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ABSTRACT.- Mancanares A.C.F, Mancanares C.A.F, Franciolli A.L.R., Marques L.0., Ambro-
sio C.E., Miglino M.A. & Carvalho A.F. 2012. [Relationship between the amount of Ag-
NORs, proliferative activity and stage of placental development in horses.] Relacdo
entre a quantidade de AgNORs, atividade proliferativa e o estagio de desenvolvimento
placentario em equinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 32(Supl.1):108-112. Programa de
Pés-Graduacdo em Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva
87, Cidade Universitaria, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail: anamancanares@usp.br

The Nucleolar Organizer Regions (NORs - nucleolar organizer regions) are used to des-
cribe regions of chromatin stained with silver nitrate and are related to the activity of rRNA
synthesis and to the agility and speed of cell proliferation in the tissues studied. The ob-
jective of this study was to relate the amount of AgNORs, proliferative activity and stage
of pregnancy in horses, using the coloring of Silver Nitrate. The embryonic attachments
were collected, fixed in 10% buffered formaldehyde, embedded in paraplast and stained by
silver nitrate. The groups were determined according to the gestational age. The amount
of the corium NOR found in early pregnancy indicates the onset of cell activity, and in that
the pregnancy progresses, the amount of NOR increases, suggesting higher activity and in-
creased synthesis of their importance in maintaining the fetus. Contrary to what occurs in
the corium, the quantification of NORs was higher in late pregnancy than in the beginning,
suggesting the stabilization of these membranes in late pregnancy. The chorionic girdle
and the yolk sac were found in early pregnancy and had lots of NORs, suggesting synthesis
function and proliferation in early pregnancy, since their functions is maintenance of the
embryo until the complete formation of the true placenta (chorio-allantoic membranes).
We conclude that the membranes that develop in a progressive manner in accordance with
the growing embryo/fetal (chorion, amnion and allantoic membranes) have an increased
number of NORs and the membranes that involute after the formation of the embryo/fetus
(yolk sac and chorionic girdle) have a decrease in number, suggesting a reduction in proli-
ferative activity in these membranes.

INDEX TERMS: Cell proliferation, AgNORs, nucleolus, placenta, equidae.

RESUMO.- As Regides Organizadoras de Nucléolo (NORs -
nucleolar organizer regions) sao utilizadas para descrever
regides de cromatina coradas por Nitrato de Prata e estdo
relacionados com a atividade de sintese de RNAr e com a
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agilidade e rapidez na proliferacdo celular nos tecidos es-
tudados. O objetivo deste trabalho foi relacionar a quan-
tidade de AgNORs, a atividade proliferativa e o estagio da
gestacdo em equinos, utilizando a coloracdo de Nitrato de
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Prata. Os anexos embrionarios foram coletados, fixados
em solucdo de formaldeido tamponado 10%, emblocadas
em paraplast e submetidos a coloracdo de Nitrato de Pra-
ta. Os grupos foram determinados de acordo com a idade
gestacional. A quantidade de NORs encontrada no cério no
comeg¢o da gestacdo indica inicio da atividade celular e na
medida em que a gestacdo avanca, a quantidade de NORs
aumenta, sugerindo maior atividade de sintese e aumento
da sua importancia na manutencdo do feto. Ao contrario do
que ocorre no coério, a quantificacdo das NORs foram maio-
res no final da gestacdo do que no inicio, sugerindo a esta-
bilizagdo destas membranas no final da gestacdo. A cinta
coridnica e o saco vitelino foram encontrados no inicio da
gestacdo e apresentaram grande quantidade de NORs, su-
gerindo fungado de sintese e proliferacdo no inicio da gesta-
¢do, visto que suas fungdes é manutencao do embrido até
a formag¢do completa da placenta verdadeira (cério-alan-
toide). Concluimos que as membranas que se desenvol-
vem de maneira progressiva de acordo com o crescimento
embriondrio/fetal (cério, alantoide e amnio) tém aumento
no numero de NORs e as membranas que involuem apoés a
formacao do embriao/feto (saco vitelino e cinta corionica)
tém um decréscimo neste nimero, sugerindo a diminuigio
da atividade proliferativa nestas membranas.

