimortos a destruicdo dos vilos
microcotiledonarias (Figura 7A) com a exposi¢cao dos capilares fetais - descamacao
do epitélio trofoblastico (Figura 7B, seta branca), onde ha o extravasamento de

sangue fetal (Figura 7C, seta vazada).

Figura 7 — Microscopia Eletrénica de Varredura do CP de éguas do grupo SCNT &bitos/
natimortos. Destruicdo dos vilos microcotiledonarios (A), descamagédo do epitélio trofoblastico, seta
branca (B) e extravasamento de sangue fetal, seta vazada (C). Barra de escala = A: 20 um; B: 10um;
C: 10pm

- \
Fonte: CANElRO, FP (2022).

Os grupos SCNTs quando comparados ao grupo Controle (Figura 8A)
apresentaram uma fina camada de material ignoto recobrindo de forma integral os
vilos no grupo SCNT viaveis (Figura 8B) ou parcialmente os vilos (setas brancas) no
grupo SCNT ébitos/ natimortos (Figura 8C) no foco amostral CP.

Figura 8 — Microscopia Eletronica de Varredura do CP de éguas do grupo Controle (A), grupo
SCNT viaveis (B) e grupo SCNT 6bitos/ natimortos (C). Camada ignoto recobrindo parcialmente os vilos

no grupo SCNT 6bitos/ natimortos (setas brancas). Barra de escala = A: 30 um; B: 30um; C: 10um
CEOTH S gl X . £ ) Pt e ’

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

DISCUSSAO

A placenta € o Unico canal de trocas materno-fetais, onde os fatores
angiogénicos presentes nas vilosidades placentérias facilitam a oxigenacéo, nutricdo
e transferéncias de substancias em gradientes que se estendem para a circulacao

materna (KAUFMANN et al., 2003) e promovem o aumento da circulacdo fetal e
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consequentemente o desenvolvimento do concepto (RODESCH et al.,, 1992). Na
busca pela compreensédo da funcionalidade placentéaria, estudos exigem a integragcédo
dos dados anatémicos, de desenvolvimento, fisiologicos, genéticos e epigenéticos
(RODESCH et al., 1992; REYNOLDS et al., 2001).

Grupo SCNT obitos/natimortos

Na analise histoldgica, observamos o espessamento das camadas da membrana
corioalantoide - camada do corion, mesoderma alantdideano, camada alantoideana,
além da presenca de infiltrado inflamatorio e aumento da vascularizagdo dos focos
amostrais CG e CP no grupo SCNT obitos/natimortos, que pode estar relacionado a
um remodelamento tecidual. A somatoéria de fatores corrobora com um quado de
placentite, em virtude a insuficiéncia na funcionalidade desse conjunto de células
especializadas (HONG et al., 1993).

A alta quantidade dos vilos por microcotilédone em CG, CNG e CP do grupo
SCNT 6bito/ natimortos sugere um processo compensatério, onde ha uma tentativa
de aumentar a area de contato endometrial de forma a intensificar o suprimento de
trocas moleculares vital a manutencdo da gestacdo, em razdo de deficiente trocas
materno-fetais. A densidade vascular placentaria é regulada de acordo com a
necessidade de aporte sanguineo para o feto e mesmo para a propria placenta. Bianco
e colaboradores (2014), por meio de andlises morfométricas de placentas equinas,
demonstraram que as vilosidades coribnicas tendem a ter maior complexidade e
ramificacdo em direcdo ao endométrio em potros doentes do que em potros

saudaveis.

O grupo SCNT obitos/natimortos ainda expressaram uma maior contagem de
células binucleadas. De acordo com Heyman et al. (2002), as células binucleadas
identificadas em fetos bovinos provenientes de SCNT, estdo altamente relacionados
com sindrome do bezerro grande “large offspring sindrome” (LOS), hidroalantéide e
abortamentos, onde secretam uma proteina conhecida como PSP60. A alta
concentracdo dessa proteina é disponivel na circulacdo materna e esta relacionada
ao aumento da atividade placentaria. Uma comparacdo realizada com animais
oriundos de SCNT e convencionais demonstraram que had o aumento das
concentracdo da PSP60 no grupo clones como um indicativo do desenvolvimento

anormal placentario com o intuito de efeito compensatorio.



42

No foco amostral CNG, o grupo 6&bitos/natimortos manifestou uma maior
disposicao de vilos tanto em quantidade e avango no sentido endometrial. Esse
mecanismo pode ser uma maneira de corrigir falhas de trocas materno-fetais nas

demais regides placentarias.

O grupo SCNT o6bitos/natimortos exibe uma neoangiogénese em CP superior
aos demais grupos experimentais, onde os capilares fetais se deslocam para a regiao
do epitélio trofoblastico e os trofoblastos séo econtradas de forma esporadicas pela
lamina histologica. Essa circunstancia € ilustrada pela imagem da MEV no foco
amostral em questéo (Figura 7), onde a camada de revestimento dos vilos coriénicos
estdo com aspecto danificado e os capilares fetais rompidos, expondo o conteudo
vascular placentario. Em bovinos, disfuncdo na frequéncia de apoptose nas células
da placenta podem refletir em enfermidades fetais. Em humanos, mulheres com preé-
eclampsia expressaram menores ou ausentes niveis da proteina BCL-2, sugerindo
maior chance de ocorrer apoptose e desconfiguracdo das estruturas celulares nessas
gestacdes (BOOS et al., 2003).

De acordo com Shawn et al. (2005), o aumento da frequiéncia de apoptose pelas
células placentarias sé@o indicativos de pré-eclampsia, que podem ter origem de
acordo com o estresse oxidativo no qual € causado por um quadro de hipoxia. A
apoptose também foi evidenciada em cultura de células de citotrofoblasto humano no
primeiro trimestre de gestacdo que foram submetidas a um estresse oxidativo em

cultura (in vitro).

Semelhante ao encontrado por esta pesquisa no grupo SCNT 6ébitos/ natimortos,
em um estudo realizado em placenta de boninos clonados, Verechia et al., (2003),
demonstraram que esses animais apresentavam poucas arvores vilosas, onde os vilos
apresentavam um arranjo desorganizado, com algumas células trofoblasticas exibindo

nucleos alterados.

