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RESUMO

Arquitetura e estrutura endometrial equina entre o 21° e 42° dias de

gestacao
Autor: Gustavo Henrique Zimmermann Winter

Orientador: Rodrigo Costa Mattos

O embrido equino apresenta um desenvolvimento dinamico por um longo
periodo entre a fertilizacdo, sua entrada no Gtero, fixacdo e posterior invaséo
trofoblastica apds o 36° dia da gestacdo. Durante todo este periodo o concepto
€ sustentado pelo histotrofo endometrial. Estas caracteristicas dos equideos
favorecem o seu uso com modelo experimental in vivo para estudos nos
desenvolvimentos e interacdes fetal e maternal. Os estudos em endométrio
equino tiveram foco em eventos fisiolégicos nas diferentes fases do ciclo estral,
enquanto os estudos aos primeiros momentos da gestacdo sdo escassos. O
entendimento do processo de remodelacdo e morfofisiologia do endométrio
ap6s a entrada do embrido no utero ndo é completamente entendido. O
objetivo deste trabalho foi estudar a morfofisiologia endometrial da gestacéo na
égua envolvendo os periodos pdés-fixacdo e peri-implantacdo, por histologia e
microscopia eletrbnica de varredura. A caracteristica mais marcante da
transformacdo ou adaptacdo endometrial a gestacdo foi o quase total
desaparecimento das células ciliadas na superficie epitelial em ambos cornos
uterinos. A capacidade de secregcdo das células microvilosas também passou
por mudangcas com o0 avanco gestacional. Muitas células secretorias
ingurgitadas e protusas formam a maioria da populacdo do epitélio, onde o

histotrofo se acumula, e apresentaram erosfées em sua superficie,
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provavelmente pela secrecdo apoécrina de vesiculas. A superficie epitelial
apresentou pleomorfismo celular e pseudoestratificacdo, promovida por intensa
hiperplasia celular, acompanhada de adensamento das glandulas endometriais,
desde o 21° dia da gestacdo diminuido apdés o 36° dia. Linfécitos,
provavelmente uNK, foram encontrados no epitélio luminal do endométrio ja
aos 21 dias de gestacdo em ambos cornos, gravidico e nao gravidico. Foi
evidenciado o septamento no epitélio luminal, com sulcos formados aos 35 e
36 dias, tornando-se mais profundos aos 42 dias de gestacdo. Toda esta
evolucdo e adaptacéo continua aconteceram principalmente no corno gravidico

acompanhados em menor intensidade pelo corno ndo gravidico.

Palavras-chave. Célula ciliada, uNK, embrido, reconhecimento materno da

gestacéo, glandula endometrial.
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ABSTRACT

Architecture and structure of equine endometrium between 215t and 42"

days of pregnancy

Author: Gustavo Henrique Zimmermann Winter

Adviser: Rodrigo Costa Mattos

The equine embryo plays a dynamic development for a long period between
fertilization, its entry into the uterus, fixes and subsequent trophoblastic invasion
after day 36 of gestation. Throughout this period, the conceptus is supported by
endometrial histotrophe. These equids characteristics favor their use as an in
vivo experimental model for studying the changes and interactions in fetal and
maternal development. Studies in equine endometrium were focused on
physiological events in the different phases of the estrous cycle, while studies in
early moments of pregnancy are scant. The process of endometrial remodeling
and morphophysiology after the maternal recognition of pregnancy is not
completely understood. The objective of this work was to study the endometrial
morphophysiology in the mare comprising post-fixation and peri-implantation
periods, by histology and scanning electron microscopy. The most striking
feature of endometrial transformation or adaptation to pregnancy was the
almost total ciliated cells disappearance of the epithelial surface in both uterine
horns. In addition, the secretory capacity of microvillus cells underwent changes
with gestational age. Many engorged and protruded secretory cells were the

majority epithelium population where histotroph accumulates, and showed



erosions on its surface, probably by apocrine vesicle secretion. The epithelial
surface also showed cellular pleomorphic and pseudostratified epithelium as a
result of intense cell hyperplasia. It was accompanied by thickening of the
endometrial glands from day 21 of gestation, then decreasing after the 36™ day.
Lymphocytes, probably uNK, were found in the luminal epithelium of the
endometrium since 215t day of gestation in both pregnant and not pregnant
horns. Septation was evidenced in the luminal epithelium, with sulci formed at
35 days, becoming deeper at 42 days of pregnancy. All this continued evolution
and adaptation occurred mainly in the gravid horn accompanied in less intensity
by non-gravid horn.

Key words. Ciliated cell, uNK, embryo, maternal recognition of pregnancy,

endometrial glands.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Eletromicrografias exemplificando os tipos celulares que compdem a
superficie do epitélio endometrial: célula ciliada (A), células secretorias microvilosas

de superficies planas (B) 0U Protusas (C). ........uuuuuuuuuuummmmniiissssssessssss s s sssss s s ssssessseeeeas 46

FIGURA 2. Fotomicrografias do endométrio nos cornos gravidico (A e C) e nao
gravidico (B e D) aos 21 dias de gestagdo. (A) Epitélio luminal pseudoestratificado e
pleomorfico, presenca de vacuolos de migragdo transepitelial, glandulas com epitélio
colunar alto e muito conteddo vesicular dando aspecto floculado/esponjoso (PAS
400x, barra = 50um); (B) epitélio luminal variando de simples a pseudoestratificado
com pleomorfismo celular, glandulas com epitélio colunar alto e muito contetdo
vesicular dando aspecto floculado/esponjoso (HE 200x, barra = 100um). (C)
Eletromicrografia (1000x) evidenciando reduzido nimero de células ciliadas, células
secretérias ativas e bastante ingurgitadas principalmente nos bordos e calhas,
histotrofo acumulado; (D) eletromicrografia (500x) mostra células secretérias ativas e
ingurgitadas nas calhas, histotrofo disseminado; células ciliadas ausente nos cumes

(o [0 3= Lo (o]0 4 1=] 11 o TSN 50

FIGURA 3. Fotomicrografias do endométrio nos cornos gravidico (A e C) e nédo
gravidico (B e D) aos 24-25 dias de gestacdo. (A) Epitélio luminal e glandular com
células secretérias ativas e ingurgitadas, grande propor¢éo de células ciliadas nos
ductos células do epitélio luminal cuboides e nlcleo em posicdo mediana, membrana
basal fina, vacuolos com linfécitos intraepiteliais podem ser observados entre as
células do epitélio luminal e ductos (PAS — 400x, barra = 50um). (B) Aparente
distanciamento e afrouxamento do EC (PAS — 100x, barra = 200um). (C) EE com
hiperplasia celular das glandulas na por¢do média e basal. Epitélio colunar alto,
citoplasma com alguns vacuolos secretdrios na porgao apical da célula. Nucleo oval
posicionado na por¢éo basal da célula. Células ciliadas podem ser vistas na luz das
glandulas abaixo da imagem. MEC com aparente edema (PAS — 400x, barra =
50um). (D) Hiperplasia celular do epitélio luminal e glandulas. Os nucleos em
hiperplasia estdo mais irregulares no formato. Pleomorfismo e zonas de
pseudoestratificacdo do epitélio luminal. A esquerda uma glandula dilatada
apresentando hiperplasia celular e nucleos regulares/homogéneos. Vacuolos de

linfécitos intraepiteliais sdo esporadicamente encontrados (HE — 400x, barra = 50um).
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1. INTRODUCAO

A preparacado e a adaptacdo endometrial sdo eventos importantes para
0 sucesso da implantacdo do embrido no uUtero nos mamiferos. Os equinos
possuem caracteristicas unicas durante a gestacao, espécie especifica, que os

diferem da gestacao de outros mamiferos.

Entre as espécies de grandes animais domésticos, o concepto equino é
provavelmente o mais lento na realizacdo da implantacdo e do
desenvolvimento de uma placenta estavel para sustentar o crescimento
intrauterino até o parto. Além disso, os embrides em equinos parecem ter de
informar a sua mae, ndo uma, mas duas vezes a sua presenca no utero.
Primeiramente, ao sinalizar e inibir a lutedlise e, segundo, ao promover a
invasdo de suas células do anel coriénico ao endométrio (ALLEN & WILSHER,
2009). Estes eventos durante um longo periodo tornam o equino um excelente

modelo experimental para estudo da gestacao.

A vesicula embrionaria deixa o oviduto e entra no Gtero por volta do 6°
dia apoés a fertilizacdo sendo detectavel por ultrassonografia tdo cedo quanto
no 9° dia (BETTERIDGE et al., 1982; GINTHER, 1995). O concepto € livre até
o dia 15 ap0ds a fertilizacdo quando se fixa na base de um dos cornos uterinos
por conta da contratilidade uterina (GINTHER, 1983; GASTAL et al., 1996).
Durante esta fase de mobilidade uterina o embrido percorre todo lGmen uterino
ao mesmo tempo que apresenta uma taxa de crescimento (diametro) de cerca
de trés milimetros ao dia (GINTHER, 1983). Durante todo este periodo de
mobilidade, a vesicula embrionéria é revestida por uma capsula glicoproteica

acelular, que persiste até os 21 dias de gestacdo (BETTERIDGE, 1989).
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Apos este periodo de mobilidade, a vesicula embrionaria permanece
fixa, mas ndo implantada ao endométrio. Somente por volta do 36° dia da
gestacdo é que as células trofoblasticas do anel coribnico embrionario
penetram ativamente no endométrio. E por volta do 40° dia tem-se a
placentacdo, através do desenvolvimento corioalantéide e inicio da formacgéo
dos microcotilédones (SAMUEL et al., 1974). As células trofoblasticas invasivas
dos equinos ndo tém homélogos conhecidos em outras espécies com
placentacdo epiteliocorial. Apés a invasdo, migracdo e rapida diferenciacao
estas células permanecem firmemente alojadas no estroma endometrial.
Formam-se entdo os célices endometriais, de origem fetal, responsaveis pela
secrecdo do hormoénio gonadotrofina coridnica equina (eCG). Os calices
endometriais persistem desde o 40° até o dia 150 da gestacdo que tem
duracéo aproximada de 330 dias (GINTHER, 1992; ALLEN & WILSHER, 2009).
Ainda assim, permanecem lacunas sobre o entendimento do processo de
remodelacdo e morfofisiologia do endométrio apos a entrada do embrido no
atero, reconhecimento materno da gestacdo, o periodo de migracéo

embrionaria na luz uterina e seus periodos de fixacdo e posterior implantacao.

Durante o longo periodo entre a concepcao e implantacdo do embriédo
no Utero a égua esta sujeita a interrupcdo da gestacdo, principalmente pela
perda embrionaria precoce, acarretando transtornos reprodutivos e
consideraveis perdas econbmicas na industria equina. A perda embrionaria
precoce entre os dias 12 e 40 da gestacdo pode ocorrer em até 10% a 30%
das éguas jovens e idosas, respectivamente (GINTHER, 1992; VANDERWALL
& NEWCOMBE, 2007). As interacdes embrionarias com o epitélio endometrial
antes e apos sua fixacdo podem fornecer subsidios que ajudem a esclarecer

eventos importantes que levem a perda gestacional.

O objetivo deste estudo foi descrever as mudancas morfofisiol6gicas
endometriais promovidas durante a gestacao inicial, especialmente nos periodo

pos fixacdo e peri-implantacdo do concepto equino.
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2. Revisao bibliografica

Durante o inicio da gestacdo o ambiente uterino esta fisica e
bioquimicamente dindmico. As interagcdes materno-embrionarias sao vitais
durante este periodo para, aléem de evitar a lutedlise, auxiliar na fixacdo e
nidagdo do concepto. A presenca de um endométrio sadio e funcional é
essencial durante a gestacao na égua, principalmente durante a implantacéo e
durante o periodo anterior a este evento, quando o concepto livre é sustentado
inteiramente pelas secre¢cdes exocrinas das glandulas endometriais (LEFRANC
& ALLEN, 2007b).

2.1 Achegadado embrido ao utero

A égua comeca a preparar-se para uma eventual gestacdo em cada
fase latea, independentemente de ter sido acasalada ou ndo (SHARP, 2000).
Porém, quando um embrido estd presente no (tero, a lutedlise deve ser
bloqueada para que o corpo lateo continue a secretar o horménio progesterona
(GINTHER, 1992). A progesterona € essencial para proporcionar o ambiente
uterino apropriado, vital para o desenvolvimento inicial do concepto (KASTELIC
et al., 1987). Eguas ovariectomizadas se tornam aptas a gestacio
simplesmente administrando a progesterona (HINRICHS & KENNEY, 1987). Ja

a remocdo de progesterona circulante em éguas no inicio da gestacdo, por
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ablacéo cirdrgica do corpo luteo ou por administracdo de prostaglandina F2a
(PGF2,) leva a perda embrionéria precoce (GINTHER, 1985).

Ainda no estagio de morula, a partir do 4° dia, o embrido equino produz
prostaglandina E2 (PGE2) provocando um relaxamento da camada muscular
circular e contraindo a camada longitudinal do oviduto (WEBBER et al., 1995).
O embrido é propelido pela constricdo istmo-ampola e entra no lGmen uterino
através da papila Utero-tubaria entre o 5° e 6° dia pds fertilizacdo (WEBBER et
al., 1991).

2.2 A capsulado embrido

Em torno do 6° dia e até por volta dos dias 21 a 22 pés fertilizacédo o
embrido apresenta uma caracteristica Unica dos equinos, uma céapsula
embrionaria persistente no blastocisto (BETTERIDGE et al., 1982,
BETTERIDGE, 2000). Entre o sexto e o sétimo dia a zona pellcida se desfaz,
assim como em outras espécies, e desenvolve-se uma capsula glicoproteica.
Esta capsula tem consideravel importancia funcional entre os dias 7 e 21
aproximadamente, mantendo o formato esférico do concepto, e proporcionando
a resisténcia para permitir que o embrido se movimente por todo o Utero e
suporte a consideravel forca do miométrio neste periodo (ALLEN & WILSHER,
2009).

A cépsula é composta por uma glicoproteina tipo mucina produzida em
grande parte pelo trofoblasto embrionario. A dissolugcédo desta capsula acelular
inicia-se em torno do 21° dia da gestacdo com perda dos &cidos sialicos
presentes na capsula (BETTERIDGE et al.,, 1982; ENDERS & LIU, 1991a;
BETTERIDGE, 2000). O concepto encapsulado interage com o seu ambiente
durante duas fases distintas, é extremamente movel até os 16 a 17 dias e, em

seguida, torna-se imobilizado ou fixo no local da eventual placentagdo. A
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capsula, ao mesmo tempo que proporciona protecdo fisica ao embrido,
provavelmente afeta o modo como o embrido e o endométrio interagem
(BETTERIDGE, 2000; RUJITER-VILLANI et al., 2013).

