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CARACTERIZACAO DOS EVENTOS REPRODUTIVOS EM PREAS (Galea spixii
Wagler, 1831)

VALE, A. M. Caracterizagdo dos eventos reprodutivos em preas (Galea spixii Wagler, 1831).
2017. 307f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoro-RN, 2017.

RESUMO: O periodo de gestacdo, caracteristicas do ciclo reprodutivo, incluindo verificacdo da
influéncia do efeito macho, descricdo do sistema reprodutor feminino, placentacéo,
desenvolvimento embrionario e fetal — acrescido de analises morfométricas - e expressdo dos
glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados nos oOrgdos reprodutivos e placentarios foram
caracterizados em fémeas de preas como forma de contribuir para a conservacao da espécie. Para
tanto, utilizaram-se 45 fémeas ndo gestantes nos seguintes experimentos: 15 fémeas foram
distribuidas em trés grupos experimentais, seguido da adicdo de um macho em cada grupo de
modo que apds a copula e fecundacdo, as fémeas eram separadas segundo datas compativeis com
inicio (dias cinco, 10 e 15), meio (dias 20, 25, 30 e 35) e fim (dias 40, 45, 50 e 55) da gestacéo.
Tal condigdo visou a obtencdo de fragmentos dos sacos gestacionais, placentas e 6rgdos do
sistema reprodutor feminino, os quais foram fixados em paraformaldeido 4% e submetidos as
técnicas de microscopia de luz. As amostras fixadas em glutaraldeido foram destinadas a
realizacdo de técnicas de microscopia eletrdnica de varredura e transmissao. Além disto, usou-se a
prozima para extracdo dos GAGs, seguida da eletroforese em gel de agarose e posterior
quantificacdo por densitometria. O segundo experimento consistiu na utilizacdo de cinco fémeas,
alocadas em recinto que continha um macho para 0 acompanhamento da duracdo da gestacdo. O
terceiro experimento objetivou a caracterizacdo do ciclo estral em um grupo contendo cinco
fémeas mais um macho, o qual encontrou-se preso em gaiola e outras cinco, em box isento deste
altimo. O quarto experimento foi realizado por meio da anélise morfométrica de embrides com
20, 25, 30 e 35 dias além de fetos nos dias 40, 45, 50, 55, 60 e recém-nascidos. Os resultados
revelaram a presenca de um utero duplo incompleto, formado por dois cornos, um corpo septado e
uma cérvice. Os 6rgdos do sistema reprodutor apresentaram caracteristicas macroscopicas e
histoldgicas semelhantes as relatadas para outros roedores. A duracdo da gestacdo demonstrou
média de 59 + 2,7487 dias e o ciclo sexual foi classificado como poliéstrico continuo, com
periodo médio de 14,8 + 0,73 dias para as fémeas submetidas ao efeito macho e 14,6 + 0,75 dias
para aquelas do outro grupo. Além disto, a presenca do macho influenciou significativamente
(P<0,05) a duragdo do diestro, tornando-o mais longo. A inversdo do saco vitelino ocorreu no
décimo quarto dia de gestacdo e o endoderma visceral situou-se em aposicao aos tecidos uterinos.
A placenta corioalantoide apresentou forma discoidal e possuiu regibes bem definidas de
espongiotrofoblasto, labirinto e subplacenta a partir da gestacao intermediaria. O desenvolvimento
embrionario foi semelhante ao observado em roedores histricognatis, sendo a transicdo para a fase
fetal, ocorrida aos 40 dias de gestacdo. Os dados morfométricos possibilitaram o estabelecimento
de correlagbes com a idade gestacional. O dermatam sulfato foi o0 GAG predominante em
amostras de tubas uterinas, vaginas e placentas, ao passo que 0 heparam expressou-se mais no
corpo do Utero, no inicio da gestacdo. Houve ainda elevadas concentracbes de GAGs no Utero
gestante e no sistema reprodutor na fase estrogénica quando comparada ao diestro. Conclui-se que
0s eventos reprodutivos apresentaram caracteristicas da espécie correlacionaveis com outras da
ordem Rodentia, fato este que indica um conjunto de estratégias evolutivas relacionadas com a
sua manutencao.