Em clones suinos, a morfologia e funcdo prejudicadas de placentas derivadas
de SCNT, podem ser devido a desregulagdo macica de genes impressos, que podem
ser resultado de reprogramacao epigenética aberrante durante o desenvolvimento
do embrido clonado (AO; LIU; ZHAO et al., 2017).
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Grupo SCNT viaveis

Semelhante ao ocorrido no grupo SCNT Obitos/natimortos, a camada
alantoideana em CG demonstra um espessamento, da mesma forma que verificado
na camada do corion e mesoderma alantoideano em CP. Os vasos alantoideanos em
CP possuem paredes espessas e raio luminal maior quando comparados ao grupo

controle.

A somatoria dos achados acima, aliado a disposicéo dos vilos em CG, onde ha
uma maior distribuicdo das vilosidade e avanco em direcdo ao endométrio materno, e
em sua totalidade a disposicao dos capilares fetais, epitélio trofoblastico e tecido
conjuntivo mais equivalente com a organizacdo histolégica e citolégica do grupo
controle, pode justificar em parte a efetividade do desenvolvimento do feto, mesmo
gue com as adaptabilidades realizadas pelo organismo para a manutencdo da
gestacao e viabilidade fetal. Em estudos realizado em humanos, uma das funcdes
comprovada do trofoblasto € invasdo em direcdo ao miométrio materno durante o
primeiro trimestre de gestacdo, aumentando a capacidade angiogénica por meio de
fatores de crescimento, promovendo a vasculariza¢do durante o desenvolvimento fetal
(LI et al., 2004). O trofoblasto também ¢é capaz de direcionar e auxiliar o
remodelamento dos vasos para um desenvolvimento e diferenciagdo dos vilos na
placenta (KAUFMANN et al., 2003).

Surpreendentemente, no foco amostral do CNG, identificamos uma desarranjo
na morfologia dos vilos, onde ha a presenca de vacuolos e escassas células
trofoblasticas. Essa desorganizacdo do epitélio trofoblastico, tecido conjuntivo e
capilares fetais, pode nao estar relacionada a dependéncia direta desse foco amostral

com a viabilidade fetal.

Foco amostral Corpo do Utero

Por meio da microscopia eletronica de varredura, observamos em CP uma
camada de material desconhecido recobrindo a superficie do vilo de forma parcial no
grupo SCNT 6bitos/natimortos e praticamente total no grupo SCNT viaveis. Talvez a
disposicéo parcial da deposi¢cao do material no grupo SCNT Obitos/natimortos seja em
relacdo a desestruturacdo e fragilidade do epitélio trofoblastico, caracteristica do

grupo experimental. Essa camada de substancia desconhecida esta sobreposta as
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células trofoblasticas, alterando a morfologia das projecdes coridnicas do classico
formato de “amora” para células sem delineamento definido, além de aumentar a

barreira placentaria, podendo dificultar as trocas materno-fetais.

Uma hipotese acerca dessa substancia é de que, diante dos espacos adjacentes
dos microcotilédones, as areas de aréolas continuem presentes e funcionais a fim de
continuar a oferta de histotrofo para o feto (ALLEN; WILSHER, 2003). Nesse caso

estariamos diante da nutricdo fetal recobrindo as vilosidades microcotiledonarias.

Entretanto, um recente estudo realizado em amostras uterinas de gestacfes
bovinas concebidas a partir de SCNT elucidaram que, comparado ao grupo controle,
o trofoblasto de gesta¢cBes incompativeis heterozigéticas MHC-I expressaram niveis
de citocinas pro-inflamatdrias aumentados na interface materno-fetal. As observacoes
dos autores fornece informacdes a respeito da regulacéo positiva de genes do sistema
imunoldgico nas células trofoblasticas de conceptos SCNT bovinos e a desregulagcéo
da expressao de miRNA de células trofoblasticas, sugerindo fortemente que as células
trofoblasticas tém importante funcédo imunorreguladora e provavelmente amplificadora
das respostas imunes uterinas pro-inflamatorias (RUTIGLIANO et al., 2022). Ja nessa
situacdo, teriamos alguns fatores imunologicos mediando e modulando de forma

guimica e mecanica as trocas materno fetais nos vilos dos microcotilédones.

Dessa forma, ndo podemos afirmar com as ferramentas disponiveis desse
estudo a origem da substancia, necessitando de mais pesquisas a respeito desse

fendmeno identificados nos SCNTSs.

CONCLUSAO

No grupo SCNT o6bitos/ natimortos observamos em CG maior quantidade células
colunares altas, superior quantidade de tecido conjuntivo frouxo e sugestivo processo
neoangiogénico. Na regido de CNG, a maior quantidade de vilos foi acompanhada
pelo aumento do numero de células colunares altas e capilares fetais. Ja na regiao de
CP, o grupo SCNT 0bitos/ natimortos foi observado menor quantidade de tecido
conjuntivo frouxo (quando contraposto com a quantidade de vilos), intensa
vascularizagdo, aumento de células binucleadas, maior contagem de células
colunares altas e capilares fetais, onde a configuracédo destes ultimos acompanha a

membrana basal do trofoblasto. A regido de CP ainda, dispde de destruicao do epitélio
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trofoblasto, com exposicéo dos capilares fetais nas vilosidades microcotiledonérias e
extravazamento sanguineo. H& sobreposto sobre essa regido placentéaria, de forma
parcial — talvez devido ao disforme vilar, uma fina camada de material cuja composicao

é incerta.

No grupo SCNT viaveis foi percebido em CG, maior quantidade de células
colunares altas com vilos mais alongados. Em CNG o grupo experimental ja
mencionado, apresentou desconfiguracdo das estruturas histolégicas, onde houve
pouca contagem de células trofolasticas, presenca de vacuolos e células apoptoéticas
e, nos capilares feitas contatamos nucleos menores e mais alongados. Neste mesmo
grupo, na regido de CP pudemos observar maior nimero de células colunares altas e
espessamento das tunicas intima, média a adventicia além de maior raio do limen
dos vasos sanguineos quando comparadas estruturas com o grupo controle. Uma fina
camada de material desconhecido foi identificado recobrindo de forma total as

vilosidades coribnicas.

Todos os focos amostrais nos grupos de SCNTSs, com excec¢ao do CNG do grupo
SCNT viaveis, apresentaram algum grau de infiltrado inflamat6ério mononuclear, com
a presenca de macréfagos e linfécitos nas microvilosidades, majoritariamente na

regido placentaria de corpo do utero.