2.3 Ambiente uterino e interagcdo com o embri&o

O concepto equino desempenha um papel no controle do seu proprio
ambiente intrauterino sinalizando sua presenca, garantindo o reconhecimento
materno da gestacdo, e contribuindo diretamente para o ambiente de
esteroides da luz uterina. Diversas substéncias sao encontradas neste
ambiente uterino, produzidas e metabolizadas pelo endométrio, embrido, ou
ambos. Entre elas os eicosanoides (prostaglandinas), horménios esteroides,
proteinas e peptideos (BETTERIDGE, 2000).

De modo geral, a receptividade uterina a implantacdo do blastocisto
inclui: 1) eclosdo da zona pelucida; 2) pré-contato com o limen uterino; 3)
aposicao entre trofectoderma e epitélio uterino; 4) adesao do trofectoderma ao
epitélio uterino e 5) dependendo da espécie, invasdo endometrial. Estes
eventos pré-implantacdo sao requisitos para a posterior placentacdo e
desenvolvimento da unidade feto-placentaria durante a gestacdo. Produtos
secretorios do epitélio uterino (histotrofo), adequada sinalizacdo entre o
concepto e o epitélio uterino e transferéncia de gases e nutrientes séo fatores
criticos para o reconhecimento da gestacdo, implantacdo, placentacao,

crescimento e desenvolvimento do feto (BAZER et al., 2009).

A preparacao e a adaptacdo endometrial sdo eventos importantes para
0 sucesso da implantacdo do embrido no atero nos mamiferos. Um dos
eventos que ocorrem neste periodo é o aparecimento dos pindpodes na
superficie do epitélio endometrial das mulheres (NIKAS, 1999; NIKAS &
AGHAJANOVA, 2002). Os pindpodes sao identificados por microscopia
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eletrénica de varredura (MEV) como formagbes especializadas das células
epiteliais do endométrio durante a fase secretéria (lGtea), aproximadamente
sete dias apdés a ovulacdo. Os microvilos da célula secretdria se fundem
transitoriamente em uma Unica projecao na membrana, tem aspecto de flor ou
globo (“single flower-like”) com 6um de didmetro e desaparecem de dois
(NIKAS & AGHAJANOVA, 2002) a cinco dias (QUINN & CASPER, 2009).
Embora a transformacédo seja evidente e precisa, a completa funcdo dos
pinépodes ainda € desconhecida o que gera debate sobre a sua real
importancia e utilidade como um marcador para a receptividade endometrial na
mulher (NIKAS, 1999; NIKAS & AGHAJANOVA, 2002; QUINN & CASPER,
2009). Por outro lado, o exame do tecido endometrial durante o primeiro
trimestre da gravidez em mulheres revelou uma abundancia de pinopodes,
sugerindo que eles também podem persistir apos a fase lutea normal (QUINN
et al., 2007). E ainda, conforme a revisdo escrita por Quinn & Casper (2009) os
pinépodes, ou estruturas similares aos pinopodes, sdo identificados durante a
gestacéo inicial em alguns animais de producdo como em bovinos, ovinos e
suinos, e mesmo em camelos, coelhos e macacos. No entanto, ndo ha
descricdo da ocorréncia de estruturas similares aos pindpodes em endomeétrios

equinos.

2.4  Migracéo e fixacdo do embrido

A vesicula embriondria migra continuamente ao longo de todo Utero
desde sua entrada ao lumen uterino, e é altamente mével entre os dias 11 e 15
(GINTHER, 1983) provavelmente para sinalizar a sua presenca de modo
uniforme e reunir as secre¢des uterinas a partir de todo o utero (SHARP, 2000).
A restricAo da mobilidade embrionaria para uma pequena zona uterina nao
permite a prevencao da lutedlise (MCDOWELL et al., 1988). Esta migragédo se

da por movimentos peristalticos do endométrio, estimulados através da
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continua liberacéo de PGE2 e PGF2q pelo embrido (STOUT & ALLEN, 2002). A
mobilidade comeca a diminuir no dia 15, e apds o 17° dia a migracdo cessa. A
fixacdo € definida como o cessar da mobilidade embrionéria (GINTHER, 1983)
e pelo encontro do sitio de implantacao.

O utero equino é flacido durante e imediatamente apds o estro. Por
acao da progesterona aumenta de tonus durante o diestro, diminui levemente o
tbnus até o dia 10 ou 11, e depois, se a égua esta gestante, aumenta
gradualmente de contratilidade e se torna targido. O aumento do ténus uterino
esta associado a uma diminuicdo do diametro do Gtero e continua até os dias
25-30 da gestacdo. Este aumento gradual do tonus e diminuicdo do diametro
uterino aparentemente se combinam para resultar na fixacdo da vesicula
embrionaria ao 17° dia pos fertilizacdo, mantendo-a na base de um dos dois
cornos uterinos (GASTAL et al., 1996). E neste local a vesicula embrionaria
permanece fixa, ndo implantada, pelos préoximos 25 dias (GINTHER 1992,
1998).

Uma série de mudancas morfolégicas dos componentes e membranas
embrionarias, bem como o desenvolvimento do embrido propriamente dito, tem
sequéncia. Todo este desenvolvimento é sustentado através do consumo,
pelas células trofoblasticas, das secrecdes exdcrinas endometriais, o histotrofo
(ALLEN & WILSHER, 2009). Durante este periodo o alantocorion em
desenvolvimento e expansdo ndo promove nenhuma tentativa de estabelecer
uma implantacdo mais estavel no endométrio materno e iniciar o processo de

placentacdo (WILSHER & ALLEN, 2012).

Embora seja bem aceito que existe a fixacdo mas nado implantacédo da
vesicula embrionaria (GINTHER, 1983) até a formacdo dos célices
endometriais (ANTCZAK et al., 2013) uma breve nota relatada por Silva et al.
(2011) descreve uma interessante observacdo. Durante a disseccdo uterina
para estudo in situ da morfologia embrionaria e endometrial foram notadas
algumas pequenas aderéncias do embrido aos 21 dias de idade com a porcéo
dorsal do endométrio. Pareciam haver varias pequenas areas granulares de

contato entre a superficie do saco vitelino, acima do sinus terminalis, com o
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endométrio (SILVA et al., 2011). Estas estruturas foram descritas por Ewart em
1915 como sendo discos trofoblasticos (BETTERIDGE et al., 2005). Estes
discos estdo sobre a superficie exterior e aposto aos tubérculos vitelinicos que
projetam cordas translicidas na face interna da parede do saco vitelino
bilaminar. Estas estruturas, no entanto, tem sido pouco estudadas e séo uma
peculiaridade da vesicula embrionaria equina que talvez mereca uma maior
atencao (BETTERIDGE et al., 2005; BETTERIDGE, 2007).

2.5 Invasao trofoblastica, calices endometriais e placentacao

Somente por volta do 36° dia da gestacdo é que as ceélulas
trofoblasticas do anel coribnico da vesicula embrionaria penetram ativamente
no endométrio (ENDERS & LIU, 1991a, 1991b). As células trofoblasticas
invasivas dos equinos ndo tém homdlogos conhecidos em outras espécies com
placentacdo epiteliocorial. Apdés a maturacdo, invasao, migracdo, rapida
diferenciacdo, estas células binucleadas permanecem firmemente alojadas no
estroma endometrial. Formam-se entdo os calices endometriais, de origem
fetal, responsaveis pela secrecdo do horménio gonadotrofina coriénica equina
(eCG) (ALLEN & MOOR, 1972; ALLEN et al., 1973; ANTCZAK et al., 2013).

O processo de invasdo dos trofoblastos destroi localmente o epitélio
superficial do endométrio. O epitélio se regenera rapidamente abrangendo o
aspecto luminal dos calices por volta do dia 45, mantendo-os completamente
isolados da placenta. Os calices endometriais sdo, deste modo, aloenxertos
fetais individuais (ALLEN & MOOR,1972; ALLEN et al., 1973; LUNN et al.,
1997; GINTHER, 1998). Com a invasdo de células do anel coribnico para o
endométrio estas células trofoblasticas se tornam foco de acumulo de linfocitos
maternos (ENDERS & LIU, 1991a, 1991b), especialmente linfécitos T tipos
CD4+, CD8+ e CD3+ (GRUNIG et al.,, 1995, NORONHA et al., 2012)
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caracterizados como células exterminadoras naturais (NK, natural killer cells).
Primeiramente estes linfocitos permanecem agrupados no estroma endometrial
na periferia do calice, e s se direcionam ao interior da estrutura do calice por
volta do dia 60 a 70 de gestacédo (ENDERS & LIU, 1991b; ENDERS et al, 1991,
LUNN et al., 1997).

Em diversas espécies, as células NK do utero e decidua séo distintas
da populacao periférica em termos de fenoétipo e funcdo (CROY et al,. 2006).
Suas fun¢des na gestacéo nao estdo completamente elucidadas, mas tem sido
implicadas na remodelacdo vascular e facilitacdo da invasdo trofoblastica
(TABIASCO et al., 2006; HARRIS, 2011). Em equinos durante a gestacéo, as
primeiras evidéncias da expressdao de marcadores para células NK no
endomeétrio foram relatadas recentemente (NORONHA et al.,, 2012). Estes
autores sugerem que estas células NK uterinas (UNK) no equino atuem para
facilitar a invasao trofoblastica e remodelacdo endometrial, em funcao
semelhante a descrita para espécies de placentacdo hemocorial e que sofrem

alteracdes nas artérias espiraladas no utero.

Os célices endometriais persistem aproximadamente desde o 40° até o
dia 150 da gestacdo que dura aproximados 330 dias na égua. A porcao basal
das glandulas endometriais justapostas aos cdlices fica distendida com
acumulado exdcrino de secrecdes devido a ablacdo das saidas das glandulas
(ANTCZAK et al., 2013).

A placentacdo propriamente dita sO inicia a partir do 40° dia da
gestacdo (SAMUEL et al., 1974, 1975), cerca de 5 dias apds o processo de
invasdo das células especializadas do anel coridnico ao endométrio. A placenta
€ a unidade morfofuncional para promocéao das trocas de nutrientes e de gases
entre a circulacdo materna e fetal durante toda a gestacdo. A placenta
alantocoribnica dos equideos é classificada como  epiteliocorial
microcotiledonéria difusa, ndo invasiva, e ndo decidua. A unidade de troca
placentaria nos equideos é denominada de microcotilédone. Este termo tem
sido utilizado para abranger tanto o tecido fetal quanto o materno (GINTHER,

1992). A placentacao equina demanda interdigitacdes feto-maternais por toda a
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superficie do endométrio para otimizar o desenvolvimento do feto in utero
(WILSHER & ALLEN, 2004).

2.6  Nutricdo do concepto

Entre os mamiferos duas vias principais evoluiram para transferir
nutrientes da mae para o feto, denominadas histotrofica e hemotrofica,
respectivamente. Histotrofo € um material extracelular derivado do endométrio
e das glandulas uterinas que se acumula no limen uterino no espaco entre 0s
tecidos fetal e maternal. Este histotrofo contém as proteinas de transporte
uterocalina e a uteroglobulina entre outros constituintes que sdo a principal
fonte de nutrientes para o concepto, que estd em rapida expansdo durante
seus primeiros 40 dias de vida (ALLEN & WILSHER, 2009). O histotrofo é
fagocitado inicialmente pelo trofectoderma do blastocisto, e depois pelo
trofoblasto da placenta ou da endoderme e mesoderme do saco vitelino. Por
outro lado, nutricdo hemotréfica € a troca de materiais transmitidos pelo sangue
entre as circulacdes materna e fetal. Isto é facilitado pela aposicdo extensa e
intima dos tecidos maternos e fetais que ocorre na placentacdo. Antes da
implantac&o, a nutricdo do concepto de mamiferos €, portanto, essencialmente
histotréfica. Uma vez que a placenta é estabelecida, a nutricAo hemotrofica
torna-se predominante, embora as duas vias possam coexistir por muito mais

tempo na gestacao em certas espécies (BURTON et al., 2002).

As secrec¢des uterinas produzidas pelo endométrio sdo essenciais para
0 concepto além de também participarem de outras funcbes e eventos
reprodutivos. Destes, auxiliam nas seguintes funcgbes: 1) capacitar o
espermatozoide; 2) providenciar um sistema de trocas metabdlicas e de
nutrientes e a excrecdo de produtos entre a vesicula embrionéria e o

endométrio; 3) manter um ambiente fisico-quimico propicio; 4) cumprir 0s
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requerimentos imunolégicos e antibacterianos; 5) providenciar a lubrificacao
para a mobilidade e, mais tarde, na fixacdo, adeséo e orientacdo do embrido
(GINTHER, 1992). O endométrio equino € capaz de fornecer constituintes ao
histotrofo por secrecdo merocrina das glandulas endometriais e por secrecao
apocrina das células do epitélio superficial (KEENAN et al., 1991). A secrecao é
merdcrina quando o material é secretado por exocitose para o limen ou ducto
glandular. A secre¢do apdcrina ocorre com a formacdo de vesiculas e
desprendimento da superficie celular, com perda de citoplasma, diretamente

para o lumen uterino, e € mais danosa a célula que a secrecado merdcrina.

2.7 As glandulas endometriais

Existem diferencas histologicas sutis entre o endométrio em diestro ou
gestante logo apos a ovulacdo (KEENAN et al.,, 1987). Alguns estudos
estimaram as densidades das glandulas endometriais adaptando métodos
estereologicos (LEFRANC & ALLEN, 2007b) ou pela contagem total das
estruturas visualizadas a histologia (SILVA et al., 2011) em locais e dias
definidos do inicio da gestacdo em equinos. Lefranc & Allen (2007a) mostraram
um aumento significativo na densidade e superficie glandular endometrial em
éguas ciclicas no decorrer do diestro. Maior e mais extensa ramificacdo e
enrolamento das glandulas ocorreram sob a influéncia continua de
progesterona lutea. Durante o inicio da gestacao equina, como sequéncia do
diestro, ocorre um aumento na densidade de glandulas do endométrio
(LEFRANC & ALLEN, 2007b).

O exame por microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) comparou a
ultraestrutura de células das glandulas endometriais em éguas gestantes aos
26 dias comparadas com éguas de mesma idade gestacional que sofreram

ruptura proposital da vesicula embrionaria oito dias antes, promovendo um
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diestro prolongado. Os autores demonstraram que estas células glandulares
em éguas gestantes tém maior quantidade de vacuolos secretérios do que nas
éguas em diestro prolongado (LEFRANC et al., 2014). Estes dados também
corroboram a ideia de que o préprio embrido € corresponsavel por seu
desenvolvimento, promovendo mudancas na morfofisiologia endometrial

através de fatores embrionarios proprios.

Com o avanco da gestacdo hd um aparente, porém nao significativo,
aumento da densidade das glandulas endometriais até o 21° (SILVA et al.,
2011) ou 30° dia (LEFRANC & ALLEN, 2007b). Ao comparar o endométrio do
corno gravidico com o ndo gravidico, dos 12 aos 30 dias de gestacdo,
igualmente ndo foram notadas diferencas significativas para a densidade
glandular (LEFRANC & ALLEN, 2007b). Os autores concluem que seria
interessante determinar se o desenvolvimento, a ramificacdo e enovelamentos
das glandulas, continua com o avanco da gestacédo. Em especial no 40° ou 42°
dias e posteriormente, quando a placentacdo tem inicio e os microvilos do

corioalantdide se aderem ao endomeétrio.