Palavras Chave: Sistema reprodutor feminino, Ciclo estral, Placentacdo, Embrido, Feto,
Morfometria, Glicosaminoglicanos.
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ABSTRAT: The gestation period, the characteristics of the reproductive cycle, including the selection
of the influence of the male effect, the description of the female reproductive system, placentation,
embryonic and fetal development — added of the morphometric analysis - and the expression of
sulfated glycosaminoglycans (GAGS) in the reproductive and placental organs were the ways to
contribute with the conservation of the species. For this, 45 non-pregnant females were used in the
following experiments: 15 females were distributed in three experimental groups, followed by the
addition of one male in each group, so that after the copulation and fertilization the females were
separeted in accordance with the compatible dates of begining (days 5, 10 and 15), middle (days 20,
25, 30 and 35) and end (days 40, 45, 50 and 55) of gestation. This condition was obtained to obtain
fragments of gestational sacs, placentas and organs of the female reproductive system, which were
fixed in 4% paraformaldehyde and submitted to light microscopy techniques. The samples fixed in
glutaraldehyde were performed in scanning and transmission electron microscopy techniques. In
addition, prozima was used for GAG extraction, followed by agarose gel electrophoresis and
subsequent quantification by densitometry. The second experiment consisted of the use of five
females, housed in a room that contained a male to monitor the duration of gestation. The third
experiment aimed to characterize the estrous cycle in a group containing five females plus one male,
which was found trapped in a cage and another five, in a box exempt from the latter. The fourth
experiment was performed by means of the morphometric analysis of embryos with 20, 25, 30 and 35
days plus fetuses on days 40, 45, 50, 55, 60 and newborns. The results revealed the presence of an
incomplete double uterus, formed by two horns, a septate body and a cervix. The organs of the
reproductive system presented macroscopic and histological characteristics similar to those reported
for other rodents. The duration of gestation showed an average of 59 + 2,7487 days and the sexual
cycle was classified as continuous polystyric, with a mean period of 14.8 £ 0.73 days for females
submitted to the male effect and 14.6 = 0.75 days for those of the other group. In addition, the male
presence significantly influenced (D <0.05) the duration of the diestrus, making it longer. The yolk sac
inversion occurred on the 14th day of gestation and the visceral endoderm was placed in apposition to
the uterine tissues. The chorioallantoic placenta presented a discoidal shape and had well defined
regions of spongiotrophoblast, labyrinth and subplacenta from the intermediate gestation. Embryonic
development was similar to that observed in histricognatis rodents, being the transition to the fetal
phase, occurring at 40 days of gestation. Morphometric data allowed the establishment of correlations
with gestational age. Dermatan sulfate was the predominant GAG in samples of uterine tubes, vaginas
and placentas, whereas heparam expressed more in the body of the uterus at the beginning of
gestation. There were also high concentrations of GAGs in the pregnant uterus and still in the
reproductive system in the estrogenic phase when compared to the diestrus. It is concluded that the
reproductive events presented characteristics of the species correlated with others of the order
Rodentia, fact that indicates a set of evolutionary strategies related to its maintenance.

Key words: Female reproductive system, Estrous cycle, Placentation, Embryo, Fetus, Morphometry,
Glycosaminoglycans.
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Figura 1- Exemplar de Galea spixii utilizado no experimento. Centro de Multiplicacédo
de Animais Silvestres-UFERSA/RN.

Figura 2— Representagéo do ciclo estral em ratas, cuja duragdo foram quatro dias. Neste
caso, dividiu-se o diestro em duas fases e considerou-se 0 metaestro como um periodo
muito curto em que consistia numa transicdo entre o estro e diestro. Figura modificada
de Goldman et al. (2007).

Figura 3— Esquema representativo do desenvolvimento embrionario inicial em
camundongo. Em A evidencia-se a estrutura blastocistica, aos 6 dias de
desenvolvimento embrionéario, no qual pode-se observar as células do endoderma e
ectoderma embriondrios que compde a massa celular interna. Verifica-se também o
endoderma extraembrionario do qual derivara o saco vitelino e a cavidade central da
blastocele. Em B caracteriza-se, aos 7,5 dias de desenvolvimento embrionério, o
surgimento de células trofoblasticas gigantes e as regides resultantes da proliferacdo do
trofoblasto acima do disco germinativo: ectoderma extraembrionario e cone
ectoplacentario. O segundo originara a placenta principal ou corioalantoide. Além disso,
verifica-se a formacdo de dois endodermas: um parietal e localizado acompanhando o
contorno externo do trofoectoderma, e o outro visceral que se situa revestindo o
epiblasto e ectoderma extra-embrionario. Ambos formam o saco vitelino (também
denominada placenta vitelina) bem como delimitam uma cavidade, ou seja, a cavidade
do saco vitelino. Figura modificada de Rossant e Cross (2001).

Figura 4- Saco gestacional de camundongo aos sete dias e cinco horas de
desenvolvimento embrionério revelando as regifes uterinas da decidua antimesometrial
(DA), zona de decidua priméaria (ZDP) e decidua mesometrial (DM). Esta Ultima,
possui duas sub-regides onde, na primeira delas, verificam-se células deciduais ricas em
glicogénio, o que confere uma zona esparsa e constituida por excesso desse
polissacarideo (ZRG). A outra, apresenta células estromais indiferenciadas. Observar
ainda, o blastocisto (concepto) representado por C e direcionado para a porgdo anti-
mesometrial do Gtero, ao passo que o cone ectoplacentario (*) situa-se em localizagédo
diametralmente oposta. ZRG: zona rica em glicogénio. Coloragdo de Hematoxilina e
Eosina (HE). Figura modificada de Herington e Bany (2009).

Figura 5— Representacdo esquematica do desenvolvimento das camadas germinativas,
as relacdes com o embrido e formacéo de cavidades como ocorre em porcos na gestacéo
inicial. Em (A) observa-se a localizacdo do embrioblasto e inicio do surgimento do
mesoderma. Em (B) evidencia-se a bifurcacdo mesodérmica que culminara com o
celoma extraembrionario (exoceloma). Em (C) verifica-se o aparecimento de dobras
amnioticas em processo de cavitagdo. Em (D) e (E) nota-se a presenca do corion e 0
exoceloma, este Gltimo constituindo uma grande cavidade. Figura modificada de Perry
(1981).
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Figura 6— RelacOes espaciais anatdmicas evidenciadas no modelo gestacional do cobaio
(A) e humano (B) em gestacGes nas fases intermediarias. Em A, observa-se, em verde, o
endoderma visceral do saco vitelino envolvendo toda a estrutura do botdo gestacional
numa situacdo verificada ap6s a inversdo do saco vitelino. \erificar ainda as
localizagbes espaciais do embrido, placenta principal (corioalantoide), alantoide e
grande cavidade exocelomética. Em B, verificam-se as disposi¢cGes das deciduas
uterinas, amnio, corion, placenta, exoceloma e um saco vitelino cujo tamanho é bastante
reduzido. Figura modificada de Perry (1981).