Salientamos que, mais estudos sao necessarios para a compreensdo das
anormalidade placentarias em equinos provenientes de Transferéncia Nuclear de

Células Somaticas.
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Anexo 1 - Painel histolégico comparativo da membrana corioalantoideana de éguas gestante de
Controle, SCNT viaveis, SCNT o6bitos/ natimortos das regides de corno gestante (CG), corno nao
gestante (CNG) e corpo do Utero (CP)
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Fonte: CARNEIRO, FP (2022).
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COMPARACAO ESTEREOLOGICA DA MEMBRANA CORIOALANTOIDEANA DE
EGUAS GESTANTES DE CLONES EQUINOS VIAVEIS, OBITOS/ NATIMORTOS E
CONTROLE
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RESUMO
A placenta € o Unico meio de trocas materno-fetais que possibilita o desenvolvimento
da gestacao. Investigacdes morfologicas e estereoldgicas placentarias demonstram a
plasticidade desse 6Orgdo transitorio. Por meio de co-relagBes € possivel apurar
patologias de origem materna ou origem embrionaria. As repercussées da anomalia
placentéria podem ser manifestadas em varios estagios de vida do individuo. Estudos
na clonagem equina por Transferéncia Nuclear de Células Sométicas (SCNT)
demonstram uma série de anormalidades placentarias como membrana alantoideana
espessa, vasos alantoideanos congestos, placentite, além de uma somatéria de
achados umbilicais anormais, torna-se impreterivel o estudo das membranas
corioalantoideana de clones equinos. Neste sentido, o presente estudo buscou
compreender por meio da estereologia, o volume total da membrana
corioalantoideana, volume total das regides placentarias, densidade, altura e largura
dos microcotilédones e a altura da camada do coérion, mesoderma alantoideano e
camada alantoideana mediante sua totalidade, em cada regido placentaria de corno
gravidico (CG), corno néo gravidico (CNG) e corpo do utero (CP) de gestacfes
provenientes de SCNT viaveis (n=5), SCNT obitos/ natimortos até 12 horas de
nascimento (n=5) e Controle oriundas de inseminacao artificial e transferéncia
embrionaria convencional (n=5). Os resultados demonstraram que, o grupo SCNT
viaveis apresentou menores valores da Largura dos microcotilédones. O grupo SCNT

Obitos/ natimortos obteve maior volume total da membrana corioalantoideana; maior
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volume na regido de corpo do Utero e menor na regido de corno nao gravidico; maior
altura na totalidade das camadas do corion, mesoderma alantoideano e camada
alantoideana; uma tendéncia de alta na Altura dos vilos. Os grupos SCNTSs,
demonstraram menor Densidade microcotiledonaria em relacdo ao grupo Controle.
Enfatizamos que mais estudos sd0 necessarios para a compreensdo do

remodelamento placentario na espécie equina.

Palavras-chave: Clones equinos. Membrana corioalantoideana. Estereologia.
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ABSTRACT
The placenta is the only means of maternal-fetal exchange that enables the
development of gestation. Placental morphological and stereological investigations
demonstrate the plasticity of this transitional organ. By means of co-relations it is
possible to ascertain pathologies of maternal origin or embryonic origin. The
repercussions of placental abnormality can be manifested at various stages of the
individual's life. Studies in equine cloning by Somatic Cell Nuclear Transfer (SCNT)
demonstrate a series of placental abnormalities such as thickened allantoidean
membrane, congested allantoidean vessels, placentitis, besides a sum of abnormal
umbilical findings, making it imperative to study the chorioallantoidean membranes of
equine clones. In this sense, the present study sought to understand by means of
stereology, the total volume of the chorioallantoidean membrane, total volume of the
placental regions, density, height and width of the microcotyledons and the height of
the chorion layer, allantoidean mesoderm and allantoidean layer through its entirety,
in each placental region of gravid horn (CG), non gravid horn (NGC) and body of uterus
(BW) of pregnancies from viable SCNT (n=5), deceased/dead SCNT within 12 hours
of birth (n=5) and Control from artificial insemination and conventional embryo transfer
(n=5). The results showed that, the viable SCNT group presented lower values of
microcotyledon width. The SCNT death/death group obtained higher total volume of
the chorioallantoid membrane; higher volume in the uterine body region and lower in
the non gravid horn region; higher height in the totality of the chorion layers, allantoid
mesoderm and allantoid layer; an upward trend in Villus Height. The SCNTs groups,
demonstrated lower Microcotyledon Density compared to the Control group. We
emphasize that further studies are needed for the understanding of placental

remodeling in the equine species.

Keywords: Equine clones. Chorioallantoide membrane. Stereology.
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INTRODUCAO

A placenta € o Unico 6rgdo transitério de transferéncia materno-fetal que
possibilita todas as trocas moleculares indispensavel para a manutencao da gestacao
(ALLEN et al., 2002). Diversos estudos estereoldgicos das gestacfes demonstram
que, o desenvolvimento do concepto esta relacionado com modificagdes durante o
periodo gestacional que impactam a morfologia e funcionalidade da placenta
(MAYHEW et al., 2003, 2007, 2008; VERAS et al., 2008; SALAZAR-PETRES et al.,
2022).

Em humanos, a morfologia disfuncional placentaria foi relacionado a gestacfes
complicadas ou comprometidas por enfermidades de origem materna como pré-
eclampsia, restricdo de crescimento intra-uterino, diabetes mellitus e doencas virais
como a COVID-19 causada pelo virus SARS-CoV-2 que compromete o sistema
imunolégico, causando sofrimento fetal (POLLACK et al., 1992; MAYHEW et al., 1996,
2003; BARKER, 2006; ABEDZADEH-KALAHROUDI et al., 2021; BRIEN et al., 2021;
GUPTAetal., 2021; HUSEN et al., 2021). Ha também as disfuncionalidades de origem
fetal como a falha na programacéo celular, sinalizagdo endocrinoldgica e atipicidade
do corddo umbilical resultando em deficiente aporte sanguineo fetal (ROBERTS;
OLIVA, 2006; MAN et al., 2016; BUKOWSKI et al., 2017; HAGHIGHI et al., 2020;
HAMMA et al., 2020).