TERMOS DE INDEXACAO: Proliferacdo celular, AgNORs, nucléolo,
placenta, equinos.

INTRODUCAO

As Regides Organizadoras de Nucléolos ou NORs (do inglés,
“nucleolar organizer regions”) sdo utilizadas para descrever
regides constituidas de fragmentos de cromossomos que
formam os nucléolos no final da mitose. Estas regides cor-
respondem a algas do DNA contendo genes responsaveis
pela transcricdo do RNA ribossdmico, situados no nucléolo
da célula (Gall &Pardue 1969), e estdo relacionados com a
atividade de sintese de RNAr e com a agilidade e rapidez
na proliferacdo celular nos tecidos estudados (Derenzini &
Ploton 1991).

Diversos métodos para a coloragdo por nitrato de pra-
ta ja foram estabelecidos, de acordo com o tipo de fixacao
e o tipo de tecido a se analisado. Sdo identificadas através
da coloracdo por nitrato de prata, onde pontos escuros na
area nucleolar sdo corados (Crocker & Egan 1988, Egan &
Crocker 1988, Soomro et al. 1988, Whimster 1991, Trere
2000).

A quantificacdo das AgNORs é simples em relacdo as
demais técnicas e tem sido amplamente utilizada em mor-
fometria quantitativa, como método auxiliar na distingdo
entre células benignas e malignas, em diversos tecidos (Se-
rakides et al. 1999, Kruger et al. 2000, Pich et al. 2000).

O objetivo do trabalho foi determinar a relacdo entre a
quantidade de AgNORs, a atividade celular e o estagio da
gestacao utilizando marcadores em placentas equinas, a
fim de evidenciar a atividade metabdlica das células das
membranas embrionarias e fetais, estabelecendo assim um
padrdo de normalidade para gestacdes equinas, para que
no futuro possamos comparar com estagdes anormais ou
provenientes de embrides manipulados em laboratério.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 30 amostras de placentas de éguas adultas, sem
raca definida, do primeiro ao terceiro trimestre de gestacao, pro-
veniente do frigorifico Miramar, Pelotas - Rio Grande do Sul.

Aidade fetal foi estimada baseada na mensuragdo da distancia
do ponto maior da cabega até a dltima vértebra sacral, na extremi-
dade oposta (CR - Crown-rump) e separada em grupos (Quadro 1)
(Evans & Sack 1973).

Quadro 1. Grupos de embrides divididos de acordo com
Crown-Rump mensurado (Sao Paulo, 2012)

Grupo Numero (n) Idade em dias Comprimento da coluna (cm)

I 8 15a47 2,0a4,9
11 8 53a57 50a79
11 7 71a88 8,0a14,9
IV 7 96 a107 15,0a22,0

Os anexos embriondrios foram coletados, fixados em solu¢do
de formaldeido tamponado 10%, emblocados em paraplast e cor-
tes de cinco micrometros de espessura foram obtidos utilizando-
-se micrétomo (Leika, German) e submetidos a coloracdo de Ag-
NOR.

Para a quantificacdo das AgNORs, as laminas foram incubadas
em solugio final 1:2, que consiste de solugio coloidal (1g de gela-
tina, 50ml de 4gua deionizada e 0,5g de acido férmico) e solucdo
de nitrato de prata 1:1 (5g de AgNO, e 5ml de 4gua deionizada)
levadas a estufa a 37°C, em camara timida, por aproximadamen-
te 20 minutos. Ap6s a lavagem das laminas com agua destilada,
aplicou-se solugdo de tiossulfato de sédio 1% por um minuto e
procedeu-se a lavagem. Em seguida, as laminas foram secas em
temperatura ambiente e acondicionadas na auséncia de luz.