Como descricao histologica da unidade embrio-materna, do endométrio
gravidico, Allen & Wilsher (2009) relatam brevemente que o endométrio se
mantém engrossado na regido em contato com a vesicula embrionaria até o dia
30 da gestacdo. As glandulas endometriais apresentam ramos fortemente
enrolados que penetram o estroma até uma boa profundidade. Estas sao
revestidas por células epiteliais colunares com coloracdo escura, nucleos na
base e um citoplasma floculado. Ao mesmo tempo, entre os dias 20 e 30 de
gestacdo, o coérion fetal € composto de células trofoblasticas epitelidides,
colunares baixas, com citoplasma palido e nucleo na por¢do basal. Esta fina
membrana continua justaposta, mas ndo fisicamente aderida, ao epitélio
luminal do endométrio materno (ALLEN & WILSHER, 2009).
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2.8 Interacdo embrionaria-endometrial

O desenvolvimento vascular e a remodelagéo tecidual em ambos os
compartimentos fetal e maternal, sdo essenciais durante a gestacdo nos
mamiferos. Antes da implantacdo, o endométrio providencia o histotrofo para
suporte, sobrevivéncia e desenvolvimento do embrido, mas o crescimento fetal
aumenta a demanda por trocas gasosas e de nutrientes (hemotrofo) até o
completo desenvolvimento placentario (BURTON et al.,, 2002; WILSHER &
ALLEN, 2012). A adaptacdo vascular uterina a crescente necessidade
nutricional do concepto ocorre através de vasodilatacdo e do crescimento e
desenvolvimento de novos vasos. A angiogénese, que € 0O processo da
formacdo de vasos sanguineos em resposta direta a demanda tecidual,
desempenha importante papel no trato reprodutivo nas mudancas associadas a

gestacdo (ZIGMUNT et al., 2003).

As mudancas morfolégicas e vasculares das glandulas endometriais
em torno do concepto equino sugerem o envolvimento de fatores embrionarios
agindo de maneira bastante localizada. Uma quantidade consideravel de
histotrofo de boa qualidade € necessaria durante o periodo de pré-implantacéo
do embrido. O aumento na producdo histotrofica esta provavelmente
relacionado ao incremento da densidade glandular do epitélio materno
(LEFRANC & ALLEN, 2007a; WILSHER & ALLEN, 2012). Ha também, o
aumento da vascularizacdo uterina com elevado fluxo sanguineo no local de
contato embrio-maternal, que aumenta o aporte de nutrientes para o concepto
e permite o0 acesso a produtos endometriais induzidos pela vesicula
embrionaria na circulacdo materna (WILSHER & ALLEN, 2012).

O embrido, ou vesicula embrionaria, intermedeia a remodelacdo do
tecido endometrial e o desenvolvimento vascular no endométrio (SILVA et al.,
2011), a formacédo de calices endometriais (ANTCZAK et al., 2013) e a inter-
relacdo de uma série de fatores de crescimento e fatores mitogénicos
(LENNARD et al., 1998; ALLEN et al., 2007). A expressdo dos fatores de
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crescimento epidérmico (EGF) e transformador de crescimento beta (TGF()
aumenta dramaticamente no epitélio da glandula endometrial entre os dias 30 e
40 da gestacdo, correlacionando-se com o inicio da invasao das células
trofoblasticas embrionarias (LENNARD et al., 1995; LENNARD et al., 1998).

A biossintese de estrogenos por embrides pré-implantacdo tem sido
documentada em espécies com placentacdo epiteliocorial como na égua e na
porca. O embrido equino desde os 12 dias de idade secreta estradiol (E2) e
estrona (E1) em quantidades importantes (RAESIDE et al., 2004). Além disto, o
embrido propriamente dito é capaz de metabolizar o estrégeno que se encontra
no saco vitelinico — uma funcdo de significado em potencial neste estagio de
desenvolvimento (RAESIDE et al., 2009). Estes pesquisadores sugerem a
necessidade de considerar o papel do metabolismo do estrogeno local, dentro
dos tecidos reprodutivos e nos tecidos formados pelo concepto nesta fase
inicial da gestacao, o que inclui os eventos criticos de expanséo do concepto e

fixacdo ao endométrio.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um mitégeno de
células endoteliais e fator de permeabilidade vascular, atua como um
intermediario em uma variedade de tecidos estrégeno responsivos. A
imunolocalizacédo para VEGF e receptores VEGFR1 (ou Flt-I) e VEGFR2 (ou
KDR) foi demonstrado (ALLEN et al., 2007; SILVA et al., 2011). Sugere-se
haver uma especificidade para o VEGFR2 no epitélio luminal e glandular,
endotélio vascular e em algumas células do estroma endometrial de éguas no
inicio da gestacéao (SILVA et al., 2011).

O VEGF é expresso em glandula endometrial e epitélio luminal por todo
0 periodo relativo ao desenvolvimento do anel coriénico (ALLEN et al., 2007).
Ja o fator de crescimento de hepatocitos (HGF-SF, Hepatocyte growth fator -
scatter factor) é expresso exclusivamente pelos mesénquima alantéide e
células mesoteliais embrionarias justapostas ao cérion e anel coridnico
(STEWART et al.,, 1995; GERSTENBERG et al.,, 1999) atuando como o
estimulo mitogénico para a propria proliferacdo do trofoblasto. As células

trofoblasticas invasoras maduras expressam os receptores de EGF, FGF, HGF,
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VEGF e Flt-l e KDR, o que indica que as células sdo capazes de responder a
esses sinais (LENNARD et al., 1998; ALLEN et al., 2007).

2.9 A ultraestrutura da conexao fetomaternal

A conexao fetomaternal é um fenbmeno que envolve muitos aspectos,
onde os tecidos e compartimentos fetal e maternal estdo em estreita
associacao durante a gestacdo. Esta associacdo depende principalmente de
(1) adeséo, a qual pode ser determinada por estudos de ultra-histoquimica
(ultraestrutura e imunohistoquimica) e de biologia molecular, e (2) sobre a
forma como os tecidos corioalantdéide e endometrial se ligam. O estudo
morfologico da aposicdo fetomaternal entre tecidos corioalantdides e
endometriais pode ser caracterizada por microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissdo (SAMUEL et al.,, 1976;
ENDERS & LIU, 1991a; LEISER et al., 1998).

Diversos estudos morfologicos e morfométricos da placenta equina em
idades avancadas da gestacdo foram conduzidos para descrever o
desenvolvimento dos microcotilédones. As avaliacbes mostram detalhes da
formacdo e progressdo microcotiledonaria da membrana coridnica com o
avanco da gestacdo através das técnicas de MET e de MEV (SAMUEL et al.,
1974, 1975, 1976, 1977; STEVEN et al., 1979; MACDONALD et al., 2000).
Diversos deste estudos concordam que a formacdo completa da placenta
ocorre proximos dos dias 120 e 150 da gestacdo, mas pode haver um continuo
crescimento de ramos dos microcotilédones também na segunda metade da
gestacdo (MACDONALD et al., 2000).

No entanto, os estudos focados na ultraestrutura do endométrio sao
mais escassos. Até pouco tempo, os estudos com MEV em endométrio equino

praticamente se resumiam aos de Samuel et al. (1979) com foco em eventos
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fisiolégicos nas diferentes fases do ciclo estral; seguido por Keenan et al.
(1991) que também relatou as fases do ciclo estral e ao inicio da gestacéo. Ja
a publicacdo de Al-Bagdadi et al. (2004) relata as alteracdes morfologicas
causadas no epitélio endometrial apds a infusdo do antibidtico gentamicina. E,
mais recentemente, Souza et al. (2014) descreveram a estrutura de superficie
endometrial do corno gravidico, por MEV, em éguas durante a evolucao da
primeira metade da gestacao.

Neste estudo de 1979, Samuel et al. descreveram as caracteristicas da
superficie endometrial durante o ciclo estral. O epitélio € composto de trés tipos
principais de células, que variam de acordo com o estagio do ciclo: células

microvilosas secretorias, células ciliadas e células prociliadas.

As células secretérias providas de microvilos foram as mais
abundantes por todo ciclo estral. Eram claramente demarcadas e de contorno
superficial poligonal. As células ciliadas tinham contornos arredondados. Os
cilios, que cobriam toda superficie da célula, tinham entre 6 e 10um de
comprimento e eram claramente separados entre si. As células prociliadas
apresentavam projecdes mais curtas, presumidamente identificadas como
cilios em inicio de desenvolvimento. As células secretoérias poligonais podiam

apresentar bolhas de secrecéo apical na membrana plasmatica.

As aberturas das glandulas endometriais podem ser vistas dispersas
pela superficie como profundas depressdes, geralmente circundadas por anéis
de células ciliadas. As pregas endometriais sdo separadas primariamente por
longos sulcos profundos, e saliéncias menores com calhas secundarias estéo

presentes ao longo destas pregas primarias.

Durante o estro a maioria das células eram poligonais microvilosas, e
células ciliadas e prociliadas estavam distribuidas por toda area. As bolhas
apicais de secrecdo estavam pedunculadas e aparentemente brotando para o

limen uterino, em provavel secre¢do apocrina.

Durante o diestro, as células secretérias ativas declinam em ndmero

mas continuam sendo as fundamentais no epitélio, algumas secretando outras
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mais planas evidenciando os microvilos. As células ciliadas atingem densidade
maxima na metade deste periodo passando a diminuir até o final do diestro.
Apesar desta diminuicdo, a quantidade de células ciliadas sempre foi maior que
durante o estro. As células prociliadas sé foram identificadas ao inicio do
diestro (SAMUEL et al., 1979).

Na avaliacdo da ultraestrutura por MET, o endométrio em estro foi
caracterizado por hipertrofia e diferenciacdo das células secretdrias, com
intensa vacuolizacdo celular, aumento do namero de ribossomos, e reticulo
endoplasmatico granular proeminente. J& ao diestro havia hipertrofia do
complexo de Golgi, numeroso vacuolos secretorios e reticulo endoplasmatico

granular proeminente, indicando sintese proteica ativa (KEENAN et al., 1991).

2.10 Estrutura histologica do endométrio

A avaliacdo da saude uterina de éguas por bidpsia endometrial e
histopatologia tem sido um procedimento padrdo em reproducdo equina ha
mais de 35 anos. A fisiologia e principalmente a patologia do endométrio
equino no que diz respeito ao prognostico de fertilidade tem sido bastante
estudados através das bidpsias endometriais. Nas Ultimas duas décadas, foram
desenvolvidas novas técnicas de diagnostico, mas a histopatologia baseada
em hematoxilina e eosina continua a ser o principal método de avaliacdo
endometrial (KENNEY, 1978; RICKETTS, 1978; DOIG et al., 1981; KENNEY &
DOIG, 1986; DOIG & WAELCHI, 1993; BAE & WATSON, 2003; SCHOON &
SCHOON, 2003; AMARAL et al., 2004; MANSOUR et al., 2004; SCHLAFER,
2007; HOFFMANN et al., 2009; LEHMANN et al., 2011; BARROS & MASUDA,
2009, 2013).

O utero equino é composto de trés camadas. A camada interna é a

mucosa, ou endométrio, que nao € deciduo. A segunda camada, intermediéria,
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€ o miométrio com fibras circulares internamente e longitudinais externamente.
O perimétrio é a terceira e mais externa camada uterina. Uma bidpsia
endometrial geralmente consiste exclusivamente da porcdo de prega
endometrial, e eventualmente pode conter a porcéo basal da lamina prépria e

até parte da camada circular do miométrio (KENNEY, 1978; RICKETTS, 1978).

O endométrio é composto de duas camadas: o epitélio luminal e a
lamina propria que se estende da membrana basal do epitélio até a camada
circular interna do miométrio. O epitélio luminal consiste de células cuboides a
colunares altas que residem na membrana basal, variando de altura de acordo
com a fase do ciclo estral. Menos de um ter¢o das células é ciliada (KENNEY,
1978; RICKETTS, 1978).

A lamina propria € composta de duas camadas que se mesclam
imperceptivelmente entre elas, e divididas para melhor descricdo baseada na
populacdo de células do estroma. O estrato compacto (EC) que sustenta o
epitélio luminal, tem cerca 0,75 a um milimetro de espessura. O EC ¢é
caracterizado por relativamente alta concentracdo de células do estroma e
numerosos capilares juntos a membrana basal. As células do estroma séo
estreladas, irregulares, com nucleo oval a redondo e modesto citoplasma. Entre
elas existe a rede de reticulina, ou matriz extracelular (MEC) de colageno tipo
lll. O estrato esponjoso (EE) tem menor densidade celular de estroma
conferindo-lhe um aspecto esponjoso. Normalmente este espaco fica
preenchido de fluido tissular. Os vasos no EE s&o capilares, arteriolas, vénulas
e ocasionalmente pequenas artérias musculares. Também estdo presentes no

EE os vasos linfaticos (KENNEY, 1978; RICKETTS, 1978).

A caracteristica marcante da lamina prépria € a presenca de
numerosas glandulas uterinas. Estas glandulas sdo originadas e conectadas ao
epitélio luminal por ductos. Os ductos estéo localizados integralmente no EC e
sdo usualmente simples, sem ramificacdes. As demais porc¢des das glandulas
estdo inteiramente localizadas no EE. As glandulas séo divididas em porgdes
média e basal, consistindo de glandula tubular, ramificadas com 10 ou mais
ramos primarios e outros secundarios (KENNEY, 1978; RICKETTS, 1978).
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Durante o estro, o epitélio luminal € colunar de médio a alto, variando
de simples a pseudoestratificado, resultado da atividade mitética. A presenca
de vacuolo citoplasmatico € comum neste periodo, especialmente no terco
basal da célula. Edema, congestdo vascular e infiltrado leucocitario séo
comuns neste periodo (RICKETTS, 1978). Como resultado do edema
endometrial a densidade glandular por unidade de area é menor no estro do
gue em outras fases. As glandulas sdo menos tortuosas que durante o diestro
(KENNEY, 1978).

Na fase de diestro o epitélio luminal é colunar baixo. A densidade
glandular normalmente aumenta durante o diestro; o edema do estroma esta
diminuido ou ausente e as glandulas aumentam sua tortuosidade
provavelmente como resultado de aumento no comprimento. A hiperplasia
glandular € o aumento do numero de células do epitélio glandular e podem
provocar um aumento no comprimento e tortuosidade glandular bem como

aumento no namero de ramos das glandulas (KENNEY, 1978).