Uma placenta insuficiente onde ndo supre o aporte vascular adequado para o
desenvolvimento do feto, mesmo que o mesmo venha a termo, pode causar baixo
peso ao nascimento, deficiéncias de conexao neural, prejudicar as células do cortex
cerebral, podendo impactar de forma permanente em todos os anos de vida do
individuo (BARKER et al., 1989; BARKER, 1995; SAMUELSEN et al., 2007; VAKIL et
al., 2022).

Em um estudo morfomeétrico realizado em placenta equina, constatou que, uma
placenta com menor composi¢do estrutural, menor vascularizacdo refletira na
diminuicdo da passagem de nutrientes e oxigénio para o feto, consequentemente
afetando negativamente quanto ao vigor do potro pés nascimento (MEIRELLES et al.,
2017).

Ponderando sobre a oportunidade da quantidade e qualidade de produgéo de
animais, com o avanco das biotecnologias reprodutivas, a clonagem equina tem

ganhado cada vez mais destaque, na possibilidade de recriagdo de animais com
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genética comercialmente/esportivamente relevantes. Todavia, a técnica possui baixa
eficiéncia, sendo relatado varias anormalidades placentarias como placentites,
membrana alantoideana espessa, vasos umbilicais dilatados, vasos alantoideanos
congestos e com maiores calibres (LAGUTINA et al., 2005; JOHNSON et al., 2010;
POZOR, 2016; GAMBINI; MASERATI, 2017;).

Dado a relevancia da clonagem e seus impactos no bem-estar animal,
objetivamos nesse estudo o detalhamento estereoldgico da membrana corioalantéide
de éguas gestantes de clones equinos (viaveis e o6bitos/ natimortos), fazendo um
comparativo com éguas gestantes controle, para diagnosticar parte da ineficiéncia das
trocas materno-fetais e corroborar com o aprimoramento da técnica de Transferéncia

Nuclear de Células Somaticas em equinos.

MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sado Paulo (CEUA
FMVZ-USP) e seu desenvolvimento ocorreu de acordo com as diretrizes da mesma,
sob o protocolo 3477230720.

Local e animais

No presente projeto de pesquisa foram utilizadas 15 membranas
corioalantoideanas de equinos: 5 clonados provenientes da SCNT que resultaram em
animais viaveis (SCNT viaveis); 5 clonados provenientes da SCNT que resultaram em
natimortos ou o6bitos neonatais até 12 horas apdés o nascimento (SCNT Obitos/
natimortos) e; 5 controles provenientes da técnica de Inseminacdo Artificial e
Transferéncia de Embrido convencional (Controle).

As éguas gestantes de clones equinos ficaram alojadas na empresa InVitro Brasil
Clonagem Animal, localizada na cidade de Mogi-Mirim, estado de Sao Paulo, Brasil
(Latitude: 22°25'54" sul; Longitude: 46°57'28" oeste; Altitude: 631 metros). As éguas
gestantes controle ficaram instaladas na Fazenda Santa Rita Il, localizada em
Piracaia, no estado de Sao Paulo, Brasil (Latitude: 23°03'14" sul; Longitude: 46°21'29"
oeste; Altitude: 792 metros).

Todas as eguas encontravam-se higidas nas quais foram selecionadas de forma

randémica de acordo com a faixa etaria (5 a 10 anos), peso (350 a 550kg) e raca
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(Quarto de milha, Mangalarga, Campolina, Mestica), em que 0s partos ocorreram na
estacdo de nascimento 2018/2019.

As éguas foram mantidas a pasto de Tifton em piquetes rotacionados de
dimensdes médias de 20m X 35m, onde as dietas foram ajustadas de acordo com as
necessidades dos animais, dispunha de iluminag&o natural, com fonte de 4gua natural
ad libidum. Todas as éguas foram rotineiramente vacinadas e vermifugadas em
conformidade com protocolo instituido em cada propriedade. Nos ultimos 40 dias da
data prevista do parto, as éguas foram mantidas em piquetes maternidade sob

supervisdo veterindria por periodo integral.

Coleta e processamento do material bioldgico

Os partos foram acompanhados por equipe médica veterinaria e, 0s anexos
fetais foram recolhidos imediatamente apdés o delivramento. A membrana
corioalantoideana foi disposta sobre uma superficie limpa e plana, formando a letra
“F” (ASHBURY; LEBLANC, 1993). Foram realizadas fotografias, com escala graduada
em centimetros, para avaliacdo da area de superficie e mensurada a distancia
horizontal (cm), da regido proximal do corpo uterino até a regido distal do corno
gravidico e a distancia vertical (cm), da regido proximal do corno uterino até a estrela
cervical. O peso total dos anexos fetais (kg) e o peso da membrana corioalantoideana
(kg) foram obtidos por meio de balanca convencional, além de observados aspecto,
integridade e coloracao tecidual.

Dimensionados os 3 focos amostrais, fragmentos de 2cm? da membrana
corioalantoideana das regides de corpo uterino (CP: 20 cm a partir da estrela cervical),
corno gestante (CG: 20 cm da regido distal do corno gestante) e corno ndo gestante
(CNG: 20 cm da regido distal do corno ndo gestante) foram coletados (Figura 1),
identificados, acondicionadas em cassetes histologicos e imersos em paraformaldeido

a 4% tamponado para as analises estereologicas.
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Figura 1 — Esquema de mensuracdo em centimetro da membrana corioalantdideana (A).

Identificacdo da padronizagéo da coleta dos focos amostrais na membrana corioalantéide (B)
o g — i

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

As amostras foram emblocadas em parafina e obtidos cortes de 5 pm
perpendiculares a superficie coridnica (definida como o plano de referéncia horizontal)
para geracdo de grupos de cortes verticais (TOLEDO et al.,, 2015). Os cortes
histol6gicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e fotografados em
microscopia de luz utilizando-se uma objetiva de pequeno aumento (2X).

Para a estereologia e morfometria placentaria foram realizadas imagens
digitalizadas das laminas das regides da placenta (CG, CNG e CP), utilizando o
software CaseViewer® (https://www.3dhistech.com/). O sistema teste utilizado para
estimar os compartimentos placentarios foram sobrepostos nos campos de visédo

usando o software de dominio publico NIH Image J® (https://imagej.nih.qoV/ij/).