Figura 7— Representacdo da placenta corioalantoide em camundongos no dia 12.5 de
desenvolvimento embrionario. Notar o formato discoidal desta placenta e as regifes em
que se desenvolvem o espongiotrofoblasto, células trofoblasticas gigantes e labirinto.
Figura modificada de Rossant e Cross (2001).

Figura 8— Esquema representativo das interagbes materno fetais nas regides do labirinto
e vilosidades corionicas em camundongos e humanos respectivamente. Verificar os
tipos celulares envolvidos em cada regido citada, sendo a cor azul representativa das
células derivadas do trofoblasto e a cor laranja, indicando tecidos derivados do
mesoderma (vasos sanguineos e estroma). Em camundongo, notar a grande
proximidade em que as lacunas maternas encontram-se dos vasos sanguineos fetais, ao
passo que, em humanos, a estrutura trofoblastica e meséquima subjacente encontram-se
imersos em sangue materno. Figura modificada de Rossant e Cross (2001).

Figura 9—- Diagrama de uma seccdo do saco gestacional no cobaio aos 35 dias de
gestacdo. Observar as localizagbes da subplacenta (SUB), celoma extraembrionario
(CEE), amnio (A), cavidade decidual (CD), sincicios grosseiros (SG) e finos (SF),
decidua basal (DB), zona intermediaria (ZI), endodermas parietal (EP) e visceral (EV)
do saco vitelino, decidua capsular (DC), luz do atero (LU) e decidua parietal (DP).
Figura modificada de Davies et al. (1961).

Figura 10— Representacdo esquematica dos tipos de ligacbes que os glicosaminoglicanos
realizam para agregarem-se a estrutura protéica do proteoglicano. Nesta figura, a proteina
em questdo encontra-se verticalmente representada e contém trés regides importantes, nas
quais aminodcidos especificos interagem com os GAGS, respectivamente, de cima para
baixo: serina, treonina (onde a ligacdo covalente com o GAG ocorre na hidroxila da porcéo
terminal destes aminoacidos) e acido aspartico (este liga-se covalentemente ao respectivo
GAG mediante ligacdo covalente do nitrogénio do grupamento aminoterminal). SER:
serina; TRE: treonina; ASP: &cido aspértico; Xil: xilose; Gal: galactose; GIcA: acido
glicurdnico; GalNac: N-acetil galactosamina; GLcNac: N-acetil glicosamina; AS: acido

sidlico; Man: manose; : hexosamina; .: acido uronico; . D-galactose. Figura
modificada de Hardingham e Fosang (1992).

Figura 11- Exemplificacdo de proteoglicanos tipicos. Em A: serglicin, o qual possui
reduzida cadeia protéica ligada a 14 moléculas de condroitim sulfato. Em B: evidencia-
se um filamento protéico contendo regido de ligacdo a glicosaminoglicanos e outra
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ricamente constituida pelo aminoacido leucina, este Ultimo envolvido na ligagdo com o
colageno e fibronectina. Em C: destaca-se um proteoglicano de heparam sulfato com
dominios extra e intracelulares. Em D: verifica-se a presenca de um longo
proteoglicano encontrado em cartilagens e dotado de dominios de ligacdo ao acido
hialurdnico (regido superior da figura), regido de ligacdo a cadeias de queratam sulfato,
numerosas cadeias aderidas de condroitim sulfato e uma porcdo terminal de interacdo a
matriz extracelular (dominio de ligacdo a lectinas). CS: condroitim sulfato; DS:
dermatam sulfato; HS: heparam sulfato; AH: acido hialurénico; QS: queratam sulfato.
Figura modificada de Ruoslahti (1988).

Figura 12— Aspectos estruturais dos proteoglicanos agrecam e versicam. Nesta figura
destacam-se os dominios G1, G2 e G3 e seus subdominios caracteristicos. Figura
modificada de Ruoslahti (1988). GAGs: glicosaminoglicanos; PG: proteoglicano; Ig
fold: regido imunoglubulinica capaz de realizar dobramentos especificos; PTR: unidade
protéica repetitiva; EGF: fator de crescimento epidermal. Figura modificada de
Hardingham e Fosang (1992).

Figura 13- llustracdo comparativa entre os proteoglicanos ricos em leucina. As areas
escurecidas nos dominios centrais referem-se as repeticOes deste aminoacido. As
cadeias de queratam sulfato interagem com o0s grupamentos amino da leucina na
molécula de fibromodulina. Duas cadeias de condroitim ou dermatam sulfatos
conectam-se na porcao anterior do biglicam, ao passo que no decorim, uma cadeia de
um destes GAGs liga-se covalentemente. A porc¢éo final dessas glicoproteinas ligam-se
de forma especifica a constituintes da matriz extracelular. CS: condroitim sulfato; DS:
dermatam sulfato; KS: queratam sulfato. Figura modificada de Hardingham e Fosang
(1992).