A contagem das NORs foi feita a cada 100 células evidencian-
do a quantidade de NORs em cada célula e sua somatoéria final. A
média e o desvio padrao do nimero total de AgNORs por célula
em cada membrana foi determinada. Diferengas nas médias de
AgNORs entre as amostras e entre os grupos gestacionais foram
analisadas através do Anova seguida de Tukey para as membra-
nas amnio, alantoide e cério; e Teste F saco vitelino e cinta corio6-
nica. Um valor de p<5% foi considerado significante.

RESULTADOS

A coloragdo por nitrato de prata (AgNORs) permitiu, atra-
vés da microscopia de luz, a visualizagdo de pequenos pon-
tos escuros intranucleares, marcados pelas proteinas asso-
ciadas as NORs (Nucleolar Organizer Regions)(Fig.1).

A contagem de NORs no dmnio no inicio da gestagdo
(grupos GI e GII) apresentou média variando de 125,4+7,
55 a 139+6,37. Foi observado que nos grupos de meio e fi-
nal de gestacdo (GIII e GIV), apresentam maior quantidade
de NORs do que nos outros grupos, sendo seus valores res-
pectivos 224,2+5,16 e 136,2+5,16 (Quadro 2).

0 alantoide é a membrana com menor atividade de sin-
tese e proliferagdo nestes grupos. Os grupos Gl e GII apre-
sentaram média de 122,6+8,33 e 138+8,16, respectivamen-
te. No grupo, hd um aumento no nimero de NORs 198+16 e
no GIV houve reducio respectivamente 117,75+4,81 (Qua-
dro 2).

No cério, a média obtida nos grupos GI e GII foram de
161,2+7,13 e 177+47,02, respectivamente. Nos grupos
GIII e GIV houve um aumento na quantidade de AgNORs
(239,8+48,02 e 225,75+13,23, respectivamente) (Quadro 2).
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Quadro 2. Média e desvio padriao do nimero de NORs nas
diferentes regides e grupos analisados (Sao Paulo, 2012)

Gl GII GIII GIV
Amnio 125+7,552 139+6,37b¢ 224+5,16° 136+5,16¢
Alantoide  122+8,33% 138+8,16° 198+16° 117+4,81¢
Cério 161£7,13° 177+47,02°¢  239+48,02¢  225+13,23°

abedMédias com letras iguais na mesma linha, sdo iguais ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

A cinta corionica expressou média de 219,2+10,34
e 203,6%5,24, nos grupos GI e GII de respectivamente
(Quadro 3). A medida que a gestacio evolui, notou-se o
desaparecimento desta estrutura, exercendo assim sua
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Fig.1. Membranas embriondrias e fetais de equino. Notar as regi-
Oes organizadoras de nucléolos (NOR) marcados pela colora-
¢do de Prata (seta) e vasos sanguineos (V). (A) Al = alantoide.
(B) Co = corio. (C) Al = alantoide, Am = amnio. (D) Sv = Saco
vitelino. (E) Cc = Cinta corionica. Barra: 20um.

Quadro 3. Média e desvio padrio do nimero de NORs nas
diferentes regides e grupos analisados (Sao Paulo, 2012)

GI GII
Saco vitelino 207+5,122 193+12,28"
Cinta coridnica 219+10,34* 203+5,244

abMédias com letras iguais na mesma linha, sio iguais ao nivel de 5% de
significancia pelo teste F.

funcdo de sintese e proliferacio somente no inicio da
gestacao.

A membrana com maior atividade de sintese no inicio
da gestacdo foi o saco vitelino. Os grupos GI e GII apresen-
taram médias de 207,4+5,12 e no grupo GII 193,3+12,28
(Quadro 3). Assim como a cinta coridnica, o saco vitelino
desaparece nos primeiros meses de gesta¢do. Sua principal
funcdo é a manutencdo do embrido até a formagdo comple-
ta da placenta verdadeira (corio-alantoide).