Andlise estereoldgica
VOLUME TOTAL DA MEMBRANA CORIOALANTOIDEANA
O volume total da membrana corioalantoideana (cm3) foi calculado a partir da
razdo peso da membrana corioalantoideana (g) pela densidade especifica do tecido
(g/cm3). Em concordancia ao padronizado por Mayhew (2003), o valor de densidade
especifica do tecido utilizado foi de 1,05 g/cm3.

VOLUME TOTAL DAS REGIOES PLACENTARIAS
O volume total de cada macrocompartimento placentéario: corno gestante (CG),
corno nao gestante (CnG) e corpo do utero (CP), foi obtido pela contagem de pontos
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descrita por Howard e Reed (2005) utilizando o software Image J®. A metodologia
consistiu na aplicacdo de um teste de pontos sobre a membrana corioalantoide,
contagem dos pontos incidentes sobre a mesma e sobre cada macrocompartimento
de interesse (Figura 2).

A fracao de volume de cada regido placentéria (Vvarea) foi calculada dividindo-
se a somatéria dos pontos incidentes sobre o macrocompartimento de interesse
(Zptarea) pela somatéria dos pontos incidentes sobre membrana corioalantoideana

como um todo (Zptplac).

Vvarea = Xptarea + Xptplac

Por sua vez, o volume total de cada macrocompartimento placentério (Varea)
foi obtido pela multiplicacdo da fragéo de volume de cada regido (Vvarea) pelo volume

total da membrana corioalantoideana(Vplac).

Figura 2 — Aplicag&o do sistema teste sobre fotografia da membrana corioalantdideana equina,

utilizando o programa Image J®

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

DENSIDADE, ALTURA E LARGURA DOS MICROCOTILEDONES
A densidade, largura da base e altura dos microcotilédones foram estimadas
por meio de micrografia de objetiva de menor aumento (2X) obtida pelo Software

Image J®. No calculo da densidade microcotiledonéria foram considerados o nimero
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de microcotilédones por comprimento na regido de interesse da membrana
corioalantoideana. Para a largura da base e a altura dos microcotilédones foi realizada

mensuracao direta da micrografia (Figura 3).

Figura 3 — Determinagéo da Densidade, Largura (A) e Altura (B) da regido placentaria equina,

utilizando o programa Image J®. Coloracdo HE. Barra de escala = 500 pm

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

ALTURA DA CAMADA DO CORION, MESODERMA ALANTOIDEANO E
CAMADA ALANTOIDEANA EM SUA TOTALIDADE

Para a altura da camada do cérion, mesoderma alantoideano e camada
alantoideana, foram estimadas por meio de mensuracdo direta da micrografia de
objetiva de menor aumento (2X), utilizando o software Image J®. Em cada lamina,

foram utilizadas 5 regides randomizadas (Figura 4).

Figura 4 — Determinac&o da Altura da Camada do cérion (A), Mesoderma alantoideano (B) e

Camada alantoideana (C) de cada regido placentaria equina, utilizando o programa Image J®.

Coloracéo HE. Barra de escala = 500 um

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

Andlise estatistica
Os dados foram tratados pelo aplicativo Guided Data Analisys, primeiramente

testados quanto & normalidade dos residuos (distribuicdo normal) e homogeneidade
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das variancias. Caso nao respeitadas estas premissas, foram transformados
(logaritmo na base 10 - LogioX; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X?) e, no caso da
normalidade ndo obtida, empregou-se, o teste de Wilcoxon. Para as variaveis
paramétricas foi utilizado o teste t de Student. Foi considerada a probabilidade de 5%
(P<0,05).

RESULTADOS

VOLUME TOTAL DA MEMBRANA CORIOALANTOIDEANA

O grupo SCNT obitos/natimortos apresentou média superior do volume total da
membrana corioalantoideana quando comparado aos grupos Controle e SCNT

viaveis, onde ambos nao obtiveram diferenca estatistica com p=0.0003 (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Volume total em cm3 da membrana corioalantoideana no grupo Controle, SCNT
vidveis e SCNT oObitos/ natimortos
VOLUME TOTAL DA MEMBRANA CORIOALANTOIDEANA
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Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

VOLUME DAS REGIOES PLACENTARIAS

Quando comparamos o efeito da regido em cada grupo, observamos que em
todos os grupos na regido CP obteve valores superiores (Controle: 0,80852+0,59);
SCNT viaveis: 0,83631+0,03; SCNT 06bitos/ natimortos: 0,85977+0,03) em relacdo ao
CG (Controle: 0,43660+0,03; SCNT viaveis: 0,39130+0,02; SCNT 06bitos/ natimortos:
0,35977+0,02) e CNG (Controle: 0,38849+0,03; SCNT viaveis: 0,38003+0,01; SCNT
obitos/ natimortos: 0,36988+0,01) (Grafico 2).
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Gréfico 2 — Volume total em cm? das regifes placentarias entre os grupos Controle, SCNT viaveis
e SCNT o6bitos/ natimortos, nos macrocompatimentos de corno gravidico (CG), corno ndo gravidico
(CNG) e corpo do utero (CP)
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Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

Ja quando comparamos o efeito do grupo em cada regido, o CG do grupo SCNT
Obito/natimorto obteve valores inferiores (0,35977+0,27) de volume no foco amostral
em questdo quando comparado ao grupo Controle (0,43660+0,34), e o0 grupo SCNT
viaveis (0,39130+ 0,02) ndo se diferiu estatisticamente dos demais grupos

experimentais (Gréfico 3).

Gréfico 3 — Volume total em % de vilos das regides placentarias no macrocompatimento de corno

gravidico (CG) entre os grupos Controle, SCNT viaveis e SCNT 0bitos/ natimortos
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Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

A regido CNG nao apresentou diferencas estatisticas quando comparados 0s
grupos Controle (0,38849+0,03), SCNT viaveis (0,38003+0,01) e SCNT
Obito/natimorto (0,36988+0,01) (Gréfico 4).
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Gréfico 4 — Volume total em % de vilos das regifes placentarias no macrocompatimento de corno

nao gravidico (CNG) entre os grupos Controle, SCNT viaveis e SCNT 06bitos/ natimortos
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Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

Na regido CP, o grupo SCNT obito/natimorto obteve valores maiores
(0,85483+0,03) de volume em comparado ao grupo Controle (0,80852+0,05), e o
grupo SCNT viaveis (0,83631+0,03) nao se diferiu estatisticamente dos demais grupos

(Gréafico 5).