A hiperplasia glandular é esperada no diestro e gestacao por efeito da
progesterona, mas algumas condi¢cdes patolégicas na égua, como a fibrose
periglandular, também promovem hipertrofia do epitélio glandular como
resposta (KENNEY, 1978). Diferente da éguas, as mulheres tem o Gtero com
endométrio decidual e sabidamente a hiperplasia glandular, resultado de
atividade mitética, € um evento fisiologico e necessario durante a fase
proliferativa do ciclo menstrual. A fase proliferativa € estrégeno dependente e
durante este periodo as glandulas do endométrio apdés a descamacédo
endometrial (regressao do tecido e apoptose celular) sdo repostas a partir das
glandulas basais remanescentes (DALLENBACH-HELLWEG et al., 2010).
Ainda, durante a fase proliferativa, a incidéncia de células ciliadas no
endométrio humano é diretamente dependente e controlada pelos niveis de
estréogeno (MORE & MASTERSON, 1976) durante o ciclo menstrual normal ou

em situacdes patoldgicas.

Durante a gestacgéao inicial em equinos, Keenan et al. (1987) relatam

eventos comuns aos encontrados durante o diestro. A presenca de epitélio
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cuboidal e colunar simples ou pseudoestratificado, vacuolos celulares,
presenca de leucdcitos no estroma, adensamento de glandulas, foram
descritos em diestro e periodos gestacionais distintos até 21 dias. Mas o
pleomorfismo celular do epitélio superficial foi relatado apenas nas éguas

gestantes.

2.11 Perda embrionéria precoce

Durante o longo periodo entre a concepcao e implantacdo do embrido
ao utero a égua esta sujeita a interrupcdo da gestacao, principalmente pela
perda embrionaria precoce, o que determina transtornos reprodutivos e
consideraveis perdas econdmicas (VANDERWALL & NEWCOMBE, 2007). A
perda embrionaria ocorre antes dos 40 dias de gestacdo, enquanto a
organogénese esta incompleta (RODRIGUES et al.,, 2014). A morte fetal
precoce ocorre antes dos 150 dias da gestacéo, e a morte fetal tardia acontece
depois deste periodo (PYCOCK, 2009). Durante estas trocas de periodos,
importantes eventos acontecem na gestacao. Por volta do 36° e 40° dias tem-
se 0 estabelecimento dos célices endometriais e inicio da placentacdo
(ANTZACK et al., 2013; SAMUEL et al., 1974, 1975). A producao de P4 ainda é
realizada pelos corpos luteos acessorios nos ovarios. Somente por volta dos
100 dias de gestacdo € que tem inicio a producdo de progestagenos pela
placenta (GINTHER, 1992). Estes periodos de transicdo nutricional e de
producdo e secrecdo hormonal podem ser criticos para eventuais falhas

gestacionais.

A taxa de fertilizacdo € de 90% ou mais em éguas férteis, o que é
comparavel a outras espécies domésticas. Estima-se que a taxa de perda
embrionéria precoce em éguas férteis seja de 5 a 24%, enquanto em éguas

subférteis esta taxa € maior (PYCOCK, 2009). A perda embrionaria precoce
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entre os dias 12 e 40 da gestacdo pode ocorrer em até 10% a 30% das éguas
jovens e idosas, respectivamente (GINTHER, 1992). O periodo de maior perda
embrionéria em éguas subférteis ocorre no intervalo anterior ao momento em
gue se possa realizar o diagndstico gestacional por ultrassonografia (dia 11),
particularmente no periodo que o embrido entra no utero (PYCOCK, 2009).

A perda embrionaria precoce € multifatorial. Fatores externos
(extrinsecos) bem como patofisiolégicos (intrinsecos e embrionarios) estdo
envolvidos. Fatores intrinsecos maternos que podem promover a morte
embrionéaria incluem deficiéncia e desequilibrio hormonal, ambiente uterino
desfavoravel, idade e lactagdo. Um ambiente uterino inadequado é detrimental
ao embrido. A endometrite pode induzir a lutedlise e provocar a perda
embrionaria, ou mesmo ter um efeito direto sobre o embrido no ambiente
uterino desfavoravel. De fato, éguas com histérico de endometrite tem maior
taxa de perda embrionaria compradas com éguas em este historico
(VANDERWALL, 2008). Ja éguas que apresentam endometrose ou mudancas
degenerativas no endométrio relacionado a idade, como a angiose e lacunas
linfaticas, podem afetar a qualidade do ambiente uterino (PYCOCK 2009;
WILSHER & ALLEN, 2012).

Ainda, alguns fatores embrionarios podem acarretar a morte do
embrido. Estes fatores podem ser inerentes ao embrido como os defeitos
cromossdmicos ou da qualidade do odcito em éguas idosas. Por outro lado,
algumas biotécnicas da reproducdo, como a transferéncia de embrido e a
manipulacdo de gametas para fertilizacdo in vitro, estdo associados a maiores
taxas de perda embrionaria precoce (VANDERWALL & NEWCOMBE, 2007).
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2.12 Microscopia Optica, eletrénica de varredura e de transmisséo

A microscopia 6ptica de luz geralmente fornece magnificacdo de 40 X
até 1.000 X, é amplamente acessivel e de facil manuseio. Dependendo do
equipamento é possivel atingir a magnificacdo de até 1.600 X ou 2.000 X
instalando um conjunto de oculares mais potentes. Por outro lado, a
microscopia eletronica de varredura (MEV) pode fornecer uma magnificacao na
ordem de milhares de vezes (até 300.000 X). Ja os equipamentos de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), com cortes semifinos das
amostras, podem alcancar facilmente a faixa de magnificacdo de até 500.000
X, ou em alguns equipamentos, chegar de 2.000 X até incriveis 1,2 milhdo de
vezes de magnificacdo. Porém, o uso de microscopios eletrénicos requer maior
conhecimento técnico operacional e tratamento bastante especifico das
amostras. Uma preparacdo de amostra para histologia em microscopia de luz
mede cerca de 3 a 5 um de espessura, ao passo que um corte semifino para
uso em MET tem desde 0,01 um (o mesmo que 10 nanbémetros) a até 1 um de
espessura (fonte: Centro de Microscopia Eletrénica — Universidade Federal do

Rio Grande do Sul, disponivel em www.ufrgs.br/cme/infraestrutura.html).
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Resumo

O embrido equino apresenta um desenvolvimento dinamico por um longo
periodo entre a fertilizacdo, sua entrada no utero, fixacdo e posterior invasao
trofoblastica apds o 36° dia da gestacédo. Durante todo este periodo o concepto
€ sustentado pelo histotrofo endometrial. Estas caracteristicas dos equideos
favorecem o seu uso com modelo experimental in vivo para estudos nos
desenvolvimentos e interacdes fetal e maternal. Os estudos em endométrio
equino tiveram foco em eventos fisiolégicos nas diferentes fases do ciclo estral,
enquanto os estudos aos primeiros momentos da gestacdo sédo escassos. O
entendimento do processo de remodelacdo e morfofisiologia do endométrio
ap6s a entrada do embrido no utero ndo é completamente entendido. O
objetivo deste trabalho foi estudar a morfofisiologia endometrial da gestacédo na
égua envolvendo os periodos pds-fixacdo e peri-implantacdo, por histologia e
microscopia eletrbnica de varredura. A caracteristica mais marcante da
transformagdo ou adaptacdo endometrial a gestacdo foi o quase total
desaparecimento das células ciliadas na superficie epitelial em ambos cornos

uterinos. A capacidade de secre¢cdo das células microvilosas também passou
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por mudancas com o0 avanco gestacional. Muitas células secretorias
ingurgitadas e protusas formam a maioria da populacdo do epitélio, onde o
histotrofo se acumula, e apresentaram erosées em sua superficie,
provavelmente pela secrecdo apoécrina de vesiculas. A superficie epitelial
apresentou pleomorfismo celular e pseudoestratificacdo, promovida por intensa
hiperplasia celular, acompanhada de adensamento das glandulas endometriais,
desde o 21° dia da gestacdo diminuido apdés o 36° dia. Linfécitos,
provavelmente uNK, foram encontrados no epitélio luminal do endométrio ja
aos 21 dias de gestacdo em ambos cornos, gravidico e nao gravidico. Foi
evidenciado o septamento no epitélio luminal, com sulcos formados aos 35 e
36 dias, tornando-se mais profundos aos 42 dias de gestacdo. Toda esta
evolugdo e adaptagéo continua aconteceram principalmente no corno gravidico

acompanhados em menor intensidade pelo corno ndo gravidico.

Palavras-chave. Célula ciliada, uNK, embrido, reconhecimento materno da

gestacéo, glandula endometrial.

Architecture and structure of equine endometrium between 215 and 42"

days of pregnancy

Abstract

The equine embryo undergoes to a dynamic development for a long period
throughout fertilization, its entry into the uterus, fixes and subsequent
trophoblastic invasion after day 36 of gestation. Throughout this period, the
conceptus is supported by endometrial histotrophe. These equids
characteristics favor their use as an in vivo experimental model for studying the

changes and interactions in fetal and maternal development. Studies in equine
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endometrium were focused on physiological events in the different phases of
the estrous cycle, while studies in early moments of pregnancy are scant. The
process of endometrial remodeling and morphophysiology after the maternal
recognition of pregnancy is not completely understood. The objective of this
work was to study the endometrial morphophysiology in the mare comprising
post-fixation and peri-implantation periods, by histology and scanning electron
microscopy. The most striking feature of endometrial transformation or
adaptation to pregnancy was the almost total ciliated cells disappearance of the
epithelial surface in both uterine horns. In addition, the secretory capacity of
microvillus cells underwent changes with gestational age. Many engorged and
protruded secretory cells were the majority epithelium population where
histotroph accumulates, and showed erosions on its surface, probably by
apocrine vesicle secretion. The epithelial surface also showed cellular
pleomorphic and pseudostratified epithelium as a result of intense cell
hyperplasia. It was accompanied by thickening of the endometrial glands from
day 21 of gestation, then decreasing after the 36" day. Lymphocytes, probably
uNK cells, were found in the luminal epithelium of the endometrium since 21
day of gestation in both pregnant and not pregnant horns. Septation was
evidenced in the luminal epithelium, with sulci formed at 35 days, becoming
deeper at 42 days of pregnancy. All this continued evolution and adaptation
occurred mainly in the gravid horn accompanied in less intensity by non-gravid

horn.

Key words. Ciliated cell, uNK, embryo, maternal recognition of pregnancy,

endometrial glands.
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INTRODUCAO

A égua se preparara para uma eventual gestacdo em cada fase lutea,
independentemente de ter sido acasalada ou nao (SHARP, 2000). A
preparacdo ou a adaptacdo endometrial sdo eventos importantes para o
sucesso da implantacdo do embrido no Utero nos mamiferos. Assim como em
outras espécies, 0 reconhecimento materno da gestacdo (SHORT, 1969)
previne a lutedlise resultando na manutencdo do corpo luteo e producdo de
progesterona (GINTHER, 1992) para sustentar o embrido e a gestacao inicial
(KASTELIC et al., 1987). O concepto equino € capaz de produzir quantidades
importantes de hormonios esteroides, notavelmente estrégenos, que podem de
alguma maneira auxiliar no processo de reconhecimento e manutencéo inicial
da gestacdo (RAESIDE & CHRISTIE, 2008). Do mesmo modo, o0 concepto
segue desempenhando um papel ativo ao intermediar a remodelacéo do tecido
endometrial e o desenvolvimento vascular no endomeétrio (SILVA et al., 2011),
a formacéo de calices endometriais (ANTCZAK et al., 2013) e a inter-relacéo
de uma série de fatores de crescimento e mitogénicos (LENNARD et al., 1998;
WALTERS et al., 2001; ALLEN et al., 2007) durante a gestacéao.

A vesicula embrionaria entra no Gtero por volta do 6° dia apds a
fertilizacdo e € detectavel por ultrassonografia tdo cedo quanto o dia 9
(BETTERIDGE et al., 1982; GINTHER, 1995). O concepto € livre até o 15° ao
17° dia pos fertilizacdo quando se fixa na base de um dos cornos uterinos
(GINTHER, 1983; GASTAL et al., 1996). Somente por volta do 36° dia da
gestacdo é que as células trofoblasticas do anel coribnico da vesicula
embriondria penetram ativamente no endométrio (ALLEN & MOOR, 1972;
ALLEN et al., 1973) promovendo o inicio da implantacdo embrionéaria
propriamente dita. A partir deste momento tem-se a formacdo dos calices
endometriais, que persistem aproximadamente desde o 40° até o 150° dia da
gestacdo (ANTCZAK et al., 2013). A ligacdo da placenta ao utero, a
placentacdo propriamente dita, € um processo gradual de desenvolvimento nos

complexos microcotilédones ou microcarunculas entre os dias 40 e 150 da
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gestacdo (SAMUEL et al., 1975; GINTHER, 1992). Estes eventos acontecem
por um longo periodo, o que torna o equino um excelente modelo experimental

para estudos a gestacéo inicial.

Os estudos focados na ultraestrutura do endométrio sdo mais
escassos. Até pouco tempo, os estudos com MEV em endométrio equino
praticamente se resumiam aos de Samuel et al. (1979) com foco em eventos
fisiologicos nas diferentes fases do ciclo estral; seguido por Keenan et al.
(1991) que também relatou as fases do ciclo estral e aos primeiros momentos
da gestacdo. Ja a publicacdo de Al-Bagdadi et al. (2004) versa sobre
alteracdes morfologicas causadas no epitélio endometrial apos a infusdo do
antibidtico gentamicina. E, mais recentemente, Souza et al. (2014)
descreveram a estrutura de superficie endometrial do corno gravidico, por

MEV, em éguas durante a evolucao da primeira metade da gestacéo.

Por outro lado, a avaliacdo da saude uterina de éguas por
histopatologia tem sido um procedimento padrdo em reproducdo equina ha
mais de 35 anos. A fisiologia e principalmente a patologia do endométrio
equino no que diz respeito ao diagnodstico e prognostico de fertilidade tem sido
bastante estudados através das biopsias endometriais. Nas uUltimas duas
décadas, foram desenvolvidas novas técnicas de diagnéstico, mas a
histopatologia baseada em hematoxilina e eosina (HE) continua a ser o
principal método de avaliagdo endometrial (KENNEY, 1978; RICKETTS, 1978;
DOIG et al., 1981; KENNEY & DOIG, 1986; DOIG & WAELCHI, 1993; BAE &
WATSON, 2003; SCHOON & SCHOON, 2003; AMARAL et al.,, 2004;
MANSOUR et al., 2004; SCHLAFER, 2007; HOFFMANN et al., 2009;
LEHMANN et al., 2011; BARROS & MASUDA, 2009, 2013).

O desenvolvimento embrionério € bastante dinamico (VAN NIEKERK &
ALLEN, 1975; BETTERIDGE et al., 1982), e pode ser acompanhado por
ultrassonografia transretal (GINTHER, 1995) desde o 9° dia p6s fecundacéao.
Ao exame ultrassonogréafico de uma gestacdo de 21 dias, na regido dorsal a
vesicula embrionaria, o endométrio exibe um engrossamento desproporcional

(dorsal mesometrial encroachment) comparado ao bordo ventral. Maior fluxo
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7

sanguineo € observado por ultrassonografia color Doppler nesta &area de
endométrio junto a area de fixagdo mesometrial quando comparada ao corno
uterino contralateral (SILVA & GINTHER, 2006).