A membrana amniética (Fig.1C), alantoide (Fig.1A) e
corio (Fig.1B) sdo encontradas em todos os grupos estu-
dados. Em contra partida, o saco vitelino (Fig.1D) e cinta
coridnica (Fig.1E) involuem apds a idade média de 60 dias
de gestacdo, por isso ndo aparecem nos grupos GIII e GIV.
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A Figura 2 representa todas as membranas embriona-
rias e fetais, comparando o nimero de NORs nas diferentes
fases de gestacdo, evidenciando assim a grande atividade
das membranas coridnica, amnidtica e alantoideana até
GIV, com pico em GIII e grande atividade da membrana vi-
telina e regido da cinta coridnica no inicio da gestacao, com
picos em GI e GII.

Analise quantitativa de NORs
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Fig.2. Comparagio entre a quantidade média de AgNORs nas
membranas embrionarias ao longo da gestagdo.

DISCUSSAO

A técnica de AgNOR é simples, de facil interpretagio e pode
ser utilizada como marcador de proliferagao celular (De-
renzini 1989, Trere 1989, Cabrini et al. 1992).

Por meio da microscopia de luz, visualizaram-se peque-
nos pontos escuros intranucleares (dots), que podem apre-
sentar nimero, forma e tamanhos variados, permitindo
uma analise quantitativa, qualitativa morfolégica ou mor-
fométrica dos mesmos.

Cada ponto corado pela prata corresponde ultraestru-
turalmente, ao centro fibrilar em intima associacdo ao com-
ponente fibrilar denso (Derenzini et al. 1990, Derenzini &
Ploton 1991) e os mesmos foram facilmente evidenciados
em todas as fases de prenhez em que se procedeu este es-
tudo.

Muitos trabalhos demonstram que a quantidade de
AgNORs representa um parametro valido para a cinética
celular, significativamente associado com a agilidade de
duplicacdo celular (Derenzini et al. 1989, 1990, Trere et al.
1989).

Assim como em nossos estudos, em tecidos placenta-
rios normais, a técnica de AgNORs exibiu um padrio entre
a quantificacdo e o estagio da gestacdo. As células trofo-
blasticas da regido inter-placentomal, apresentam maior
numero de AgNORs, sugerindo uma maior atividade proli-
ferativa dessas células no final da prenhez (Rici etal. 2011).

Nossos estudos confirmaram o aumento da quantidade
de AgNORs nas células a medida em que a prenhez avangou
em algumas membranas como cério, amnio e alantoide, in-
dicando um aumento na atividade proliferativa e/ou meta-
bolica dessas células. No saco vitelino e na cinta coridnica,
apresentaram diminuicdo na quantidade de AgNORs no
saco vitelino e na cinta coridnica, sugerindo a importancia

dessas estruturas no inicio da gestacdo e que posterior-
mente perdem a funcionalidade a medida em que o pro-
cesso gestacional avanca (Evans & Sack 1973, Ferrel et al.
1976, Hinman 1976, Manganares 2007).

A relacdo entre a quantidade de AgNORs e a duplicagdo
celular pode ser explicada considerando que as células em
proliferacdo precisam produzir um complemento ribosso-
mal adequado para as células filhas. Considerando que o
nimero de AgNORs esta estritamente relacionado com a
atividade transcricional do RNAr, sendo uma consequéncia
légica relacionada também a quantidade de AgNORs com
células em duplicacdo (Derenzini 2000).

Além disso, considerando que essas células sdo respon-
saveis pela producdo de diversos hormonios e fatores de
crescimento associados ao desenvolvimento e manutengio
da gestacao (Schlafer et al. 2000), é natural que sua ativi-
dade metabodlica aumente a medida que o concepto passa
arequerer maior demanda nutricional. Sendo assim, a fun-
¢do placentdria deve aumentar proporcionalmente para
acompanhar o crescimento fetal (Ferrel et al. 1976).

CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer uma relagdo entre o numero de
NORs expressas nas células com o estagio de gestacio a que
pertence o tecido avaliado e também com o nivel de ativida-
de metabolica dessas células.

As membranas que se desenvolvem de maneira progres-
siva de acordo com o crescimento embriondrio/fetal (corio,
alantoide e amnio) tém aumento no nimero de NORs e as es-
truturas que involuem apés a formagao do embrido/feto (saco
vitelino e cinta coridnica) tém um decréscimo neste nimero.
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