Gréfico 5 — Volume total em % de vilos das regides placentarias no macrocompatimento de corpo

do utero (CP) entre os grupos Controle, SCNT viaveis e SCNT 6bitos/ natimortos
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Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

DENSIDADE, ALTURA E LARGURA DOS MICROCOTILEDONES
Na avaliacdo das variaveis Densidade, e Largura dos microcotilédones os grupos
Controle, SCNT viaveis e SCNT 06bitos/ natimortos, apresentaram nas regides de CG,

CNG e CP os seguintes resultados (Tabela 1).
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Tabela 1 — Média + erro padrdao com valor de p das variaveis Densidade, Altura e Largura dos

microcotilédones nos grupos Controle, SCNT viaveis e SCNT 6bitos/ natimortos

VARIAVEIS GRUPO EXPERIMENTAL
OSCNT VALOR DE p
. BITOS/
CONTROLE  SCNT VIAVEIS o
S
DENS 22400 +850  13,933+9,95 13,600 + 5,16 0,7453
(UN/pm)

ALT (um) S oTET 88371328640 984,560 + 0,0033
LARG (um) POTO3E 371,180 £ 161,15 563,960 2 0,7110

DENS: Densidade; UN/um: Unidade por comprimento em micrometro.
ALT: Altura; pm: micrometro.

LARG: Largura; pm: micrometro.

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

Uma menor Densidade microcotiledonaria foi constatado no grupo SCNT 6bitos/
natimortos (13,600 + 5,16) em relacdo ao grupo Controle (22,400 = 8,50) e SCNT
viaveis (13,933 + 9,95). O grupo SCNT viaveis (371,180 + 161,15) demonstrou possuir
menor Largura dos microcotilédones em comparacao aos grupos Controle (507,953 +
101,05) e SCNT oObitos/ natimortos (563,960 + 154,50). Na variavel Altura
microcotiledonéria, o grupo SCNT apresentou uma tendéncia de aumento quando
comparado com os grupos Controle e SCNT viaveis — 843,511 + 193,28 e 883,713 +

286,40, respectivamente (Grafico 6).

Gréfico 6 — Densidade, Largura e Altura dos microcotilédones entre os grupos Controle, SCNT
viaveis e SCNT 6bitos/ natimortos

DENSIDADE MICROCOTILEDONARIA LARGURA MICROCOTILEDONARIA ALTURA MICROCOTILEDONARIA

UN/pam

CONTROLE SCNT VIAVEIS SCNT OBITOS/ CONTROLE SONTVIAVESS SCNT GRITOS/ CONTROLE SCNTVIAVEIS SCNT OBITOS/
NATIMORTOS NATIMORTOS NATIMORTOS

Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Asterisco indica tendéncia de aumento.

UN/um: Unidade por comprimento em micrometro.

pMm: micrometro.

Fonte: CARNEIRO, FP (2022).
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ALTURA DA CAMADA DO CORION, MESODERMA ALANTOIDEANO E
CAMADA ALANTOIDEANA EM SUA TOTALIDADE

A somatoria das camadas do corion, mesoderma alantoideano e camada
alantoideana contrastado com 0s grupos experimentais, o grupo SCNT Oobitos/
natimortos (723,273+386,55) apresentou maior altura das camadas em relacdo ao
grupo Controle (354,753+203,10) e SCNT viaveis (368,806+219,69) (Grafico 7).

Gréfico 7 — Altura da camada do corion, mesoderma alanteoideano e camada alantoideana em
sua totalidade, entre os grupos Controle, SCNT viaveis e SCNT 6bitos/ natimortos
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Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica (p<0,05).
Fonte: CARNEIRO, FP (2022).

DISCUSSAO

A placenta dos animais ha muitos anos vem sendo estudada pois fornece um
“imprinted”, ou seja, dispde de uma retrospectiva de todos os acontecimentos no
periodo gestacional. Nesta perspectiva, devido ao transcorrer gestacional,
modificagdes procedem nos padrfes nutricionais, vasculares e enddcrinos, surgindo
alteracdes tanto nas estruturas macroscopicas quanto ultraestruturais da placenta
(SIBLEY et al., 2005; FOWDEN et a., 2006). No entanto, alterac6es que ultrapassem
limites fisiol6gicos podem comprometer o periodo gestacional e desenvolvimento fetal,
resultando em animais com algum tipo de déficit, abortamentos, natimortos ou 6bitos
neonatais.

Em nosso estudo descobrimos que, o grupo SCNT o6bitos/ natimortos obtive
menor densidade microcotiledonaria (em comparacdo ao grupo controle) associada
uma tendéncia de aumento na altura das vilosidades. Esse mecanismo de avango
viloso em diregcdo ao endométrio, poderia caracterizar uma tentativa de aumentar a
area de troca entre os tecidos fetais e maternos, em razéo da quantidade reduzida de

microcotilédones — Unica estrutura capaz de realizar as transferéncias moleculares
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necessarias para o desenvolvimento fetal. Corroborando com nossos achados, Bianco
et al.,( 2014) fazem uma correlacdo entre placentas de éguas provenientes de
gestacdes de animais convencionais com a viabilidade neonatal onde explicam que o
desenvolvimento placentario de éguas esta relacionado com a saude do potro,
apontando ainda que, mediante analise morfométrica, as vilosidades coribnicas
tendem a ter maior ramificacdo e complexidade em potros doentes do que em potros
saudaveis.

O grupo SCNT o6bitos/ natimortos ainda, demonstrou maior volume total da
membrana corioalantdide onde, dentre as regides de corno gravidico, corno nao
gravidico e corpo do Utero, esta ultima apresentou maior volume quando comparado
aos demais grupos. O maior volume de CP pode ser baseado na maior altura das
camadas do corion, mesoderma alantoideano e camada alantoideana na mesma
regido placentéria. Esse aumento do volume e altura provavelmente refere-se a um
processo inflamatério das membranas embrionarias durante o periodo gestacional,
tipificado por placentite, enfermidade que é a causa mais comum de abortamento,
parto prematuro e morte neonatal nos equinos (HONG et al., 1993).

Todavia, a origem das altera¢des placentarias podem ocorrer por mecanismos
tanto maternos quanto fetais.