Ainda assim, permanecem lacunas sobre o entendimento do processo
de remodelacéo e morfofisiologia do endométrio apds a entrada do embrido no
Utero, ao reconhecimento materno da gestacdo, o periodo de migracao
embrionéaria na luz uterina e suas interacdes com o epitélio endometrial antes,
durante e apos sua fixacdo e posterior implantacdo (BETTERIDGE, 2007).
Neste estudo descreveu-se, através de analises por histologia e microscopia
eletronica de varredura, a morfofisiologia endometrial em um periodo inicial da
gestacdo na égua envolvendo os periodos pos-fixacdo e peri-implantacdo do

concepto equino ao utero.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas doze éguas adultas, sem distin¢do por idade ou raca.
Sete foram selecionadas em diferentes estagios gestacionais para coleta de
amostras dos Uuteros, e cinco éguas ndo gestantes, ciclicas, foram selecionadas
para biopsias endometriais. Os animais eram provenientes de abatedouro
comercial, e os tratos reprodutivos completos eram retirados obedecendo as

técnicas convencionais utilizadas em frigorificos.

Coleta de amostras

Para a obtencdo das amostras os Uteros foram recebidos instantes
apo6s o abate e identificados. Durante as coletas, nos Uteros gestantes foram

realizadas observagOes, disseccbes e mensuragbes das membranas
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embrionérias e fetais. Os periodos gestacionais foram estimados considerando
as caracteristicas morfologicas externas do desenvolvimento embrionario, por
morfologia da vesicula embrionaria e também pela mensuracédo da distancia
occipto-sacral (CR) em gestacBes mais avancadas (VAN NIEKERK & ALLEN,
1975; GINTHER, 1992; FRANCIOLLI et al., 2011) em torno dos 40 dias.

Do endométrio foram coletadas amostras com cerca de 0,5 a 1,0 cm?
do corno gravidico (duas amostras) e do corno néo gravidico (duas amostras)
de cada trato reprodutivo selecionado. As amostras de corno gravidico foram
retiradas em &reas justapostas a vesicula embrionéria, preferencialmente na
regido dorsal do corno uterino, ap0s separacdo manual das interfaces
embrionaria e materna. As vesiculas embrionarias e fetais foram coletadas
integralmente, acondicionadas em frascos e fixadas em solug&o de formol 10%

tamponado, para posterior avaliagdo morfomeétrica.

Foram identificadas, selecionadas e coletadas amostras das seguintes
idades gestacionais: 21 dias, 24 dias, 25 dias, 30 dias, 35 dias, 36 dias e 42
dias. Para analise, as idades estimadas que eram muito proximas, foram
agrupadas formando cinco grupos: 21 dias, 24 e 25 dias, 30 dias, 35 e 36 dias,

e 42 dias de gestacao.

De éguas nao gestantes, foram coletadas amostras em periodo de
diestro, verificado pela presenca de corpo luteo em um dos ovarios e auséncia
de foliculo dominante. As amostras foram coletadas nas bases dos cornos
uterinos (KENNEY, 1978; RICKETTS, 1978) de cinco uteros diferentes. Todas
as amostras foram imediatamente acondicionadas em solucdes de
conservacao especificas para cada técnica a ser realizada e transportado para

analise em laboratorio.

Microscopiade luz

Para andlise histoldgica por microscopia de luz, as amostras coletadas

foram seccionadas e colocadas em formol tamponado 10% para fixagdo e
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armazenamento. Em seguida, as amostras foram processadas e emblocadas
em parafina seguindo-se técnicas rotineiras de processamento de tecidos
histolégicos. Os blocos foram cortados em microtomo automatico (Leica,
RM165) obtendo-se cortes de 5um, os quais foram aderidos em laminas
histolégicas de vidro e mantidos em estufa a 60° C. Apds serem
desparafinizados os cortes foram corados seguindo-se técnicas rotineiras de
coloracdo de tecido (TOLOSA et al., 2003), usando a coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE) e acido periédico-Schiff (PAS). A coloracdo PAS é
usada principalmente para marcar as estruturas contendo uma proporcao
elevada de macromoléculas de carboidratos tais como glicogénio,
glicoproteinas, proteoglicanos, glicolipideos e mucinas, normalmente

encontrados em tecidos conjuntivos, muco, glicocalix e [amina basal.

Todas as laminas foram analisadas por microscopia de luz em aumento
de 40x, 100x, 200x, 400x e 1000x e as caracteristicas morfolégicas
encontradas foto documentadas através de microscopio 6ptico (DM500, Leica)
com camera de captura (ICC500HD, Leica) e programa para aquisicdo de
imagens (LAS EZ, Leica).

Microscopia eletrénica de varredura

Para observacdo da superficie endometrial foi utilizada a microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Duas amostras para cada idade gestacional,
sendo uma do corno gravidico e outra do corno nao gravidico, foram
processadas. Nesta técnica, apds a coleta, os tecidos foram fixados com
solucéo de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4. Apés a fixacéao,
os fragmentos passaram por trés lavagens com solucédo tampéao fosfato 0,1 M
por 30 minutos cada. Entdo, procedeu-se a desidratagcdo continua em
concentracdo crescente de alcool etilico a 30%, 50%, 70%, 90% por 10
minutos cada, seguidas de acetona PA 90% por 20 minutos e 100% durante 10
e novamente por 20 minutos. Por fim as amostras foram desidratadas a seco

em ponto critico com CO2 (Critical Point Dryer CPDO0O30 - Balzers), e
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cuidadosamente posicionadas e aderidas pela fita de carbono dupla face sobre
0 suporte metalico (stub) para realizar o revestimento (20nm) em ouro (Sputter
Coater SCDO050 - Balzers). Para observar os resultados foi utlizado o
microscépio eletrébnico de varredura JSM 6060 (JEOL) ou EVO50 (Zeiss),
ambos operando o feixe de elétrons em 10 kV, e as imagens salvas em arquivo

TIFF (Tagged Image File Format).

RESULTADOS

Tanto as amostras coradas por HE como as coradas por PAS
mantiveram adequada conformacdo nas laminas e ambas técnicas puderam
ser aproveitadas para o estudo da arquitetura e estrutura morfofisiologia
endometrial.

Pela analise de superficie epitelial através da MEV, dois tipos celulares
sado identificados: as células ciliadas, e as células epiteliais secretoras com
microvilos, variando entre superficies planas ou protuberantes ingurgitadas
(Figura 1).

FIGURA 1. Eletromicrografias exemplificando os tipos celulares que compdem
a superficie do epitélio endometrial: célula ciliada (A), células secretorias

microvilosas de superficies planas (B) ou protusas (C).
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Diestro

As amostras em diestro apresentaram relativo adensamento de
glandulas endometriais. O estrato compacto (EC) e estrato esponjoso (EE)
estavam bem demarcados, sem edema ao estroma, com EC fino, fibroblastos
organizados alojando os ductos das glandulas. Epitélio luminal colunar baixo,
em geral plano recebendo alguns ductos até o lumen uterino. Células do
epitélio luminal com ndcleos redondos a ovalados posicionados na porgao
basal da célula. Epitélio glandular colunar médio a alto, com citoplasma
abundante e nucleos celulares bem organizados sob a porcdo basal da célula.
Alguns poucos focos de hiperplasia celular nos ramos basais das glandulas

foram visualizados, bastante esparsos no EE (figura suplementar 1).

A imagem de microscopia por varredura das amostras durante a fase
de diestro mostra o epitélio luminal e suas dobras endometriais ao longo da
superficie. Cada dobra possui sulcos menores conferindo uma superficie
ondulada com cumes (ou topos) e as calhas (ou sulcos). As células ciliadas
estavam presentes em grande namero e disseminadas homogeneamente por
todo epitélio; e as células epiteliais secretoras, variando entre planas ou
protuberantes ingurgitadas ocupando a maior parte da superficie (vide figura
suplementar 2). Algumas células secretérias estdo erodidas, provavelmente por
recente secrecao de vesiculas. As aberturas das glandulas endometriais sao
facilmente identificaveis nas cristas das dobras. Pouco material histotrofico esta

acumulado, observado em apenas por entre as criptas.

21 dias de gestacgéo

O epitélio luminal estava pseudoestratificado colunar alto, e percebeu-
se evidente pleomorfismo celular (Figura 2A). Havia secrecdo apdcrina para o

limen, vaclolos basais e nucleos irregulares. Algumas células ciliadas
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puderam ser identificadas nas pequenas dobras da superficie ou bocas de
glandulas. Algumas células menores com nudcleo em hipercromasia foram
identificadas entre as células do epitélio luminal, acima da membrana basal,
possivelmente leucécitos mononucleares (linfécitos). Estes vacuolos celulares

maiores ndo foram encontrados no epitélio glandular.

Observando a aparéncia geral da amostra do corno gravidico percebe-
se adensamento e enovelamento das glandulas endometriais nas regides
média e basal. Nos ductos das glandulas foi possivel identificar diversas
células ciliadas. A hiperplasia celular do epitélio glandular foi marcante. A
porcdo meédia das glandulas apresentava epitélio colunar alto pela quantidade
de citoplasma e vacuolos apicais, que acabava diminuindo o limen dos ramos

da glandulas que continham material secretado.

A matriz extracelular (MEC) compondo o estrato compacto (EC)
apresentou edema e muitos vasos capilares localizados sob o epitélio
acompanhando os cumes das dobras. A membrana basal apresentava regioes
de espessamento, identificadas pela coloracdo de PAS. O estroma na regido
basal do EE apresentava-se com células mais esparsas e vasos de varios
calibres. Na regido basal das glandulas é marcante o pleomorfismo celular, a
presenca de secrecédo, de vacuolos basais e de nucleos irregulares. Notou-se a
presenca de algumas células redondas, de nucleo pequeno, com grandes

vacuolos no citoplasma na base da membrana basal da glandula.

No corno néo gravidico o epitélio luminal apresentou-se com regifes de
maior e de menor pseudoestratificacdo com evidente formacdo de sulcos na
superficie (Figura 2B). A maioria da populacéo celular era composta de células
secretorias colunares baixas a médias e algumas poucas células ciliadas
estavam presentes esporadicamente. As células colunares médias
apresentavam-se mais protuberantes em direcdo ao lumen e muitas vezes
pleomérficas, secretando ativamente. Os nucleos destas células epiteliais
estavam posicionados no terco médio do citoplasma. Foi notada a presenca
esporadica de vacuolos de migracdo transepitelial no epitélio luminal e

linfécitos no estroma do EC. O endométrio apresentava extensas porcdes de
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relativo afrouxamento do EC, intercaladas com regides de MEC mais densa. As
glandulas apresentavam epitélio colunar médio a alto e bastante contetdo
citoplasmatico vesicular, conferindo um aspecto floculado ou esponjoso.
Hiperplasia celular nas bases das glandulas era evidente, ainda que em focos
difusos pelo EE. Células ciliadas puderam ser identificadas no epitélio glandular
nas regidbes média e basal das glandulas, bem como nos ductos em maior

guantidade. Havia histotrofo acumulado na luz glandular.

Ao exame de MEV, nas amostras do corno gravidico aos 21 dias de
gestacao (Figura 2C), as células ciliadas estavam geralmente localizadas nas
calhas e bordas das cristas endometriais, em evidente menor concentragdo em
relacdo ao diestro. A populacdo principal era de células secretdrias com
microvilos, que em sua maioria estavam ingurgitadas e protuberantes,
conferindo uma aparéncia similar ao de cacho de uvas. Havia uma populacao
menor de células secretdrias, microvilosas, de superficie de membrana
ligeiramente convexas localizadas nos topos das pregas endometriais. Eroséo
da membrana plasmatica foi encontrada principalmente me células secretérias
protusas. O histotrofo estava visivel, espalhado difusamente pela superficie
endometrial. As células ao redor das aberturas de glandulas estavam

geralmente ingurgitadas.

No corno nao gravidico as dobras endometriais foram claramente
identificadas e havia presenca de histotrofo e vesiculas secretorias difusamente
espalhadas por toda amostra (Figura 2D). As células ciliadas foram vistas
somente no fundo das calhas e aparentemente em menor quantidade que o
corno gravidico da mesma idade gestacional. A maioria das células secretoras
da superficie apresentavam aspecto convexo, com microvilos, mas nao
protusas e sem a aparéncia de cachos de uva. Algumas zonas do epitélio
apresentavam células secretérias de superficie plana, e poucas estavam

erodidas.
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FIGURA 2. Fotomicrografias do endométrio nos cornos gravidico (A e C) e nao

gravidico (B e D) aos 21 dias de gestagao. (A) Epitélio luminal pseudoestratificado e
pleomoérfico, presenca de vacUolos de migragdo transepitelial, glandulas com epitélio
colunar alto e muito contelido vesicular dando aspecto floculado/esponjoso (PAS 400x,
barra = 50um); (B) epitélio luminal variando de simples a pseudoestratificado com
pleomorfismo celular, glandulas com epitélio colunar alto e muito contetdo vesicular
dando aspecto floculado/esponjoso (HE 200x, barra = 100um). (C) Eletromicrografia
(1000x) evidenciando reduzido niumero de células ciliadas, células secretérias ativas e
bastante ingurgitadas principalmente nos bordos e calhas, histotrofo acumulado; (D)
eletromicrografia (500x) mostra células secretdrias ativas e ingurgitadas nas calhas,

histotrofo disseminado; células ciliadas ausente nos cumes do endométrio.

24-25 dias de gestacéo

O epitélio luminal é simples, cuboide ou colunar baixo e tem nlacleo em

posicdo mediana, com membrana basal fina. Em algumas zonas apresentam a
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formacao de varias pregas de pouca profundidade. As células secretdrias estao
ativas e ingurgitadas. Apresentam grande proporcao de células ciliadas nos
ductos (Figura 3A). Observa-se, esporadicamente, a presenca de células
pequenas mononucleares, provavelmente leucécitos, com nucleos basdfilos,
entremeadas no epitélio luminal e também no glandular. Ha a formacdo de
vacuolos de migracdo ao redor destas células. Neste periodo hd um aparente
aumento na espessura do EC com afrouxamento da MEC e do estroma no
corno gravidico. O EE tem boa profundidade e aparentou ser maior que
durante o diestro.

Ainda, percebeu-se hiperplasia celular das glandulas na por¢cédo meédia
e basal. Glandulas com epitélio colunar alto, citoplasma com alguns vacuolos
secretorios na porcdo apical da célula. Nucleo oval posicionado na porcéo
basal da célula. Células ciliadas foram identificadas no epitélio da glandula.
Material secretado no lumen glandular estava presente mas sem acumulos.

MEC e estroma com aparente edema disseminado pelo EE (Figura 3C).