Figura 14— Caracteristicas estruturais de proteoglicanos da superficie celular. O
sindecam possui quatro cadeias de heparam ou condroitim sulfatos aderidas a estrutura
protéica no dominio extracelular e dois pequenos segmentos protéicos, um
transmembrénico e outro citosolico. Neste ultimo, encontra-se muitos residuos de
tirosina (Y). O CD44 apresenta duas cadeias de condroitim ou heparam sulfatos, um
segmento anterior constituido por proteinas em alfa hélice (PTR) e uma porcao carboxil
terminal intracelular. J& a trombomodulina possui regiGes anteriores dispostas em
hélice, uma sequéncia intermediaria de unidades repetitivas similares ao EGF e uma
unica cadeia de condroitim sulfato aderida ao ectodominio. HS: heparam sulfato; CS:
condroitim sulfato; EGF: fator de crescimento epidermoide; DS: dermatam sulfato; KS:
queratam sulfato. Figura modificada de Hardingham e Fosang (1992).

Figura 15— Composicdo estrutural linear dos principais glicosaminoglicanos. A
molécula de heparam sulfato apresenta residuos de N-acetilglicosamina que sofre
desacetilacdo e posterior sulfatacdo no nitrogénio (NS). Além disto, tais residuos
encontram-se sulfatados em ligacdo 6-O (6S), ou seja, 0 enxofre do grupamento sulfato
liga-se covalentemente ao oxigénio proximo ao carbono seis da N-acetilglicosamina.
Ainda relativo ao heparam, verifica-se a sulfatacdo 2-O (2S) nos &cidos idurdnicos
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constituintes do composto. O dermatam sulfato possui sulfatacbes 4-O (4S) nas
moléculas de N-acetilgalactosamina e 2-O (2S) nos &cidos idur6nicos. O condroitim
sulfato apresenta acréscimos de grupamentos sulfatos 4-O (4S) apenas nos residuos de
N-acetilgalactosamina. No &cido hialurénico ndo se observam sulfatacfes. Por fim, o
queratam sulfato revela substitui¢6es fosfaticas nas unidades dissacaridicas de galactose
e N-acetilglicosamina. HS: heparam sulfato; DS: dermatam sulfato; CS: condroitim
sulfato; HA: &cido hialurénico; KS: queratam sulfato. Figura modificada de Couchman
e Pataki (2012).

Figura 16— Representacdo esquematica da formacdo do acido idurbénico. A figura
superior retrata o equilibrio quimico promovido pela epimerase, a qual catalisa a
transformacdo do &cido beta glicurdnico em alfa idurdnico, quando ambos estdo em
ligagBes glicosidicas com a N-acetilgalactosamina. R1, R2 e R3 constituem os radicais
substitutivos nas moléculas em questdo. Finalmente, destaca-se, na imagem inferior, as
variagdes conformacionais possiveis do acido idurénico. Figura modificada de Thelin et
al. (2013).

Figura 17 - Representacdo da distribuicdo dos animais amostrados ao longo do
experimento. Fonte: acervo do pesquisador.

Figura 18- Confirmacdo da cdpula pela presenga de espermatozoides na citologia
vaginal. Apos 24 horas, considerou-se o primeiro dia de gestacdo. Coloracdo pandtica
répida.

Figura 19 — Sistema reprodutor feminino de preas in situ (figura A) e ex situ (figura B).
OD: ovario direito; OE: ovario esquerdo; tubas uterinas (setas); CD: corno uterino
direito; CE: corno uterino esquerdo; CX: cérvix uterina; VA: vagina; VU: vulva.
Cabeca de seta na figura A: bexiga urinéria. Barra das figuras A e B: 1cm. Fonte:
Acervo do pesquisador.

Figura 20— Ovérios de preas, oriundos de fémea ndo gestante (Figuras A, B e C) e
gestante (Figuras D, E, F, G, H e I) em corte transversal. A: observa-se um grande
corpo luteo (*), foliculos ovarianos em diferentes estadgios maturativos (elipses
tracejadas) e a tunica albuginea (a). As figuras B e C representam grandes aumentos de
dois foliculos ovarianos da figura anterior, sendo possivel, na primeira, a detec¢do de
um odcito no interior folicular; ao passo que em C, ndo se evidenciou tal gameta
feminino. As figuras D, E, F, G e H caracterizaram, em aumentos microscopicos
crescentes, um corpo luteo (*), foliculos em diferentes estagios de maturacdo (elipses
tracejadas), sendo o destaque promovido na figura E compativel com foliculo
primordial. As figuras E, F e G destacaram um foliculo maduro contendo o odcito
(cabeca de seta) sustentado pelas células da granulosa que, possivelmente, encontrou-se
representada, em sua porcdo inferior, pelo cumulos oophorus (células foliculares
identificadas pelo retdngulo tracejado) e envolvido pela corona radiata (camadas de
células foliculares destacadas na elipse tracejada). Em H: destacou-se o corpo lateo (*)
e um vaso sanguineo (seta). Em I: notou-se um proeminente corpo lateo (*), a albuginea
(seta) e dois foliculos ovarianos, sendo um deles maduro (FM) e o outro antral (FA).
Figuras A, B, C, D, E, F, G e H: microscopia eletrénica de varredura. Figura I:
microscopia de luz com corte histoldgico corado em hematoxilina e eosina (HE). Fonte:
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Acervo do pesquisador.

