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The aim of the present study was to evaluate the cell proliferative activity, by AQNORs
number, in different regions of bovine placenta throughout gestation. A total of 28 bovine
placentas were separated into four groups: group | (60 to 120 days), group Il (121 to 170
days), group Il (171 to 220 days), and group IV (221 to 290 days). It was found a greater
number of AQNORs in giant trophoblastic cells (GTC) when compared with mononuclear
trophoblastic cells (MTC) (p<0,001) in all regions and gestational groups analyzed, that confirms
their intensive synthesis activity in trophoblast epithelium. The central region of the placentome
begins an intense proliferative activity in group Il, observed by clusters, while placentomes
edges showed a higher number of clusters on group Ill. These data suggest that the central
region of the placentomes began an intense proliferative activity prior to its edge, both declines
at the end of pregnancy. Interplacentomal area showed a higher number of AQNORs in the
group IV, suggesting a higher proliferative activity of these cells at the end of pregnancy. The
results of this study indicate that the proliferative activity, as determined by the amount of
intranuclear AQNORs, exhibits patterns that are not only specific to each type of trophoblastic
cells, but also for each specific region of bovine placenta throughout pregnancy.

INDEX TERMS: Placentome, AgNORs, cell proliferation, cattle.

RESUMO.- Este estudo teve como objetivo analisar ativi-
dade proliferativa das células trofoblasticas, através da
quantificacdo de AgNORSs, em diferentes regides da pla-
centa bovina ao longo da gestacédo. Foram utilizados 28
uteros, sendo estes agrupados de acordo com as idades
gestacionais: grupo | (60-120 dias); Il (121- 170 dias); IlI
(171-220 dias) e IV (221-290 dias). Foi encontrado um nu-
mero significativamente maior de AQNORs nas células tro-
foblasticas gigantes (CTG) em relacao as mononucleadas
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(CTM) (p<0,001) em todas as regides e grupos gestacio-
nais analisados, o que confirma sua intensa atividade de
sintese no epitélio trofoblastico. A regidao central do pla-
centdnio inicia uma atividade proliferativa mais intensa ja
no grupo ll, observada pelo nimero de clusters, enquanto
que a margem do placentonio apresenta uma maior quan-
tidade de clusters no grupo lll. Estes dados sugerem que
a regiao central do placenténio inicia uma intensa ativida-
de proliferativa anteriormente a sua margem, ambas decli-
nando no final da gestagéo. A area interplacentomal apre-
sentou um maior nimero de AQNORSs no ultimo grupo ges-
tacional, sugerindo uma maior atividade proliferativa des-
sas células no final da prenhez. Os resultados deste estu-
do indicam que a atividade proliferativa, determinada pela
quantidade de AgNORs intranucleares, exibe padrbes que
sao especificos ndo somente para cada tipo de célula tro-
foblastica, mas também para cada regido especifica da
placenta bovina ao longo da gestacao.
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TERMOS DE INDEXAQAO: Placentonio, AQNORs, prolifera-
cao celular, bovinos.

INTRODUCAO

As regides organizadoras de nucléolos (nucleolar organizer
regions, NORs) sao segmentos do DNA localizados nas
constricdes secundarias do cromossomo e estao relacio-
nadas com a sintese de RNA ribossomal, refletindo a ati-
vidade sintética das células. Um grupo peculiar de protei-
nas acidas que tém alta afinidade por prata é localizado
nos mesmos locais que as NORs, o que confere as mes-
mas a propriedade de serem clara e rapidamente visuali-
zadas por coloragdes que utilizam nitrato de prata (Goo-
dpasture & Bloom 1975). Segundo Trere (2000), quando
sao coradas por prata, as NORs podem ser facilmente iden-
tificadas por pontos negros na area nucleolar, sendo deno-
minadas AgNORSs (argyrophilic nucleolar organizer regions).
De acordo com o descrito por Crocker et al. (1989), quan-
do os pontos pretos, chamados de dots, se agregam e nao
se torna possivel a identificacdo de um ponto, cada aglo-
merado de dots, agora chamados de clusters, podem ser
considerados como uma AgNOR.