No corno ndo gravidico, neste periodo, o epitélio luminal é simples
colunar médio a alto. Os nucleos estao irregulares, localizados basalmente nas
células, ocupando dois tercos do citoplasma. O epitélio glandular apresenta
ndcleos mais basoéfilos (escuro) e ovalados, citoplasma com vacuolos
secretorios nos apices das células (Figura 3D). Foram identificados focos de
hiperplasia celular nas glandulas, difusos no EE, com pleomorfismo e zonas de
pseudoestratificacdo do epitélio luminal. Matriz extracelular relativamente
esparsa com aparente edema no estroma. Ha um aparente aumento na
espessura do EC com afrouxamento da MEC. Nota-se que os ductos das
glandulas estdo na posicdo adequadas, descartando artefato durante a
preparacdo das amostras. O comprimento relativo do extrato esponjoso é
menor que o apresentado no corno gravidico da mesma idade gestacional
(Figura 3B).

As amostras para MEV deste periodo foram danificadas no processo

de metalizagéo e serdo repetidas a posteriori.



FIGURA 3. Fotomicrografias do endométrio nos cornos gravidico (A e C) e ndo gravidico

(B e D) aos 24-25 dias de gestacdo. (A) Epitélio luminal e glandular com células
secretorias ativas e ingurgitadas, grande proporgéo de células ciliadas nos ductos células
do epitélio luminal cuboides e nulcleo em posicdo mediana, membrana basal fina,
vacuolos com linfocitos intraepiteliais podem ser observados entre as células do epitélio
luminal e ductos (PAS - 400x, barra = 50um). (B) Aparente distanciamento e
afrouxamento do EC (PAS — 100x, barra = 200um). (C) EE com hiperplasia celular das
glandulas na porcdo média e basal. Epitélio colunar alto, citoplasma com alguns
vacuolos secretérios na porcdo apical da célula. Nucleo oval posicionado na porcao
basal da célula. Células ciliadas podem ser vistas na luz das glandulas abaixo da
imagem. MEC com aparente edema (PAS — 400x, barra = 50um). (D) Hiperplasia celular
do epitélio luminal e glandulas. Os nucleos em hiperplasia estdo mais irregulares no
formato. Pleomorfismo e zonas de pseudoestratificacio do epitélio luminal. A esquerda
uma glandula dilatada apresentando  hiperplasia  celular e  nucleos
regulares/homogéneos. Vacuolos de linfocitos intraepiteliais s@o esporadicamente
encontrados (HE — 400x, barra = 50pm).

52



53

30 dias de gestacéao

Aos 30 dias de gestacdo, o epitélio luminal continua apresentando
pregas suaves na sua superficie, com evidente pleomorfismo celular no epitélio
e também nos ductos das glandulas (Figura 4A). Regides de
pseudoestratificacdo do epitélio luminal colunar alto e nucleos deslocados
apicalmente com acumulo de vacuolos basais nestas células. Notou-se
abundancia de vascularizacdo subepitelial, que parece acompanhar
principalmente os cumes do epitélio luminal. Novamente, encontram-se
linfécitos entremeados ao epitélio luminal bem como no EC abaixo da
membrana basal, aparentemente em maior quantidade em relagédo ao periodo
anterior. A analise das laminas mostra um corno gravidico com relativo
aumento da profundidade do EE em relacdo aos periodos anteriores. Uma
grande densidade glandular foi notada e ha relativamente um amplo espaco no
EC.

No corno nado gravidico, ha pleomorfismo celular do epitélio luminal e
do ducto da glandula e regides de pseudoestratificacdo do epitélio luminal
intercalado com zonas de epitélio mais cubico (Figura 4B). Os focos de
hiperplasia das glandulas endometriais sédo vistos com mais frequéncia neste
periodo. Os grupos celulares escuros contrastam, porém, com um relativo
baixo adensamento glandular. O estroma e MEC parecem frouxos tanto no EE

como no EC e ocorre aparente abundancia de vascularizacao.

As amostras analisadas por MEV de corno gravidico aos 30 dias de
gestacdo apresentavam células ciliadas apenas nos sulcos das dobras
endometriais e em pouca quantidade, em contato com o histotrofo. O histotrofo
estava abundante e disseminado pelas dobras endometriais (Figura 4C).
Houve um aumento na quantidade de células secretérias de superficie plana
nos topos das dobras, e algumas delas apresentavam erosdo da membrana

plasmatica. As células secretérias protusas estavam principalmente localizadas
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nos sulcos onde inlUmeras gotas de vesiculas secretadas foram visualizadas.
As células ao redor das aberturas de glandulas continuavam geralmente

ingurgitadas.

O corno nao gravidico apresentava histotrofo disseminado pela
superficie do endométrio. Nas zonas de topo ou cume praticamente s6 haviam
células microvilosas de superficie plana, a excecado de algumas bocas de
glandulas que estavam rodeadas de células mais convexas. A erosdo da
membrana ocorreu em algumas células. As células secretérias protusas se
alojavam principalmente nas regides mais fundas das calhas (Figura 4D). Nas

amostras analisadas ndo foram encontradas células ciliadas no corno nao

gravidico.

FIGURA 4. Fotomicrografias do endométrio nos cornos gravidico (A e C) e ndo gravidico (B e
D) aos 30 dias de gestacdo. (A) Epitélio luminal e glandular com células secretérias ativas,

pseudoestratificado e pleomérfico (PAS — 400x, barra = 50um). (B) Pleomorfismo celular do
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epitélio luminal e do ducto da glandula. Regides de pseudoestratificacdo do epitélio luminal
intercalado com zonas de epitélio mais cubico e aparente abundancia de vascularizacéo (HE —
1000x, barra = 15um). (C) Eletromicrografia (750x) apresenta células ciliadas em pouca
guantidade e apenas nos sulcos por entre o abundante histotrofo, células secretérias de
superficie plana nos topos das dobras e protusas principalmente localizadas nos sulcos. As
células ao redor das aberturas de glandulas continuavam geralmente ingurgitadas. (D)
Eletromicrografia (1000x) mostra histotrofo disseminado pela superficie, nas zonas de cume
praticamente s6 haviam células microvilosas de superficie planas e bocas de glandulas
rodeadas de células mais convexas. As células secretérias protusas se alojavam

principalmente nas regides mais fundas das calhas.

35-36 dias de gestacao

O corno gravidico apresentou epitélio luminal colunar alto, com ndcleos
na por¢cdo média da célula, citoplasma abundante e vacuolos no terco basal
(Figura 5A). Grande presenca de células semelhantes aos linfocitos, acima e
abaixo da membrana basal. Estes linfocitos também estéo presentes no EC por
entre a matriz extracelular e no epitélio de alguns ductos. As células da MEC
no EC tem nucleo alongado. Sulcos no epitélio luminal estdo presentes, mas
aparentemente ndo sao muito profundos. Muitos vasos capilares estdo

presentes, intimamente relacionado a membrana basal do epitélio luminal.

A altura do epitélio colunar foi tendéncia que se repetiu nos ductos,
mas bastante diferente na regido de glandulas onde os nucleos estdo bem
assentados na porcdo basal da célula, apesar da grande quantidade de
citoplasma que toma forma espumosa na porcéo apical da célula. Nas porcdes
média e basal das glandulas, ha grande concentracdo e adensamento destas
glandulas e focos de hiperplasia glandular disseminados pelo EE. Congestéo e
maior calibre dos vasos € percebida. Aparentemente ha edema no estroma
entre o EC e EE.

Nas amostras dos cornos nao gravidicos analisadas pelo periodo de 35

e 36 dias de gestacdo observou-se zonas de sulcos endometriais formando
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estruturas semelhante aos microsseptos, intercaladas com zonas de epitélio
cubico e plano. H& uma aparente lassiddo do EC, com ductos das glandulas
equidistantes (Figura 5B). O epitélio luminal apresentou sulcos mais profundos.
Focos dispersos de hiperplasia celular foram identificados também na regiao
média e de ductos das glandulas, mas em menor nimero e propor¢gado do que o
corno gravidico em mesma idade gestacional. Notou-se o desenvolvimento das
porcdes basais da glandulas com maior enovelamento e adensamento dos

ramos.

Por MEV, no corno gravidico aos 35 dias de gestacao, o histotrofo se
acumulava principalmente nas calhas ou sulcos, com poucas zonas de cumes
apresentando material histotréfico (Figura 5C). Por outro lado, as bolhas de
secrecdo foram visualizadas por toda amostra, e muitas delas por sobre as
aberturas de glandula. Algumas células ciliadas foram encontradas nas bordas
e nas calhas das dobras endometriais. As células microvilosas, de superficies
mais planas, mostravam claramente uma borda poligonal, algumas com

erosdes de membrana.

Ja no corno nado gravidico, a presenca de histotrofo e bolhas
secretadas foram muito menores em relacédo ao corno gravidico (Figura 5D). As
erosfes de membrana plasmatica estavam presentes nas células secretoras de
superficies planas ou convexas. As células protusas estavam em menor
proporcao frente as planas que se estendiam por topos, bordas e calhas das
pregas endometriais. As aberturas de glandulas tampouco apresentavam
células ingurgitadas ao seu redor. A formacdo de sulcos endometriais ficou

mais evidente.
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FIGURA 5. Fotomicrografias do endométrio nos cornos gravidico (A e C) e ndo gravidico (B e

D) aos 35 dias de gestacdo. (A) Epitélio luminal colunar alto, nicleos na porgdo média da
célula com citoplasma abundante e vacuolos no ter¢o basal. Grande presenca de linfcitos no
epitélio luminal, no estroma do EC e no epitélio de alguns ductos. As células da MEC no EC
tem nucleo alongado, e muitos vasos capilares intimamente relacionado a membrana basal,
um vaso linfatico é encontrado no EC. Epitélio glandular hiperpldsico, com nucleos bem
assentados na porcado basal da célula e grande quantidade de citoplasma que toma forma
espumosa na porcao apical da célula (PAS — 400x, barra = 50um). (B) Epitélio luminal colunar
médio a alto, ndcleos posicionados na por¢cdo média da célula com vacuolos no ter¢co basal.
Algumas porcdes pseudoestratificadas e pleomorficas, presenca de linfacitos intraepiteliais.
EC aparentemente frouxo, permitindo a formacéo de sulcos (PAS — 400x, barra = 50um). (C)
Eletromicrografia (1500x) apresentando histotrofo acumulado nas calhas e vesiculas
secretérias aparentes nas bocas de glandulas. Raras células ciliadas foram encontradas nas
bordas e calhas das dobras endometriais, onde as células microvilosas, de superficie mais
plana e de borda poligonal apresentavam erosdes de membrana. (D) Eletromicrografia
(1000x) mostrando maiores sulcos e menor quantidade de histotrofo e bolhas secretadas em
relacdo ao corno gravidico. ErosGes de membrana plasmatica presentes nas células
secretoras de superficies planas ou convexas sendo a maioria nos cumes bastante planos, e

células secretdrias ingurgitadas presente apenas nos bordos da calhas.
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42 dias de gestacao

O epitélio luminal do corno gravidico € colunar simples, de tamanho
médio, praticamente em toda sua extensdo e poucas zonas com pleomorfismo
celular sdo encontradas. O nucleo esté posicionado no terco mediano da célula
epitelial e vacuolos secretérios podem ser encontrados apical e basalmente. O
epitélio luminal ainda apresenta células rompidas ou erodidas (vide figura
suplementar 3). Alguns vacuolos de migracdo com linfécitos também puderam
ser vistos por entre o epitélio luminal (Figura 6A). O endométrio apresenta
varias pregas e sulcos no epitélio luminal, ja bastante profundos,
caracterizando o microsseptamento materno. A regido do EC mostra uma
reducdo da profundidade com maior adensamento do estroma e MEC
comparado ao periodo anterior (35-36d), mas ainda assim mais profundo em
relacdo ao diestro. E, também no EE, nota-se uma menor profundidade geral

da lamina propria e zonas intercaladas de maior e menor densidade glandular.

Ha algum pleomorfismo celular no epitélio glandular, principalmente
nos ductos das glandulas, que apresentam epitélio colunar baixo a médio e
presenca de células ciliadas frequentemente. O epitélio da glandula é colunar
alto, bastante organizado, com ndcleo ovalado posicionado na por¢éao basal da

célula.

O corno néo gravidico aos 42 dias de gestacdo apresenta sulcos e
microsseptamento em diferentes tamanhos e profundidades (Figura 6B). Vasos
capilares sdo encontrados em maior quantidade, alguns mais calibrosos, e
intimamente relacionados a membrana basal do epitélio acompanhando todas
suas dobras e pregas. O epitélio luminal varia entre zonas de simples a
pseudoestratificado. As células sdo colunares médias, com nucleo posicionado
no terco médio. Vacuolos de migracdo sdo vistos contendo linfocitos,

espalhados ao longo do epitélio luminal sobrepostos a membrana basal. Alguns
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linfécitos também estdo presentes no EC difusamente posicionados no

estroma.

Focos de hiperplasia celular das glandulas aparecem difusamente no
EE, na regido média das glandulas endometriais. Células ciliadas sé&o
encontradas somente nas glandulas e ductos. As células das glandulas séo
colunares médias a altas, de nucleo oval posicionado basalmente e vacuolos

secretorios apicais.

O corno gravidico aos 42 dias de gestacdo, apresentou na analise por
MEV, dobras endometriais intercalando calhas e cumes, cujos topos estavam
mais planos e achatados (Figura 6C). Os cumes do epitélio apresentaram
grande proporcdo da células secretdrias ndo ingurgitadas ou de superficie
levemente convexas, bem delimitadas e muitas vezes erodidas com histotrofo
acumulado (vide figura suplementar 4). Nas regides de calhas ou sulcos as
células apresentavam-se levemente protusas, sem erosdes aparentes na
membrana celular. Algumas células ciliadas foram visualizadas pelas aberturas
dos ductos das glandulas. O histotrofo foi visto em contato com inumeras

células pelas calhas e cumes do epitélio.

Ainda por MEV, o corno ndo gravidico aos 42 dias de gestacao
evidenciou sulcos mais profundos em relacdo aos 35-36 dias. Algumas células
ciliadas foram visualizadas pela superficie epitelial, e em maior quantidade nas
aberturas dos ductos das glandulas (Figura 6D). O histotrofo pdde ser visto em
contato com as células ciliadas. Os cumes do epitélio apresentaram grande
proporcao da células secretérias de superficies planas ou levemente convexas,
bem delimitadas e muitas vezes erodidas. Nas regifes de calhas ou sulcos as
células protusas eram maioria, bastante ingurgitadas, e sem erosfes

aparentes.
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FIGURA 6. Fotomicrografias do endométrio nos cornos gravidico (A e C) e ndo gravidico (B e
D) aos 42 dias de gestacéo. (A) Epitélio luminal colunar simples, de média altura, praticamente
em toda sua extensdo e poucas zonas com pleomorfismo celular e grupos de células nos topos
em secrecdo apdcrina ativa. O nucleo esté posicionado no terco mediano da célula epitelial e
vacuolos secretorios podem ser encontrados apical e basalmente. Alguns vacuolos de
migracgéo linfocitaria estdo presentes pelo epitélio luminal. H&4 pleomorfismo celular no epitélio
glandular e nos ductos. O epitélio da glandula é colunar alto, organizado, com ndcleo ovalado
posicionado nas porcdo basal da célula (PAS — 400x, barra = 50um). (B) Os sulcos estdo
evidenciados na superficie endometrial, cujo epitélio apresenta regides de
pseudoestratificacdo, pleomorfismo e vacuolos de migragdo transepitelial. O EC é menos
denso e contém leucdcitos mononucleares difusos (PAS — 400x, barra = 50um). (C)
Eletromicrografia (1000x) do endométrio do corno gravidico apresentando sulcos mais
profundos ou septamento materno e cumes da dobras planos. Uma série de células secretorias
apoécrinas ativas, aparentando material recém secretado e outras ja erodidas estdo presentes

nos cumes, e o histotrofo presente nas calhas. (D) Eletromicrografia (1000x) do corno nao
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gravidico com sulcos profundos aonde as células secretorias estdo bastante protuberantes.
Nos topos a maioria das superficies das células esta plana ou levemente convexa, geralmente

erodidas, com algum histotrofo e eventuais células ciliadas presentes.