Figura 21— Ovarios de preas, oriundos de fémeas gestantes em inicio de gestacdo. A:
evidencia-se, em destaque, um foliculo primordial (circulo tracejado). B: observam-se
trés foliculos ovarianos, sendo um deles maduro (FM) e dois em desenvolvimento (FD).
Notar ainda as regifes de cértex (C) e medula (M) ovarianas. C: estrutura de um
foliculo ovariano maduro. Notar a presenca do odcito (O), células foliculares do
cumulos oophorus (retangulo tracejado) e da corona radiata (CR). Em D: foliculo
maduro apresentando: células do cumulos oophorus (CO), da corona radiata (CR),
liquido folicular (*), corpusculo polar (cabeca de seta). Verificar também a zona
pelucida (ZP) e citoplasma (CITO) do odcito. E: regides do cortex (C) e medula (M) do
ovario. Em F: neste foliculo maduro evidenciou-se dois corpusculos polares (cabecas de
seta) e a regido da teca (TE). Figuras A, B, C, D, E e F: microscopia de luz com corte
histologico tranversal corado em hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 22— Tubas uterinas oriundas de fémeas gestantes de preds. Em A (inicio da
gestacéo): notar a luz do oviduto (L), a mucosa (M) e camada muscular (m). Em B
(meio da gestacdo): evidenciam-se projecdes da mucosa direcionadas para a luz da tuba.
As figuras C, D, E e F representam tubas no final da gestagdo. Notar a crescente
formacéo tortuosa das dobras da mucosa e a serosa (S) que envolve a estrutura tubular.
E e F: detalhe das dobras da mucosa no qual se evidencia o epitélio (E), a ldmina
propria que o sustenta (seta na figura E e LP na figura F) e a muscular (m). Figuras A,
B, C, D e E: cortes histolégicos transversais corados em hematoxilina e eosina (HE).
Figura F: microscopia eletronica de varredura. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 23— Utero de preas, oriundos de fémeas néo gestantes (figuras A, B, C e D) e sacc
gestacional contendo estruturas uterinas (figura E). Em A: representacdo do aparelhc
reprodutor feminino dissecado para facilitar o entendimento dos seus componentes. TD:
tuba uterina direita; TE: tuba uterina esquerda; CD: corno uterino direito; CE: cornc
uterino esquerdo; CER: cérvix; VA: vagina; VE: vestibulo da vagina; VU: vulva. Nota
também o septo uterino (seta vermelha) o qual divide o Gtero em dois cornos, direito €
esquerdo (setas amarelas). Figuras C e D: detalhe do septo uterino (retangulo tracejado) €
os cornos do utero assim formados (COD: corno do utero direito e COE: corno do Uterc
esquerdo). Figuras C e D: observou-se a cérvix uterina (CE) contendo muitas dobras. Em
E: saco gestacional aos 30 dias onde pode ser observada a disposicao espacial do sacc
vitelino visceral (SVV) e sua insercao (seta) na placenta corioalantoide (PL). Notar ainde
a localizacdo da decidua basal (DB) e parietal (DP). O SVV mantém estreita relacdo com
a PL e o utero caracterizando uma estrutura anatdmica favoravel aos processos
absortivos. Figura A: fotodocumentacdo macroscopica do parelho reprodutor feminino.
Barra: 1cm. Figuras B, C, D e E: Microscopia eletronica de varredura. Fonte: Acervo dc
pesquisador.

Figura 24— Microscopia de luz com coloragdo em hematoxilina e eosina (HE) dos cornos
uterinos em regido distal a cérvice (corte transversal) em inicio (figuras A, D e G), meic
(figuras B, E e H) e fim (figuras C, F e I) da gestacdo. Figuras A, B e C: observar a luz dc
orgao (L), o epitélio de revestimento (cabeca de seta) e conjuntivo (C) associado. A
arquitetura tecidual permanece sem altera¢des ao longo da gestagédo. Notar, nas figuras D.
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E, F, G, Hel, o epitélio de revestimento (cabeca de seta) e tecido conjuntivo frouxo (CF
que o sustenta. Figuras F e |: 0 * representa vasos sanguineos no conjuntivo. Fonte:
Acervo do pesquisador.

Figura 25— Microscopia de luz com coloragdo em hematoxilina e eosina (HE) do cornc
uterino em regido proximal a cérvice (corte transversal). Figuras A, B e C: observar a luz
do oOrgdo (L), o epitélio de revestimento (cabeca de seta) e conjuntivo frouxo (Cf)
associado. Figuras D, E e F: notar o epitélio de revestimento (cabeca de seta), conjuntivc
frouxo (Cf) e denso ndo modelado (Cd). Figuras G, H e I: verificar o septo (S) de tecidc
conjuntivo frouxo (Cf) que divide o corno do Gtero em duas camaras, nas quais
acumulam-se secrecdes (M). As cabecas de setas referem-se ao epitélio que reveste os
dois lados do septo. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 26— Microscopia de luz com coloracdo em hematoxilina e eosina (HE) da cérvice
uterina (corte transversal) em inicio (figuras A, B e C), meio (figuras D, E e F) e firr
(figuras G, H e 1) da gestacdo. Figuras A, B e C: observar a luz do érgéo (L), o epitélio de
revestimento (cabeca de seta), conjuntivo frouxo (C) associado e camada unilaminar de
epitélio glandular (Eg). Do meio para o fim da gestacdo verificou-se tendéncia ac
aumento do desenvolvimento do tecido glandular secretor. Eg: epitélio glandular. C:
conjuntivo. M: muco. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 27— Macroscopia da vagina e vestibulo (figuras A e B), analise ultraestrutural dc
vestibulo (figura C) em fémeas ndo gestantes e histologia convencional do vestibulc
vaginal no inicio (figuras D, E e F), meio (figura G) e fim (figuras H e 1) da gestacédo. A:
verificar a vagina (VAG) e seu vestibulo (VEST). Este ultimo, apresentou-se
extremamente pregueado conforme se verifica nas figuras B e C. Em B: verificou-se ¢
oOstio (seta) que promove a comunicacao entre a cérvice e a vagina. Além disto, ao longc
da gestacéo, verificou-se a presenca da luz do vestibulo (L), o epitélio de revestimentc
(cabecas de setas), a musculatura estriada esquelética (Mes) e a riqueza de epitélic
glandular (Eg) com atividade secretdria ao final da gestacdo como se observa pela intense
producdo de muco (M). Notar ainda, na figura I, a lamina propria de tecido conjuntivc
(C) que sustenta o epitélio secretor anteriormente citado. Figuras A e B: macroscopia.
Barras: 1cm. Figuras B e C: microscopia eletronica de varredura. Figuras D, E, F, G, H €
I: microscopia de luz com coloracdo em hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo dc
pesquisador.