As AgNORs séo unidades estrutural-funcionais do
nucléolo nos quais todos os componentes necessarios para
a sintese do RNA ribossémico (RNAr) estéao localizados.
O numero de AgNORs esta estritamente relacionado com
a atividade transcricional do RNAr e com a agilidade e ra-
pidez da proliferacéo celular no tecido estudado (Derenzini
& Ploton 1991). Esta técnica é amplamente utilizada no
diagndstico e progndstico de muitos tipos de tumores, por
caracterizar com grande eficécia a proliferacao celular, ja
gue as células cancerosas possuem uma grande quanti-
dade de AgNORSs, enquanto que as células de lesdes be-
nignas ou normais possuem menor quantidade (Derenzini
et al. 1995). A determinacdo do numero e da area das
AgNORs tem sido comparada com outros métodos de
mensuragdo da atividade celular, como a determinagéo da
proliferagdo celular através da citometria de fluxo (Crocker
et al. 1988) ou com a utilizagéo de marcadores de prolife-
racao celular, como o Ki-67 (Klisch et al. 1999, Schuler et
al. 2000, Hoffmann & Schuler 2002, Boos et al. 2006) e
essa correlagdo tem mostrado positiva.

O crescimento placentario € complexo e influenciado
por diversos fatores, sendo dependente de um balango
adequado entre proliferacao, diferenciacao e morte celular
(Hale et al. 1996, Facciotti et al. 2009). As células trofo-
blasticas da placenta bovina estéo divididas em duas gran-
des populagdes: as mononucleadas e as trofoblasticas
gigantes, que somam aproximadamente um quinto da po-
pulacéo total. Em muitos estudos as células trofoblasti-
cas gigantes sdo denominadas de binucleadas, sem a uti-
lizacdo do termo “gigante”. Porém, segundo Winsatt
(1951), Bjérkman (1969) e Klisch et al. (1999) as células
gigantes ndo sédo exclusivamente binucleadas, por esta
razdo utilizamos neste estudo o termo células
trofoblasticas gigantes. De maneira geral, as células
trofoblasticas produzem diversos hormonios e fatores de

crescimento, que estdo associados com o crescimento
fetal e manutengao da gestagao (Schlafer et al. 2000, Rici
et al. 2009). O trofoblasto possui propriedades unicas e
diversas fungdes metabdlicas, enddcrinas e angiogénicas,
porém, a atividade proliferativa na placenta bovina e o
seu papel no desenvolvimento fetal ainda sao pouco co-
nhecidos. O objetivo deste estudo foi analisar a atividade
proliferativa das células trofoblasticas, por meio da colo-
racao de prata, em diferentes regides da placenta bovina
ao longo da gestagéo.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidos 28 uteros gravidicos de vacas mesticas (Bos
taurus e Bos indicus) em abatedouro comercial, de diversas
fases gestacionais. As medidas cefalococcigeas dos fetos fo-
ram utilizadas para determinar a idade de prenhez (Richardson,
1989). Os grupos foram determinados de acordo com as ida-
des gestacionais: grupo | (60-120 dias); Il (121-170 dias); IlI
(171-220 dias) e IV (221-290 dias), perfazendo seis animais
em cada grupo. Amostras de diferentes regides placentarias
foram coletadas: regido central e marginal do placenténio, mi-
croplacent6nios (<1,0cm), area interplacentomal e fusédo de
placentbnios. As amostras foram fixadas em formaldeido 10%
em PBS, emblocadas em paraplast e seccionadas em
micrétomo (Leica, Germany).