Desenvolvimento temporal entre os 21°, 30°, 35° e 42° dias de gestacéo

Dos cornos gravidicos

Observa-se com o0 avanc¢o da gestacdo um aprofundamento do EE, isto
€, aumenta o volume de ramos, extensdo e enrolamento das glandulas.
Também é sugestiva a maior concentracdo e adensamento das glandulas
endometriais. Ha também um aparente afrouxamento do SC, e epitélio luminal
com pregas e sulcos, maiores aos 42 dias. O pleomorfismo, vigor secretorio e
pseudoestratificacdo do epitélio luminal sdo maiores aos 21 dias e diminuem
aos 42 dias da gestacao. A lamina propria do endométrio no corno gravidico
apresentou aumento progressivo em sua profundidade até o periodo dos 35-36
dias para apresentar aparente diminuicdo aos 42 dias de gestacédo (Figura 7 e
Tabela 1).



FIGURA 7. Fotomicrografias do corno gravidico de endométrio ao 21° (A), 30° (B), 35°
(C) e 42° (D) dias de gestacdo mostrando a evolucédo temporal e adaptacdo endometrial

a presenca da vesicula embrionéria. HE (A) e PAS (B, C e D) 100x, barra = 200um.
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Dos cornos nao gravidicos

Observou-se um aprofundamento do EE entre o periodo de 21 e 35
dias de gestacdo. Ao passo que nos 35 dias houve inicio da formacao de
sulcos e septamento do epitélio luminal acompanhado de afrouxamento do EC
gue permanece em menor grau aos 42 dias de gestacao. Aos 21 dias o epitélio
luminal apresenta pleomorfismo e pseudoestratificagdo que diminuem
gradualmente aos 30, 35 e 42 dias, ndo desaparecendo totalmente até o final
do periodo estudado. A profundidade da lamina propria tendeu a diminuir com

0 avanco gestacional (Figura 8 e Tabela 1).



FIGURA 8. Fotomicrografias do corno ndo gravidico de endométrio ao 21° (A), 30° (B),
35° (C) e 42° (D) dias de gestacdo, mostrando a adaptacdo temporal da superficie
endometrial. HE (A, C e D) e PAS (B) 100x, barra = 200um.
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TABELA 1. Desenvolvimento das caracteristicas observadas por MEV e histologia ao diestro e entre os 21°, 24-25°, 30°, 35-36° e

42° dias de gestacdo em endomeétrio equino.

Periodo
Diestro 21 dias 24-25 dias 30 dias 35-36 dias 42 dias
C. Ciliada +++ + nas calhas ND + nas calhas + nas calhas + nas calhas
> ++ nas calhas
w C. Secretoria + protusas ~ ++ secretérias de
. +++ ND +++ ++ erosao L.
= Protusa + erodidas superficie planas e
erodidas
Histotrofo (=)ax +++ ND +++ ++ ++
. colunar alto colunar médio a alto colunar alto colunar alto .
. . colunar baixo . . colunar médio simples
Epitélio luminal . pseudo/pleom simples/pleom pseudo/pleom sulcos, vacuolo basal PP
simples N o . o s sulcos, + linfocitos
+ linfécitos protusas, + linfécitos vacuolo basal, ++ linfocitos ++ linfécitos
© . ++ ciliadas nos ductos + frouxo e largo, denso,
— . . +++ ciliadas nos ductos, . -
o EC fino, sem edema +++ ciliadas nos ductos + linfocitos +++ vasos +++ capilares ++ ciliadas nos ductos
o ++ linfocitos + linfdcitos + linfdcitos
o
bt . .
7) . . + hiperplasia,
= esparso, vasos, . . ++ hiperplasia . . .
T EE sem edema +++ hiperplasia ++ hiperplasia menor profundidade,
+ edema estroma frouxo
denso
A Colunar média, colunar alto, pleom., .
Glandula . X colunar alto, colunar alto, colunar alto, colunar médio,
. adensadas, hiperplasia, o )
endometrial + ciliadas densas densas pleomorfismo

+ a ++ hiperplasia

citoplasma floculado

Legenda: MEV — microscopia eletrdnica de varredura, C. — célula, EC — estrato compacto, EE — estrato esponjoso. ( — ) ausente, + raro, + pouco, ++

intermediario, +++ abundante, pseudo — pseudoestratificado. pleom — pleomorfismo celular.

ND — Nao disponivel, as amostras para MEV dos dias 24 e 25 tiveram problemas técnicos ao realizar a MEV e serdo repetidas.
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DISCUSSAO

A caracteristica inicial mais marcante da transformacéo ou adaptacao
endometrial & gestacdo € o quase total desaparecimento das células ciliadas
na superficie epitelial em ambos cornos uterinos. Esta redugcdo praticamente
confina estas células aos ductos das glandulas e regides mais protegidas do

epitélio luminal, como nas calhas e sulcos endometriais.

Houve uma drastica diminuicdo da densidade de células ciliadas em
relacdo ao encontrado no diestro, como recentemente relataram Souza et al.
(2014) para o corno gravidico. Da mesma maneira, a reducéo desta populacéo
€ enorme se observado ao diestro persistente (SAMUEL et al., 1979) ou até o
12° dia da gestacao (KEENAN et al., 1991) ainda durante a fase de mobilidade
embrionaria (GINTHER, 1983) no Ilumen uterino. Em éguas néo gestantes a
populacdo de células ciliadas e ndo ciliadas passam por leves variacoes
(SAMUEL et al., 1979; KEENAN et al.,, 1991; AL-BAGDADI et al., 2004)
dependendo da localizacdo no utero, das diferentes fases do ciclo estral e da
sazonalidade. Na mulher a populacdo de células ciliadas do endométrio é
influenciada pelo estrogeno (MORE & MASTERSON, 1976), ao passo que a
progesterona é o principal horménio durante a gestacao inicial como também
ocorrem nos equinos (KASTELIC et al., 1987). Porém, ndo ha diferenca nos
niveis séricos de progesterona durante o inicio da gestacdo e o diestro
(KEENAN et al., 1991) que possa justificar esta reducdo da populacdo de
células ciliadas. Além do mais, as células ciliadas persistem em grande
concentracdo nos ductos das glandulas (CAUSEY, 2007) e foram observadas
nestes locais também no presente estudo em éguas gestantes. A renovagao
celular e a fungcdo das células ciliadas no endométrio equino ainda sao

desconhecidas, mas sabe-se que apresentam movimentos ritmicos
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independentes de contracdes uterinas (CAUSEY, 2007). O mesmo autor relata
uma provavel funcionalidade destas células, relacionadas aos mecanismos de
defesa uterina em um sistema de limpeza mucociliar, tal qual no trato
respiratério. Juntamente com o muco produzido por células endometriais, as
células ciliadas, as calhas e sulcos do epitélio endometrial e o arranjo uterino
das pregas do endométrio canalizando para a cérvice postulam a hip6tese de
um provavel sistema de limpeza mucociliar ativo em éguas (CAUSEY, 2007).
Considerando essa hipotese possivel, a continua limpeza mecanica mucociliar
do limen uterino favoreceria a eliminacdo do histotrofo, suprimindo um fator
gue é essencial para a sobrevivéncia do embrido (BURTON et al., 2002;
LEFRANC & ALLEN, 2007b; WILSHER & ALLEN, 2012) até a implantacéo e
placentacdo a partir do 40° dia da gestacdao (SAMUEL et al., 1974, 1975).
Talvez, a reducao da populacéo de células ciliadas do epitélio luminal durante a
gestacdo seja uma interessante forma de favorecer o acimulo de histotrofo. E,
mantendo as células ciliadas dos ductos e glandulas, h4 um sinergismo em
abastecer o lumen com a producéo histotrofica proveniente das glandulas, que
na gestacao inicial tem maior desenvolvimento (LEFRANC & ALLEN, 2007b;
LEFRANC et al., 2014). Contudo, ndo se sabe ainda quais os fatores podem
estar envolvidos neste processo de completa “deciliagdo” quando da presenca
de uma vesicula embrionaria aos 21 dias. N&o esta claro, ainda, em que
momento apods a entrada do embrido a luz uterina as células ciliadas comecam
a reduzir sua populacdo. E, mais ainda, se o préprio embrido determina este
fato ao realizar o contato fisico, o que talvez seja mais provavel, na medida em
gue migra continuamente por todo endométrio desde sua chegada ao utero até
a fixacdo na base de um dos cornos. Neste periodo o embrido equino secreta
E>, E1, PGF2q, PGE> e fatores de crescimento promovendo uma intrincada
interacdo embrio-maternal. Sua movimentacdo pelo endométrio se deve as
prostaglandinas que favorecem localmente a contratiidade miometrial, ao
mesmo tempo que fatores de crescimento favorecem a vasculogénese e
hiperplasia celular. O estrégeno esta ligado ao aumento de células ciliadas
(MORE & MASTERSON, 1976) no entanto houve redugéo na sua populacao
durante a gestacao inicial na égua. Nao se sabe se as prostaglandinas, agindo

muito localmente, ou mesmo se algumas citocinas e fatores de crescimento ou
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quais substancias poderiam promover a deciliacdo. H4 um verdadeiro quebra-
cabecas acontecendo neste periodo. E possivel, ainda, que este processo de
deciliacdo do epitélio luminal esteja envolvido no chamado evento de
reconhecimento materno da gestacdo (SHORT, 1969), em sinergismo a
migracdo embrionéria pela luz uterina. Mais estudos precisam ser realizados

para confirmar ou descartar essas possibilidades.

Além do numero e localizacdo das células ciliadas, a capacidade de
secrecdo das células microvilosas passou por mudangcas com O avancgo
gestacional. Muitas células apresentaram erosées em sua superficie,
provavelmente pela secrecdo apocrina das vesiculas, ou mesmo pela
descamacéo ou perda dos cilios. Observou-se que as células secretoras do
epitélio endometrial desempenham um papel importante durante o primeiro
bimestre da gestacdo, visto que as ceélulas secretorias arredondadas,
ingurgitadas e protusas formam a maioria da populacdo do epitélio, onde o
histotrofo se acumula. E € possivel que estas células protuberantes também
participem do processo de hiperplasia endometrial, uma vez que aos 42 dias da
gestacdo ha um aparente retorno desta populacdo. Este aumento na populacéao
das células protusas ocorre nos sulcos dos cornos gravidicos e em maior
escala no corno nao gravidico. A0 mesmo tempo a transicdo de células
secretorias ingurgitadas e ativas, localizadas na parte superior de dobras,
adquirindo superficie mais plana com o avanco gestacional foi evidente e
concomitante ainda a formacdo dos sulcos. A superficie endometrial
claramente apresentou sulcos e septamento maior aos 42 dias em relacdo aos
21 dias de gestacao, numa provavel formatacdo de sitios de implantacao entre

endométrio e placenta.

Nosso estudo demonstrou ainda uma adaptacdo continua da estrutura
e morfofisiologia do endométrio equino durante o periodo pés fixacdo e peri-
implantacdo da vesicula embrionaria no corno gravidico. Uma visivel
remodelagéo epitelial em relacdo ao diestro ocorreu por efeito direto da
presenca do embrido no Utero, inicialmente no corno gravidico por efeito direto,
paracrino, da presenca do embrido seguido de um rearranjo menos intenso no

endométrio no corno nao gravidico. Segundo Dallenbach-Hellweg et al. (2010)
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0os sinais histoldgicos induzidos por horménios no endométrio nunca s&o
uniformes, e as diferencas sédo devidas a varios fatores como, nutricdo celular,
suprimento vascular local e fatores metabdlicos como receptores de estrogeno
e progesterona. A remodelacdo do endométrio foi caracterizada pela
hiperplasia celular glandular e também do epitélio luminal, este evidenciado
pelo pleomorfismo celular e pseudoestratificacdo. O rearranjo das células ap6s
hiperplasia (pleomorfismo e pseudoestratificacdo) do epitélio luminal foi
facilitado pela formacao dos sulcos, ou septos maternos, expandindo a area de

superficie endometrial.

Alguns estudos definiram as densidades das glandulas endometriais
adaptando métodos estereoldgicos (LEFRANC & ALLEN, 2007b; SILVA et al.,
2011) em locais e dias definidos do inicio da gestacdo em equinos. Embora a
comparacao direta entre estes resultados ndo é possivel, pois a unidade e
metodologia empregadas divergem, a quantidade ou a densidade da superficie
glandular aumentou aparentemente com o0 avanco da idade gestacional
(LEFRANC & ALLEN, 2007b; SILVA et al., 2011). A hiperplasia glandular é
considerada uma caracteristica normal dos periodos gestacional e pés-
gestacional (pés-parto ou pos-abortamento) apresentando hipersecrecao
endometrial (RICKETTS, 1978; RICKETTS & TROEDSSON, 2007). De modo
geral, os tecidos e 6rgdos do corpo estdo normalmente sujeitos as influéncias
de crescimento e regulacdo das demandas funcionais, portanto a hiperplasia €
considerada uma resposta fisioldgica a um estimulo especifico. As células de
crescimento hiperplasico continuam sujeitas aos mecanismos normais de

controle regulador (GOSS, 1966) durante este estimulo.

Em uma simples contagem de glandulas no EE, seguindo o modelo
adaptado de Silva et al. (2011) com contagem em campos aleatorios nas
laminas de histologia, obtivemos breves subsidios da diferenca entre os cornos
gravidico e ndo gravidico aos 35 dias de gestacao, revelando cerca de 60%
mais focos de hiperplasia no corno gravidico (dados ndo apresentados). Este
dado corrobora o apresentado em éguas gestantes (SILVA et al., 2011), onde
todas as camadas do endométrio séo positivas para a presenca de Ki-67, um

marcador imunohistoquimico de proliferacdo celular. E, ocorre ainda um
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crescente numero de células marcadas com o0 avanco da gestacédo.
Diferentemente, em éguas ndo gestantes, Gerstenberg et al. (1999)
demonstraram maior proliferacdo celular durante o estro em células do epitélio
luminal e EC incluindo estroma e ductos glandulares. J& as glandulas basais
proliferam num curto periodo entre o 3° e 7° dias do diestro. Ainda, junto ao
desenvolvimento do endométrio gestacional, ocorre um desenvolvimento de
vasos sanguineos, ocupando maior area relativa nos EC e EE do corno

ipsilateral a vesicula embrionaria (SILVA et al., 2011).