Figura 28— Vulva de preas em fémea gestante. A: notar o aspecto macroscopico de
genitélia externa. 1: vulva e c: clitdris. B: detalhe do canal uretral situado no clitoris (sete
amarela), canal vaginal (seta branca) e bexiga (cabeca de seta). C: detalhe tridimensional
da vulva indicando a sua abertura (orificio vaginal) e regido de comissura posteriot
(elipse tracejada). D: regido vulvar apresentando epitélio glandular (Eg), conjuntivc
frouxo (Cf) e musculatura estriada esquelética (mes). E: notar a riqueza de epitélic
glandular (Eg) e tecido conjuntivo frouxo associado (C). As figuras F e G referem-se ¢
regido do clitdris onde verificou-se a presenga de tecido conjuntivo frouxo e formacéac
cartilaginosa (setas), as quais estiveram delimitadas por camada unilaminar de
melandcitos (cabeca de seta). Figuras A e B: macroscopia. Barras: 1cm. Figura C:
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microscopia eletrénica de varredura. Figuras D, E, F e G: microscopia de luz cormr
coloragcéo em hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 29— Fases do ciclo estral em fémeas de preas. Em A: Proestro inicial. Observam-
se células parabasais (setas pretas) e intermediarias (setas vermelhas) como
predominantes desta fase. Notar ainda a presenca de bactérias (cabeca de seta preta) e
um neutréfilo (cabeca de seta amarela). Figuras B, C e D: Estro. Em B: evidenciam-se
trés células superficiais nucleadas contendo cromatina finamente granular (setas) e o
restante, constituido por células superficiais anucleadas (escamas anucleadas). Observar
ainda a presenca de bactérias (cabeca de seta). Em C: no transcorrer do estro, ocorre
aumento da descamacdo de células superficiais, presenca de bactérias e auséncia de
leucdcitos. Em D: notar o predominio das escamas anucleadas e apenas uma celula
superficial contendo ndcleo picnético (seta). Tal esfregaco apresentou fundo limpo, ou
seja, isento de bactérias e leucdcitos. Barra desta figura: 20um. As figuras E e F
remetem a fase de metaestro em estégio inicial e avangado, respectivamente. Em E:
verificar duas células parabasais justapostas (elipse tracejada), duas células
intermediérias (setas) e bactérias (cabeca de seta). Em F: nota-se o predominio de
células intermediarias, de diferentes tamanhos, seguidas das células parabasais. As
bactérias e leucocitos também estiveram presentes, sendo dois destes ultimos,
representados pela elipse tracejada. As figuras G, H e | caracterizaram o diestro. Em G:
observar duas células intermedirias (setas) e o aparecimento de células basais (elipse
tracejada), as quais predominaram nesta imagem. Seguiu-se, nas figuras H e |, aumento
progressivo na quantidade de células profundas (basais) e a presenca de bactérias
(elipse tracejada na figura H), filamentos de muco (seta na figura I), numerosos
neutréfilos e uma célula intermediaria binucleada (* na figura 1) além de células
parabasais. Os esfregacos citologicos vaginais foram corados mediante coloragdo
panotica rapida. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 30 — Percentual médio geral dos diferentes tipos celulares identificados pelo
método colpocitolégico durante as fases do ciclo estral de preas.

Figura 31 — Efeito do macho sobre a contagem média de escamas anucleadas pelo
método colpocitolégico em preas nas diferentes fases do ciclo estral.

Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro de cada grupo experimental
(macho presente, macho ausente) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Médias seguidas por letras maiusculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral
(proestro, estro, metaestro, diestro) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 32 — Efeito do macho na contagem média de células intermediarias pelo método
colpocitoldgico em preas nas diferentes fases do ciclo estral.

Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro de cada grupo experimental
(macho presente, macho ausente) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Médias seguidas por letras maiusculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral
(proestro, estro, metaestro, diestro) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 33 — Contagem média de células superficiais nucleadas, parabasais e basais pelo
método colpocitolégico em preas nas diferentes fases do ciclo estral.
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Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro de cada tipo celular (superficiais
nucleadas, parabasais e basais) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 34— Placentacdo vitelina em gestacdo inicial e intermediaria. Em A: notar a
presenca do embrido (*), aos 13 dias de gestacdo, inserido no interior da cavidade
amnidtica e recoberto pelo ectoderma do amnio; o utero (U) e a cavidade do celoma
extraembrionario (CEE). Observar ainda os endodermas visceral (seta vermelha) e
parietal (seta preta) delimitando a cavidade do saco vitelino (CV). Em B, verifica-se,
aos 14 dias, descontinuidade e desorganizacdo do endoderma parietal que recobre o
utero (U) e placenta corioalantoide (PLC). Desta forma, as células endodérmicas ainda
aderidas a tais estruturas sdo apontadas pelas setas azuis. Apos a inversdo, aos 15 dias,
destaca-se, na figura C, expansdes do endoderma visceral, o qual envolve o embrido e
mantém intima relacdo com os tecidos uterinos (circulo amarelo), fato este também
demonstrado na figura D. As figuras E, F e G (aos 20 dias de gestacdo), H e I (aos 25
dias) referem-se as relacOes de aposicdo que se estabelece entre os endodermas parietal
(EP) e visceral (EV) em regido préxima a placenta principal (PLC). O endoderma
visceral forma namerosas vilosidades e arranjo em tufos ou vilos que se aproximam do
endoderma parietal. Notar ainda, nas figuras E e H, representadas pelas setas azuis, a
membrana basal serosa. Em H, a seta preta destaca a vascularizagdo vitelina e
membrana basal visceral associada. As figuras A, B, C, E e F foram processadas por
histologia convencional e coradas por hematoxilina e eosina (HE). Em I notar a reacdo
positiva para a vimentina na placenta principal e a localizagdo do embrido (*). H e I
reacdo imunohistoquimica para vimentina. Figura D: microscopia eletrénica de
varredura e figura G: microscopia eletronica de transmissdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 35— Placentacéo vitelina em gestacdo avancada. Em A e B: observar a expanséo
das formacdes vilosas do endoderma visceral (EV) aos 35 dias de gestagdo. Em C (40
dias de gestacdo): verifica-se, em destaque, a membrana de Reichert (seta espessa), a
qual separa a placenta princial (PLC) do endoderma parietal (EP) que permanece ap6s a
inversdo. Esta membrana apresentou-se continua e com aspecto amorfo (Figura D). Em
E: notar o desenvolvimento da placenta principal (PLC), aos 40 dias de gestacdo, a qual
contribui para as aproximac6es do endoderma visceral e embrido (*) a referida placenta.
Evidenciar ainda a deciduas basal (DB) e parietal (DP). As figuras F e G (aos 45 dias de
gestacdo) indicam regides distantes da placenta principal em que células endodérmicas
viscerais apresentaram-se com superficie externa bastante lisa. Na figura H
(quadragésimo quinto dia de gestacdo), verificou-se uma situacdo oposta, onde células
endodérmicas viscerais demonstraram superficie externa dotada de numerosas
projecdes similares a pseudopodes. Em I: saco gestacional obtido a termo. Evidenciou-
se o cordao umbilical (seta) promovendo conex&o entre o feto e placenta corioalantoide
(estrutura discoidal destacada em azul). O saco vitelino visceral (* vermelho)
apresentou aparéncia vilosa em locais préximos da placenta principal e lisa em regides
distais do referido oOrgdo (* azul). U: utero. Figura A: histologia corada por
hematoxilina e eosina (HE). Figura C: histologia corada pelo acido periddico de Shiff
(P.A.S). Figura E: histologia corada pelo azul de toluidina (AT). Figuras B, D, G e H:
microscopia eletronica de varredura. Figura I: macroscopia mediante perfusdo com
latex neoprene 650. Barra desta figura: 1cm. Fonte: Acervo do pesquisador.
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Figura 36— Placentacdo corioalantoide no inicio da gestacdo. Em A: corte transversal do
saco gestacional, aos 10 dias de gestacdo, demonstrando uma placenta principal
imatura, contendo varias areas de sangue e camadas trofoblasticas desorganizadas. O
formato evidenciado foi eliptico e achatado. Em B: notar, aos 12 dias de gestacdo, o
aumento da proliferacdo trofoblastica da placenta principal (PLC), principalmente no
local de insercdo desta com a decidua basal (*). Observar ainda as localizagfes dos
endodermas parietal (EP) e visceral (EV) do saco vitelino, os quais contribuem para a
delimitacdo de outra cavidade: o celoma extraembrionario (CEE). Em C: corte
transversal de um saco gestacional aos 14 dias de gestacdo. Notar o estabelecimento da
forma discoidal da placenta (PLC), o local de inser¢do desta na decidua basal (*) bem
como as suas extremidades afiladas das quais partem os endodermas parietal (EP) e
visceral (EV), sendo todas as estruturas citadas delimitadas pela decidua parietal (DP).
Em D: observar a ancoragem da placenta principal (PLC) na decidua basal (DB) por
meio do peddnculo placentario (*). Em E: verificar a proximidade das células
sinciciotrofoblasticas (ST) com o estroma da decidua basal (DB). Em F: observou-se o
sinciciotrofoblasto (ST) e célula citotrofoblastica (CT) oriunda de uma regido da figura
anterior. As figuras D, E e F constituiram amostras aos 15 dias de gestacdo. Figuras A,
B, C, D e E: histologia convencional e coloracdo por hematoxilina e eosina (HE).
Figura F: microscopia eletronica de transmissdo. Acervo do pesquisador.