As laminas foram imersas em uma solugao final 1:2, que
consiste de solucao coloidal (gelatina 2% e acido formico 1%)
e solucao de nitrato de prata (1:1) e levadas a estufa a 37°C,
em camara umida, por aproximadamente 20 minutos, depen-
dendo da amostra. Apds a lavagem das laminas com agua,
aplicou-se a solugéo de tiossulfato de sédio 1% por um minuto
e procedeu-se a nova lavagem. Em seguida, as laminas foram
secadas a temperatura ambiente e acondicionadas em caixa
na auséncia da luz. A captura e digitalizacdo das imagens e
contagem das AgNORs foi realizada através de microscopio
de luz, no sistema CCD-IRIS Sony Company.

Por meio da microscopia o¢tica visualizaram-se pequenos
pontos escuros intranucleares (dots) e aglomerados destes
pontos (clusters). O numero de AgNORs foi contado em 100
nucleos de células trofoblasticas gigantes e 100 nucleos de
células trofoblasticas mononucleadas por corte de tecido. Nas
células trofoblasticas gigantes binucleadas a quantidade de
AgNORs foi considerada em ambos os nucleos. Foi quantifica-
da individualmente a quantidade de dots e de clusters nos
nucleos celulares, além de uma analise do numero total de
AgNORs em cada tipo celular (dots + clusters). A média e o
desvio padrao do numero total de AQNORs por célula em cada
regido foi determinado, utilizando o método estatistico de ana-
lise de variancia de ANOVA.

RESULTADOS

A placenta bovina com 76 dias de gestacéo apresentou ca-
racterizada por diferentes padrdes de distribuicao de AQNORs
(Fig-1A). Pequenos e poucos dots estdo presentes nos nu-
cleos das células trofoblasticas mononucleadas, onde cada
dot corresponde a um pequeno nucléolo. Nas células trofo-
blasticas gigantes observamos outro padrao de distribuicéo
das AgNORs, com uma grande quantidade de dots intranu-
cleares e a presenca de clusters (aglomerados de dots- Fig1B).

Pesq. Vet. Bras. 31(6):538-542, junho 2011



540 Rose Eli G. Rici et al.

Fig.1. Corte histolégico de placenta bovina do grupo | (76 dias),
corado com Nitrato de Prata. (A) A maior quantidade de
AgNORs nas células trofoblasticas gigantes (CTG) em re-
lagéo as células trofoblasticas mononucleadas (CTM). (B)
Detalhe das AgNORs como pequenos pontos pretos intra-
nucleares - dots (seta verde) ou em aglomerados - clusters
(seta amarela). Barras: 10um.

O valores obtidos do numero total de AQNORSs e indivi-
dualmente dots e clusters nas células trofoblasticas mono-
nucleadas e gigantes estao descritos nos Quadros 1 e 2,
respectivamente. A regido central do placentdnio apresen-
tou um menor nimero total de AQNORSs no grupo | em rela-
¢a0 aos demais grupos gestacionais, tanto nas células tro-
foblasticas mononucleadas (p<0,05) como nas gigantes
(p<0,01). Na regiao marginal do placenténio houve variagao
apenas para as células trofoblasticas gigantes, as quais
apresentaram um maior nimero de AQNORSs nos grupos Il e
Il (p<0,05). A area interplacentomal apresentou um maior
numero total de AQNORs nas células mononucleadas do
grupo IV (p<0,05), enquanto que para as células trofoblasti-
cas gigantes n&o houve variacao na quantidade de AQNORs.
Os microplacenténios e as fusdes placentomais nao apre-
sentaram variagdes significativas na quantidade total de
AgNORs em suas células trofoblasticas.