Um estudo realizado em mulheres gestantes portadoras de diabetes, mostrou
gue a placentite influencia o recrutamento de citocinas pro-inflamatérias que resultam
em um aumento dos componentes da matriz extracelular e subsequente
vascularizacao e reorganizacgao estrutural placentaria (RADAELLI et al., 2003). Ja em
mulheres com pré-eclampsia, ha uma diminuicdo da perfusdo placentéria, resultando
em falha na invasédo do trofoblasto em direcdo ao endométrio. Como resposta, ha
alteracdo na funcdo endotelial, ativando o processo inflamatério e reatividade
vascular. Nesse cenario desfavoravel, com o fluxo Gtero-placentario diminuido, ha a
instalacdo da insuficiéncia placentaria (MAYHEW et al., 2003). Fatores virais, no caso
de mulheres infectadas com SARS-CoV-2, aumentam o risco de pré-eclampsia, parto
prematuro, sofrimento fetal, ma perfusdo vascular materna e fetal, anormalidades
placentarias resultantes de resposta imunoldgica localizada (BRIEN et al.,, 2021,
GUPTA et al., 2021; HUSEN et al., 2021).

No tocante da incompeténcia embrionaria em SCNT, na espécie bovina foi
demonstrado uma expressao errdbnea de genes e anormalidade do complexo de
histocompatibilidade do tipo | no trofoblasto (HILL et al., 2002; BORDINGNON et al.,
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2002, 2003). Em cées, a clonagem ocasionalmente promove uma anormalidade
gendmica no desenvolvimento sexual, onde células doadoras masculinas produzem
filhotes clonados com genitdlia externa feminina e completa disgenesia gonadal
masculina (HWANG et al., 2020). Em camundongos, demonstraram baixas taxas de
proliferacdo das células trofoblasticas, genes Sfmbt2, Gabl e Slc38a4 que séo
expressos paternalmente, e em placentas SCNT eles foram expressos bialeticamente
(INOUE et al.,, 2020). Os maiores desafios em relagdo ao desenvolvimento
embrionario clonado nas espécies, estdo na reprogramacao epigenética, implantacao,
desenvolvimento e funcao placentaria (NIEMANN et al., 2016; OLSSON et al., 2022;
MALIN et al 2022).

Nos programas de reproducdo equina, com frequéncia, as éguas selecionadas
ndo sao realizadas acuracias para investigar possiveis alteracdes sistémicas que
podem impactar o desenvolvimento embrionario, e durante o periodo gestacional, é
verificado apenas a viabilidade do feto,

Neste estudo ndo tivemos acesso ao historico das enfermidades acometidas
pelas éguas durante o periodo gestacional ou nhas gestacbes pregressas.
Recentemente Pazinato et al., (2017), demonstraram que em éguas gestantes com
laminite crbénica apresentaram sinais de sindrome hipertensiva e alteracdes
vasculares nos vasos placentarios, como reducéo do lumen vascular e da area capilar
nas microcotiledones e espessamento da parede vascular. Confirmaram ainda que
potros nascidos de éguas com laminite crénica apresentaram menor peso ao hascer
e menor duracdo da gestacéao.

Neste sentido, esta pesquisa levanta uma questdo importante a respeito da
salude da égua gestante e seu impacto sobre o desenvolvimento fetal, demonstrando
que, a eficiéncia da técnica ndo depende exclusivamente do embrido, mas sim de um
conjunto de fatores materno-fetais que podem ser levados em consideracdo. Uma vez
gque as éguas tem um periodo gestacional longo (média de 340 dias), a chance de
acometimento de alguma enfermidade é razoavelmente possivel, da mesma forma a
resolucdo da mesma sem o conhecimento veterinario.

Notavel e decisivo em qualquer estacdo reprodutiva e de nascimento, é a
instauracdo de exames obstétricos periodicamente na gestante equina além do
manejo sanitario, parasitario e nutricional adequados. A salude materna, fetal e do
potro dependem desse periodo critico de modificacdes celulares. O nascimento do

potro é uma parte do processo.
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7

Em locais onde é realizado o exame pOs delivramento da membrana
corioalantoideana e anexos fetais, € possivel fazer a averiguacdo macroscopica das
estruturas, uma vez placentarias, e correlacionar com plausiveis medidas de suporte
ao neonato equino. A instituicdo do exame da membrana corioalantdideana é de
extrema importancia para a clinica do potro, além da clinica e saude reprodutiva da
égua.

Por essa razéo, acreditamos que mais estudos sdo necessarios a respeito das
anormalidades placentarias, seus impactos na saude fetal e a verificacdo das
condicdes fisiologicas da égua candidata ao programa de reproducdo, durante o
periodo gestacional e os devidos cuidados poOs-parto para o restabelecimento da

saude reprodutiva das éguas.

CONCLUSAO

O grupo SCNT obitos/ natimortos obteve maior volume total da membrana
corioalantoideana; maior volume na regido de corpo do Utero e menor na regiao de
corno nado gravidico; maior altura na totalidade das camadas do cérion, mesoderma
alantoideano e camada alantoideana. Demonstrou ainda, uma tendéncia de alta na
Altura dos vilos quando comparado ao grupo Controle.

O grupo SCNT viaveis presentou a valores da Largura dos microcotilédones
inferiores em comparacao ao grupo Controle.

Em ambos os grupos SCNTs, demonstraram possuir menor Densidade
microcotiledonéaria em relagéo ao grupo Controle.

Ressaltamos que, mais pesquisas sao necessdarias para a construcdo do

conhecimento acerca das anormalidades placentarias em clones equinos.
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5 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que, a semelhanca entre o grupo SCNT viaveis e
Controle foi maior quando comparado ao SCNT 0bitos/ natimortos. Dado evidenciado
com ressalva do corno ndo gestante a histologia, que apresentou desorganizacao
tecidual e celular que, pode ndo ter afetado o desenvolvimento do feto ou outra area
conseguiu suprir o déficit. No total as estruturas da membrana corioalantoideana —
arranjo das vilosidades e progressdo das estruturas em direcdo ao endométrio
materno, sem acareacfes no epitélio trofoblasto, podem fundamentar como
elementos favoraveis ao desenvolvimento placentario do grupo SCNT viaveis,
corroborando com a viabilidade fetal encontrada. Diversos estudos realizados em
humanos revelam gue o trofoblasto se ramifica em determinados graus de plasticidade
em direcdo ao miométrio na funcédo de promover maior capacidade de vascularizacao,
com capacidade de remodelamento dos vasos fetais e desenvolvimento dos vilos na
placenta (KAUFMANN et al., 2003; BARKER, 1995; (BARKER et al., 1989; BARKER,
1995; SAMUELSEN et al., 2007; VAKIL et al., 2022).