Em nosso estudo avancamos a andlise até o 42° dia da gestacao,
guando virtualmente ja existe a justaposicdo de tecido corioalantdide no
endométrio dando inicio a placentacdo. Neste periodo foi evidenciado o
septamento no epitélio luminal, com sulcos ja sendo formados aos 35 e 36
dias, tornando-se mais profundos aos 42 dias de gestacdo. O
microsseptamento do endométrio € formado por grandes dobras ou septos do
epitélio luminal para acomodar microcotilédones e podem ser diagnosticadas
em bidpsias uterinas ap0s a perda embrionaria ou fetal (KENNEY, 1978). No
entanto, ndo ha microcotilédones neste periodo gestacional cuja formacéao so
ocorre a partir dos 40 dias (SAMUEL et al., 1975). A principal diferenca entre o
microssepto descrito por Kenney (1978) e este septamento inicial descrito
neste trabalho, € o tamanho ou a profundidade dos sulcos nestas formacoes.
Na analise aqui descrita parece ser plausivel que houve efeito da presenca e
desenvolvimento embrionario-fetal e suas membranas na regido de coleta das
amostras justapostas ao concepto, como sugerem Allen & Wilsher (2009).
Ainda que ndo exista uma parcela importante de tecido corioalantéide
recobrindo vasta extensdo, o endométrio parece seguir sua transformacao e
expandir a area de superficie do limen como resultado de hiperplasia celular
do epitélio luminal e afrouxamento do EC, para acomodar futuramente a

membrana corioalantéide.

Andlises abordando a vasculogénese e epiteliogénese, mensuradas
através de marcadores imunohistoquimicos para VEGF e seus receptores, no
endométrio (ALLEN et al., 2007; SILVA et al.,, 2011) de éguas ciclicas ou

gestantes entre 14 e 30 dias foram publicadas. Dentre estes, Silva et al. (2011)
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denotam presenca de maior marcacéao positiva no epitélio luminal para o VEGF
e maior marcacdo do receptor VEGFR2 no endotélio, algumas células do
estroma, epitélios luminal e glandular, de éguas gestantes. O VEGF ¢é ativado
ou regulado também pelo estrégeno (E2) (ZIGMUNT et al., 2003), que durante
a gestacao é produzido em parte pelo préprio embrido (RAESIDE et al., 2009).
A vesicula embriondria equina, ao transitar pelo Gtero durante a fase de
mobilidade, promove alteracdes transitérias da perfusdo vascular endometrial
(SILVA et al., 2005). Uma sinalizacdo entre concepto e endométrio ocorre por
meio desta via, e provavelmente promova atividade mitégena de células
endoteliais, do fator de permeabilidade de vasos de tecidos estrogeno-
responsivos. A adaptacdo vascular uterina a crescente necessidade nutricional
do concepto ocorre através de vasodilatacdo e do crescimento e

desenvolvimento de novos vasos (ZIGMUNT et al., 2003).

Assim, a vasculogénese € esperada, bem como poderia haver edema
subepitelial resultante do aumento de vasos e da propria permeabilidade
vascular nas areas endometriais proximas a vesicula embrionaria (GRIFFIN et
al., 1993), uma vez que o proprio embrido secreta e metaboliza E> (RAESIDE
et al.,, 2004) entre outras substancias (RAESIDE et al.,, 2009). Estrégeno
influencia a permeabilidade dos vasos, e parte da saida de agua para o
estroma ocorre em capilares e vénulas que possuem membrana
semipermeavel, permitindo a passagem de agua mais livremente que
proteinas. O proprio edema de tecidos pode ocorrer em funcdo do E2, como
acontece ao endométrio durante o estro (HAYES et al.,, 1985; SAMPER &
PYCOCK, 2007). De fato, o endométrio nos locais de contato e fixacao
dorsalmente a vesicula embrionéaria, é mais edematoso e hiperémico do que
gualquer outra area do endométrio vistos por histeroscopia (LEFRANC &
ALLEN, 2007b) ou andlise in situ (SILVA et al., 2011). O edema subepitelial no
EC foi identificado a histologia em amostras coletadas aos 21 dias em CG e

aos 24 dias em ambos cornos gravidico e ndo gravidico.

A migracédo das células trofoblasticas do anel coriénico embrionario ao
endométrio ocorre partir do 36° dia de gestacdo (ALLEN & MOOR, 1972;

ALLEN et al.,, 1973). Ao mesmo tempo, o estroma endometrial € rico em



72

leucocitos mononucleares (ENDERS et al., 1991) que se mobilizam ao redor
destas células formando acumulos nos calices (ENDERS & LIU, 1991a, 1991b;
ENDERS et al., 1991; GRUNIG et al., 1995; LUNN et al., 1997). O epitélio
luminal contém numerosos linfocitos granulares intraepiteliais, ao passo que
linfécitos menores se acumulam no estroma e ao 42° dia permanecem
confinados a periferia dos calices (ENDERS & LIU, 1991b). Este acimulo nédo é
evidenciado ao longo da interface entre o endométrio e o cérion néo invasivo
apos a formacdo dos microcotilédones, onde ha uma escassez de linfocitos
(SAMUEL et al, 1974). A migracdo transepitelial destas células linfoides
promove uma vacuolizacdo da célula que pode ser identificada a histologia
(KENNEY, 1978) nas diferentes fases do ciclo estral (RICKETTS, 1978). Nas
amostras de ambos cornos gravidico e ndo gravidico a partir dos 21 dias do
presente estudo, foram encontrados focos de linfocitos no epitélio luminal e
focos dispersos pelo EC. E houve a presenca de focos de linfécitos também
aos 25 dias de gestacdo no epitélio de alguns ductos de glandulas
endometriais. Estes linfécitos provavelmente sao células exterminadoras
naturais, as chamadas células NK (Natural Killer cell) j& que partilham da
mesma célula progenitora. Células NK foram originalmente descritas como
linfécitos granulares grandes apresentando citotoxicidade natural, e depois
reconhecidas como uma linhagem linfocitica separada (VIVIER et al., 2008).
Elas povoam o Gtero atuando na vigilancia do sistema imune contra patégenos
durante a gestacao, protegendo mae e feto (RODRIGUES et al., 2013). As
células NK encontradas no utero sdo denominadas uNK (uterine Natural Killer
cell) e sdo os leucdcitos mais abundantes no utero (BULMER et al., 2010). Em
mulheres, as uNK sdo uma importante fonte produtora de fatores angiogénicos
na gestacao inicial (LASH et al., 2006) tais como fator de necrose tumoral
(TNF-a), interleucina (IL-10), interferon gama (IFN-y), fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), fator de crescimento placentario (PIGF) e VEGF
(LASH et al., 2010). Um interessante fator que constitui importante
remodelagcdo na arquitetura endometrial é o IFN-y que atua dilatando e
afinando as paredes das artérias espiraladas para aumentar o fluxo sanguineo

para o sitio de implantacdo (ASHKAR et al., 2000) como ocorre em mulheres.
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Em diversas espécies, as células NK do Utero e decidua séo distintas
da populacéo periférica em termos de fenétipo e funcdo (CROY et al., 2006).
Suas fungdes na gestacédo nao estdo completamente elucidadas, mas tem sido
implicadas na remodelagdo vascular e facilitagdo da invasdo trofoblastica
(TABIASCO et al., 2006; HARRIS, 2011). Em equinos durante a gestacao, as
primeiras evidéncias da expressdo de marcadores para células NK no
endométrio foram relatadas recentemente (NORONHA et al., 2012). Estes
autores sugerem que estas células uNK no equino atuem para facilitar a
invasdo trofoblastica e remodelacdo endometrial, em funcdo semelhante a
descrita para espécies de placentacdo hemocorial e que sofrem alteracdes nas
artérias espiraladas no Uutero. Esta proposicdo poderia caracterizar uma
funcionalidade das células NK em éguas com o intuito de preparar ou definir os
sitios de implantagdo no endomeétrio. Isto também explicaria parte de nosso
estudo, onde percebemos um aumento gradual da presenca de linfécitos,
provavelmente uNK, no epitélio endometrial desde o 21° até o 36° dia, quando
ocorre a invasao trofoblastica. Seguida de uma leve diminuicdo na presenca
destes linfocitos aos 42 dias de gestacao, quando os linfécitos migram para o

entorno dos calices endometriais.

Keenan et al. (1987) relatam a aparicdo de linfocitos, leucocitos e
macréfagos no estroma, principalmente no EC, desde os primeiros dias apos a
ovulacdo em éguas vazias ou recém gestantes. A propria capsula do embrido
equino, que comeca a desintegrar-se gradualmente por entre o 20° e 22° dias
(BETTERIDGE et al., 1982; ENDERS & LIU, 1991a), promove uma reacao
leucocitaria ao redor da capsula no lumen e no estroma endometrial (ALLEN &
WILSHER, 2009). Interessante notar que os linfocitos, ou uNK, primariamente
recrutados durante ou apds o processo de perda da capsula e posteriormente
atraidos pelas células do anel coridnico, foram encontradas também no
endométrio do corno n&o gravidico ja aos 21 dias de gestacdo. E possivel que,
durante o periodo de mobilidade embrionéria, anterior a fixacdo do concepto no
corno gravidico, possa ter ocorrido alguma sensibilizacdo pelo embrido ou pela
capsula embrionaria ao endométrio, enviando sinais para a preparacdo e

localizacdo dos sitios de fixacdo e implantagdo, e as uNK intermedeiem
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diretamente esta sinalizagédo e transformacgao desde a entrada do embrido no
Utero. Em bovinos o sistema imunolégico materno fica examinando ativamente
o0 ambiente uterino no inicio da gestacdo (WALKER et al., 2010). O embrido
modula esta resposta, induzindo a expressdo de moléculas do endométrio, que
funcionam para suprimir a resposta imune ou promover a tolerancia para o
embrido. Este sistema exige um controle complexo através da expressao de
inibidores de protecdo no endométrio, mas ainda ndo se sabe se o embrido

expressa essas mesmas moléculas inibidoras (WALKER et al., 2010).

Portanto, é razoavel admitir que 0 endométrio ao inicio da gestagéo por
influéncia progesterénica (KASTELIC et al., 1987; GINTHER, 1992), por agéo
de estroégeno local (RAESIDE et al., 2004), de fatores de crescimento —
vasculogénicos, mitogénicos e motogénicos (LENNARD et al., 1988, 1995;
GERSTENBERG et al., 1999; ALLEN et al., 2007; SILVA et al., 2011), pela
forca mecéanica da contratilidade miometrial (GINTHER, 1992; GASTAL et al.,
1996) e pelo contato fisico da vesicula embrionaria, promova mudancas na
arquitetura e estrutura endometrial, e uma transformacéo da superficie epitelial
causando a reducdo da populacdo de células ciliadas e hiperplasia celular de
glandulas e do epitélio endometrial. E, que os sulcos ou septamento com um
aparente afrouxamento do estrato compacto ocorram para acomodar o epitélio
luminal, pseudoestratificado e por vezes pleomérfico, que estd aumentando sua
area superficial. Toda esta evolucdo e adaptacdo continua aconteceram tanto
no corno gravidico como no corno ndo gravidico. Porém, os eventos descritos

no corno contralateral ao concepto foram evidenciados em menor intensidade.



75

4. FIGURAS SUPLEMENTARES

Figura suplementar 1. Fotomicrografia de endométrio equino ao diestro (HE — 200x, barra =
100pum). Epitélio luminal simples colunar baixo, nucleos posicionados na base da célula.
Estrato compacto relativamente denso e curto. O epitélio glandular é colunar médio apresenta
células ciliadas nos ductos (circulos). Hiperplasia celular glandular também esta presente em
diferentes zonas do estrato esponjoso (elipses).
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Figura suplementar 2. Eletromicrografia de endométrio equino ao diestro mostrando grande
populacdo de células ciliadas difusas e disseminadas entre as células microvilosas secretérias.
As secret6rias estdo em sua maioria levemente convexas ou protusas, algumas com erosao de
membrana. Bocas de glandula podem ser vistas e algum material secretério e encontrado nas
calhas (MEV — 700x).



Figura suplementar 3. Fotomicrografia de endométrio equino aos 42 dias de gestacéo, corno
gravidico (PAS — 400x, barra = 50um). Epitélio luminal simples colunar médio e zonas com
pleomorfismo celular (circulos). Vacuolos de migracdo transepitelial sdo encontrados, bem
como linfécitos no estrato compacto (setas). O epitélio glandular apresenta células ciliadas nos
ramos das glandulas e principalmente nos ductos (cabeca de seta). Hiperplasia celular
glandular também esta presente. O epitélio luminal ainda apresenta células rompidas ou
erodidas, algumas com protusdo do nlcleo e contetdo citoplasmatico (quadrados), semelhante

ao encontrado na MEV em Figura Suplementar 4.
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Figura suplementar 4. Eletromicrografia de endométrio equino aos 42 dias de gestagdo, corno
gravidico. Cume do endométrio onde se visualizam células secretérias microvilosas. Muitas
apresentam erosao da membrana plasmatica em diferentes graus de lesdo apds secregdo

apécrina. O histotrofo esta presente e se acumula nas calhas (MEV — 5.000x).
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5. CONCLUSAO

O declinio da populacdo de células ciliadas da superficie epitelial do

endométrio foi marcante no endométrio gestante.

O rearranjo das células do epitélio luminal ocorreu com o avanco da
gestacdo apos hiperplasia celular, culminando com a formacdo dos

microsseptos maternos.

A presenca de linfécitos (UNK) na lamina propria e epitélio luminal foi
constante e apresentou aumento gradual até o dia 36 seguido de leve

diminuicdo ao 42° dia da gestacéo.

Os eventos e adaptacdes do endométrio aconteceram em ambos 0s

cornos uterinos, porém foram menos intensos no corno nao gravidico.
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Endometrial surface adaptive changes during first half of pregnancy in

mares

AM Souza*!, GHZ Winter!, N Cazales'?, MA Miglino3, RC Mattos?

! REPROLAB - UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil
2 Facultad de Veterinaria — UDELAR, Montevideo, Uruguay

3 Departamento de Cirurgia — USP, Sdo Paulo, Brazil

1. Introduction

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

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

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

2. Materials and methods

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

10 kV and images saved as TIFF files.

3. Results

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

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

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

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

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

microcaruncle formation (arrows).

Table 1. Overall adaptive changes of endometrial surface during first half of

pregnancy in mares (n=6).

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

endometrium
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4. Discussion

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

pregnancy was demonstrated.
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