Analisando individualmente a quantidade de dots e clus-
ters observamos algumas variagdes entre as células tro-
foblasticas em cada regiao placentaria. A regiao central do
placentonio apresentou uma quantidade significativamen-
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te menor de dots no grupo | nas células trofoblasticas
mononucleadas e também nas células gigantes (p<0,05).
A quantidade de clusters, por sua vez, foi significativa-
mente maior nas células trofoblasticas mononucleadas do
grupo Il (p<0,05) em relagéo aos demais grupos gestacio-
nais. A regiao marginal do placenténio apresentou varia-
¢bes na quantidade de dots apenas nas células trofoblas-
ticas gigantes, as quais apresentaram um maior numero
de AgNORs nos grupos Il e lll (p<0,05). Ainda nesta re-
gido foi observada uma maior quantidade de clusters no
grupo lll em ambos os tipos celulares (p<0,05), a qual de-
caiu intensamente no ultimo grupo gestacional.

Poucas variagdes significativas foram observadas na
area interplacentomal, sendo estas apenas na quantidade
de dots das células mononucleadas, a qual foi significati-
vamente maior no grupo IV em relagdo aos demais grupos
gestacionais (p<0,05). Nos microplacentonios, as células
trofoblasticas mononucleadas apresentaram um numero
significativamente maior de clusters no grupo Ill em rela-
¢ao aos demais grupos (p<0,05). Nas células trofoblasti-
cas gigantes o numero de clusters também foi significati-
vamente maior nas células do grupo Ill em relacéo aos
demais grupos gestacionais (p<0,05). Em relagao a quan-
tidade de dots, houve diferenca significativa apenas nas
células trofoblasticas gigantes entre os grupos Il e IV que
apresentaram, respectivamente, 0 menor e 0 maior nume-
ro de dots (p<0,05). Na regido de fusao placentomal nao
houve variagbes significativas na quantidade de dots em
ambos os tipos celulares ao longo da prenhez. A quantida-
de de clusters, por sua vez, foi significativamente maior
no grupo lll nos dois tipos celulares (p<0,05).

DISCUSSAO

Foram localizadas AQNORs em todos os tipos celulares
do epitélio trofoblastico, com marcagéo nos nucleos de
células mononucleadas e células gigantes, inclusive nas
binucleadas. Em uma analise imuno-histoquimica com o
antigeno de proliferagéo Ki-67, Schuler et al. (2000) tam-
bém observaram marcacgéo positiva nas células mononu-
cleadas e nas células trofoblasticas gigantes. Os mes-
mos autores encontraram reagdo positiva também nas
células binucleadas. Como as células trofoblasticas gigan-
tes sdo consideradas como células que nao se dividiram
completamente, presumivelmente estas células Ki-67 po-
sitivas eram células trofoblasticas gigantes imaturas em
estagios de multiplicagédo do genoma (Klisch et al. 1999),
fato este que também pode ser relacionado a presenca de
AgNORs nas células binucleadas.

Todas as regides analisadas apresentaram um maior
numero de AgQNORs nas células trofoblasticas gigantes do
que nas células mononucleadas. Wooding & Wathes (1980)
afirmam que a fungéo normal de uma célula trofoblastica
gigante madura em todos os estagios da prenhez de bovi-
nos é a sua migragao para o epitélio uterino para a libera-
cao de seus granulos e em seguida sua condensacéao a
uma célula remanescente, a qual sera fagocitada pelo epi-
télio coribnico. Estas células produzem proteinas e, atra-
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Quadro 1. Média e desvio padrao da quantidade de AQNORs nas células trofoblasticas mononucleadas em
diferentes regides placentarias ao longo da gestacao

Regibes placentarias AgNOR 1 (60 a 120d) I (121 a 170d) Il (171 a 220d) IV (221 a 290d)
Regido central DOT 7.95+4.782 14.70+1.89P 16.58+1.42b 14.29+3.45P
do placenténio CLUSTER 0.71+0.762 2.10+0.35P 1.12+0.492 0.84+0.412

TOTAL 8,65+5,432 16,79+2,23P 17,7+1,77° 15,12+3,18P

Regido marginal DOT 12.84+2.99 15.73+3.03 16.62+2.82 13.92+0.67
do placenténio CLUSTER 1.36+0.642 1.77+0.72 2.32+0.62P 1.13x0.612
TOTAL 14,2432 17,5+3,7 18,9+2,4 15,0+0,9