Todavia, o grupo SCNT oObito/ natimortos apresentou menor densidade
microcotiledonéaria (em comparacéo ao grupo controle) associada uma tendéncia de
aumento na altura das vilosidades, alta quantidade dos vilos por microcotilédone em
todas as regides placentaria de CG, CNG e CP, como uma maneira compensatéria
de intensificar e aumentar as trocas materno-fetais a fim de manter a gestacao a
termo. Um estudo realizado em placentas de potros saudaveis e doentes constatou
que, a morfometria das vilosidades de potros doentes tendem a ter uma maior
complexidade e ramificacdo em direcdo ao endométrio quando comparado a
placentas advindas de potros saudaveis (BIANCO et al., 2014).

Acrescido aos achado acima, o grupo SCNT 6ébitos/natimortos ainda
expressaram uma maior contagem de células binucleadas. De acordo com Heyman
et al. (2002), as células binucleadas secretam altas concentra¢des da proteina PSP60
em bovinos oriundos de SCNT. A alta concentragdo dessa proteina esté relacionada
ao aumento da atividade placentaria, indicativo do desenvolvimento anormal
placentario com o intuito de efeito compensatorio, reforcando a nossa hipétese.

Andalago ao descoberto por Verechia et al., (2003), nossos resultados também

demosntraram que 0s animais provenientes de SCNT apresentaram células
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troblasticas com nudcleos modificados e uma desorganizacdo estrutural tecidual
placentéria.

A condicdo de inflamacdo da placenta - a placentite pode ser encontrada de
forma macro (com espessamento da membrana corioalantoide) e micro (pelo grau de
infiltrado inflamatorio nas regides placentéria, sobretudo no corpo do Gtero) nos grupos
SCNTSs, com énfase no grupo SCNT 0bitos/ natimortos, onde essa enfermidade € a
causa comum de morte neonatal, parto prematuro e abortamento em equinos (HONG
et al., 1993).

Uma camada de material/ substancia desconhecido foi identificado, de forma
parcial no grupo SCNT 06bitos/ natimortos, e total no grupo SCNT viaveis, revestindo
os vilos. Esse revestimento altera a morfologia do classico formato de “amora’,
podendo afetar as trocas materno-fetais. De acordo com Allen e Wilsher (2003), nos
espacos adjacentes dos microcotilédones, as areas de aréolas continuam presentes
e funcionais até o fim gestacional, a fim de continuar a oferta de histotrofo para o feto.
Porém, recente pesquisa realizada em placentas bovinas de SCNT esclarecem que,
as células trofoblasticas tem funcédo imunorreguladoras e aplificadoras de reposta
imunes uterinas, onde em gestacbes incompativeis heterozigéticas MHC-I
expressaram niveis de citocinas proé-inflamatérias aumentadas na interface materno-
fetal (RUTIGLIANO et al., 2022). Por isso, mais estudos investigativos Ssao
necessarios a fim de esclarecer a composicdo dessa camada ou substancia
encontrada nos grupos de clones equinos.

Contudo, a origem das alteracdes placentarias podem ocorrer por mecanismos
tanto maternos quanto fetais, e nesse sentido, frequentemente as éguas integrantes
de programas reprodutivos ndo passam por uma avaliacao fisioldgica total, restritas
apenas ao exame do sistema reprodutivo. Pazinato e colaboradores (2017),
evidenciaram que em éguas gestantes com laminite crénica apresentaram sinais de
sindrome hipertensiva e altera¢des vasculares nos vasos placentarios, com reducéo
do lumen vascular e da area capilar nas microcotiledones e espessamento da parede
vascular. Afirmaram entdo que potros nascidos de éguas com laminite crénica
apresentaram menor peso ao nascer e menor duracao da gestacao.

Ressaltamos aqui, a importancia de exames obstétricos e clinicos a respeito da
saude e condicOes fisiologicas da égua gestante, pois impacta de forma direta a

estruturacdo e morfologia placentaria e consequentemente o desenvolvimento fetal.
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Diante do exposto, acreditamos que mais pesquisas sao necessarias a fim da
melhor compreensdo dos processos de anormalidades placentarias em clones
equinos, tomando igualmente como elemento decisivo para o bom andamento da
gestacdo e nascimento de potros saudaveis - objetivo de qualquer programa

reprodutivo, as condi¢fes de saude das éguas gestantes.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho buscamos compreender as estruturas e arquitetura da
membrana corioalantoideana de gestacdes advindas de SCNT viaveis e SCNT 0bitos/
natimortos com gestacfes de técnicas reprodutivas convencionais (Transferéncia
Embrionaria e Inseminacao Artificial), que justificassem ou explicassem, em parte, as
alteracdes placentérias e as perdas gestacionais.

No grupo SCNT viaveis observamos um desarranjo estrutural no corno nao
gestante que pode nao ter impactado de forma direta o desenvolvimento e viabilidade
do feto durante o periodo gestacional.

Por meio da analise estereoldgica o grupo SCNT 0bitos/ natimortos obtiveram
maiores altura e volumes da membrana corioalantéide, com énfase na regido de corpo
do utero. Este mesmo grupo experimental ainda, em analise histolégica demonstrou
uma intensa vascularizacdo, principalmente na regido do corpo do Utero, onde
analisada as ultraestruturas, apresentou um epitélio trofoblasto avariado, com a
exposicao dos capilares fetais dos vilos microcotiledonarios e o extravasamento
sanguineo fetal. O grupo SCNT 6&bitos/ natimortos manifestou possuir uma desordem
nas estruturas integrantes da membrana corioalantéide dos vilos, camada do cérion,
mesoderma alantoideano e camada alantoideana.

Em ambos os grupos SCNTs pudemaos verificar a presenca de uma fina camada
recobrindo de forma parcial ou total as vilosidades microcotiledonarias. Essa camada
ou substancia necessita de estudos mais especificos para apuragédo das causas ou
mecanismos responsaveis pelo fenémeno.

Os programas de reproducdo equina necessitam instituir protocolos a respeito
da saude geral das éguas candidatas ao processo e gestantes, a fim de levar a termo

um potro saudavel.
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