Area interplacentomal DOT 10.54+2.92 9.48+2.462 9.45+2.122 14.94+2.49b
CLUSTER 0.99+0.81 0.66+0.91 0.77+0.32 1.29+0.24

TOTAL 11,52+2,932 10,133,342 10,21+2,162 16,22+2,57P

Microplacenténio DOT 14.97+0.54 15.16+0.96 16.31+2.08 14.47+1.83
CLUSTER 1.23+0.062 1.1+0.032 1.9420.61P 1.07+0.042

TOTAL 16,19+0,4 16,26+0,9 18,25+2,1 15,54+1,5

Fusao placentomal DOT 13.94+2.01 15.63+1.55 17.73+4.95 15.56+0.17
CLUSTER 1.72+0.82 0.98+0.12 2.48+0.68P 1.07+0.012

TOTAL 15,66+1,26 16,61+1,58 20,21+5,51 16,62+0,18

ab yvalores com letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).

Quadro 2. Média e desvio padrao da quantidade de AQNORs nas células trofoblasticas gigantes em
diferentes regioes placentarias ao longo da gestacao

Regibes placentarias AgNOR 1 (60 a 120d) I (121 a 170d) Il (171 a 220d) IV (221 a 290d)
Regido central DOT 15.62 + 6.622 36.36 + 5.84P 44.44 + 6,520 36.01 + 12.48P
do placentdnio CLUSTER 2.04 + 0.69 491 +293 4.02 +2.03 2.56 + 1.03
TOTAL 17,66 + 7,27°¢ 41,28 + 8,474 48,46 + 7,334 38,56 + 13,444
Regido marginal DOT 34.08 + 9.572 50.19 + 5.67° 52.27 + 3.58P 38.79 + 11.162
do placentdnio CLUSTER 4.16 + 2.102b 5.38 + 2.462b 7.19 £ 1.72 2.35 + 0.81°
TOTAL 38,2 + 10,52 55,9 + 8,5P 59,47 + 4,2° 411 + 11,82
Area interplacentomal DOT 27.73 + 13.62 24.79 + 4.09 25.47 + 6.54 39.83 + 5.68
CLUSTER 2.55 +0.78 1.62+1.22 2.48 + 0.49 2.60 = 1.16
TOTAL 19,23 + 13,56 26,40 + 4,37 27,95+ 7,0 42,44 + 6,73
Microplacenténio DOT 45.97 + 0.92b 44.54 +3.782 46.31 + 6.42ab 49.47 + 1.68°
CLUSTER 3.82 +0.512 3.1 +0.112 5.44 + 1.35° 2.45 + 0.472
TOTAL 49,79 + 1,1 47,64 + 3,7 51,74 + 6,0 51,91+ 16
Fusao placentomal DOT 42.8 + 8.18 52.16 + 3.93 49.59 + 14.02 48.50 = 2.63
CLUSTER 426 +2.172 3.73 + 1.092 6.89 + 2.08P 2.95 + 0.542
TOTAL 47,06 + 6,59 55,89 + 3,57 56,49 + 16,10 51,44 + 2,92

ab yalores com letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica significante (p<0,05).
¢d Valores com letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica significante (p<0,01).

vés da liberacédo de seus granulos, secretam e transpor-
tam substéncias para o organismo materno. Essa intensa
atividade de sintese e secrecao de substancias pode ex-
plicar a grande quantidade de AQNORs apresentada nes-
tas células, sugerindo uma intensa atividade de sintese
entre 171 e 220 dias de gestacgéao.

As células trofoblasticas gigantes apresentaram uma
maior quantidade de clusters em relagao as células mono-
nucleadas, nas quais os dots foram predominantes. Estes
dados sugerem uma maior atividade proliferativa das célu-
las trofoblasticas gigantes, ja que os clusters estéo relaci-
onados a uma proliferagéo de maneira mais intensa e de-
sordenada nos tecidos (Treré 2000).

A regiao central do placenténio apresentou uma menor
quantidade de AgNORs no grupo | em todas as células
trofoblasticas, demonstrando uma atividade proliferativa
menor no inicio da gestacao. Apesar de apresentar uma
maior quantidade de AgNORs no grupo lll, a unica varia-
¢ao estatisticamente significante foi encontrada na quanti-

dade de clusters nas células mononucleadas do grupo I,
que foi maior neste grupo gestacional. Hoffmann & Schuler
(2002) determinaram a atividade proliferativa através de
marcacao imunohistoquimica com o antigeno Ki-67 em
diversos tipos celulares no placenténio bovino. As células
trofoblasticas apresentaram uma maior porcentagem de
células positivas no placenténio com 220 dias de gesta-
¢cao, decaindo ao seu menor valor com 240 dias. Estes
resultados estdo de acordo com o encontrado neste estu-
do, no qual observamos uma maior quantidade de AQNORs
na regido central do placentdnio no grupo Ill (171-220 dias),
decaindo no ultimo grupo gestacional. Porém, quando ana-
lisamos individualmente as células trofoblasticas, obser-
vamos que a maior atividade proliferativa ocorre nas célu-
las trofoblasticas gigantes, com um valor maior que o do-
bro do encontrado nas células mononucleadas.

Na margem do placent6nio, o maior numero total de
AgNORs foi observado nos grupos Il e lll nas células tro-
foblasticas gigantes, enquanto que a quantidade de clus-
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ters foi significativamente maior no grupo Ill nos dois tipos
celulares. Analisando o placenténio como um todo, obser-
vamos que a regido central inicia uma atividade proliferati-
va mais intensa no grupo Il, observada pelo numero de
clusters, enquanto que a margem do placentdnio apresen-
ta uma maior quantidade de clusters no grupo lll. Estes
dados sugerem que a regiao central do placenténio inicia
uma intensa atividade proliferativa, em prior a sua mar-
gem, as quais declinam este numero no final da gestacao.

Os microplacenténios e fusdes placentomais nao apre-
sentaram variagGes significantes no nimero total de AQNORs
ao longo da gestagéo, apenas na andlise individual entre
dots e clusters. Ambas as regides apresentaram uma maior
quantidade de clusters no grupo lll, sugerindo uma intensa
atividade proliferativa neste periodo gestacional.

A area interplacentomal apresentou um padrao diferen-
ciado na quantidade de AgNORSs ao longo da gestagéo,
com valores que permaneceram sem alteracao significati-
va até 220 dias de prenhez, o que é consistente com a
composicédo uniforme do trofoblasto bovino nesta regiao
durante a maior parte da gestacdo (Wooding & Wa-
thes,1980). Nesta regido houve um aumento no numero
total de AQNORSs apenas no ultimo grupo gestacional. Em
uma analise individual entre a quantidade de dots e clus-
ters nas células trofoblasticas interplacentomais, obser-
vamos um maior nimero de AQNORSs no ultimo grupo ges-
tacional, sugerindo uma maior atividade proliferativa des-
sas células no final da prenhez. Este equilibrio na ativida-
de proliferativa da regiao interplacentomal na maior parte
da gestacao pode estar relacionado com o estudo realiza-
do por Boos et al. (2006), que utilizaram a marcagao com
Ki-67 nas células da regido interplacentomal. Estes auto-
res sugerem que a proliferacéo celular ndo é o principal
fator responsavel pelo crescimento da massa uterina in-
terplacentomal, na qual ndo foram encontradas diferencas
significativas na quantidade de células marcadas no epité-
lio trofoblastico.

Os resultados deste estudo indicam que a atividade proli-
ferativa, determinada pela quantidade de AgNORs intranu-
cleares, exibe padroes que sao especificos nao somente para
cada tipo de célula trofoblastica, mas também para cada re-
gido especifica da placenta bovina ao longo da gestagéo.
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