Figura 37— Placentacdo corioalantoide em gestacdo intermediaria e inicio da avancada.
Em A: corte transversal do saco gestacional, aos 16 dias de gestacdo, demonstrando
uma placenta principal discoidal (PLC), o endoderma visceral do saco vitelino, o Utero
(U), decidua parietal (DP) e dois embrides (setas). Em B: aos 17 dias de gestacéo,
evidenciou-se um aumento pronunciado no tamanho do 6rgdo placentario (PLC),
resultando em aproximagdes do embrido (*) e endoderma visceral associado. Notar
ainda a decidua parietal (DP), basal (DB) e duas regides placentarias discerniveis: o
espongiotrofoblasto (SPT) e labirinto (LAB). Em C: no vigésimo dia de gestacdo,
observar as relagdes anatdmicas entre a decidua basal (DB) e placenta corioalantoide
(PLC), sendo esta Ultima constituida por espongiotrofoblasto (SPT), labirinto (LAB) e
subplacenta (SP). A insercdo da placenta na referida decidua ocorre pela formacao do
pedunculo placentario (PP). Verificar ainda o endoderma visceral (EV). Em D:
caracterizou-se a regido do labirinto placentario, aos 25 dias de gestacdo, o qual
apresentou reacdo positiva para a vimentina pela formacdo de coloragdo marrom
caracteristica. Em E: controle negativo para a reagdo imunohistoquimica evidenciada na
figura anterior. Em F: no trigésimo dia gestacional, evidenciou-se o desenvolvimento
predominante do labirinto (LAB), o qual passou a ocupar grande parte do volume
placentario. Verificar também a presenca do espongiotrofoblasto (SPT), endoderma
visceral (EV) e parietal (EP) do saco vitelino. Em G: destacou-se uma visdo geral do
saco gestacional, aos 35 dias de gestagdo, onde podem ser observadas as deciduas
parietal e basal, o endoderma visceral (EV), a placenta corioalantoide (* amarelo) e
subplacenta (* vermelho). Em H (grande aumento da regido subplacentéria da figura
anterior): verificar o processo de crescimento da subplacenta, 0s quais demonstram
invaginacgdes de camadas citotrofoblasticas (CT), as quais se apoiam em pronunciados
sinciciotrofoblastos (ST). Em I. demonstraram-se dois sacos gestacionais, aos 40 dias
de gestacdo, nos quais evidenciaram-se duas placentas corioalanoides discoidais em
amostras obtidas a fresco. Figuras A, B, F, G e H: histologia convencional e coloracédo
pela hematoxilina e eosina (HE). Figura C: microscopia eletronica de varredura. Figura
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D: imunohistoquimica para vimentina. Figura E: controle negativo da reacdo da figura
anterior. Figura I: macroscopia. Barra desta figura: 1cm. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 38— Placentagéo corioalantoide em gestacéo avancada. Em A: Verificar, aos 38
dias de gestacdo, o elevado grau de organizacdo da estrutura placentaria, a qual
apresentou formac6es lobulares organizadas em: centro do I6bulo (C), labirinto (LAB) e
regides de interlobulo (). Notar ainda a escassez de espongiotrofoblasto (SPT), também
demonstrado na figura B. Em C: aos 40 dias de gestacdo, na regido do labirinto
placentério, verificou-se a presenca de um grande vaso fetal, contendo numerosos
eritrocitos em sua luz (*) bem como o contorno produzido pelo seu endotélio (seta
preta). Muitos canais de sangue materno localizaram-se nas proximidades, sendo um
deles, destacado pela seta espesssa em azul. Em D: promoveram-se destaques aos
endodermas visceral (EV), parietal (EP), espongiotrofoblasto (SPT), interlobulo (I) e
labirinto placentario (LAB), em amostra colhida aos 45 dias de gestacdo. Notar a
marcacgdo positiva, em marrom, para a vimentina. Em E: evidenciou-se, aos 50 dias de
gestacdo, intensa vascularizagdo, na regido do labirinto placentério, fato este
demonstrado pela reacdo da vimentina. Em F: controle negativo da reacédo
imunohistoquimica evidenciada na figura anterior. Em G: Demonstrou-se, aos 55 dias
de gestacdo, reacdo positiva para 0 PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular)
pela marcagdo especifica, em marrom, do nucleo das células situadas no labirinto
(LAB) e endoderma parietal (EP). I: interlobulo. As figuras H e | caracterizaram sacos
gestacionais obtidos a termo em amostra colhida mediante injecdo de latex Neoprene e
a fresco, respectivamente. Barras destas figuras: 2cm. Figuras A, B e C: histologia
convencional e coloragdo por hematoxilina e eosina (HE). Figuras D e E: reagdo
imunohistoquimica para vimentina. Figura G: reacdo imunohistoquimica para 0 PCNA.
Fonte: acervo do pesquisador.

Figura 39— Desenvolvimento embrionario inicial em preds. Em A e B: aos seis dias de
gestacdo, evidenciar o blastocisto inserido na camara de implantacdo da luz uterina. Em
C: aos oito dias, a estrutura blastocistica permanece arredondada ou oval, sendo o seu
revestimento externo composto por trofoectoderma (trofoblasto mural) e no seu centro,
desenvolve-se uma cavidade denominada blastocele (*). Num dos pdlos, evidenciaram-
se proliferacbes de células embrioblasticas (massa celular interna) (seta) e ainda
proliferacbes de células do trofoblasto nos limites externos desse polo (cone
ectoplacentario) (CE). Figuras D e E (9 dias de gestacdo): a forma do blastocisto torna-
se alongada, com revestimento externo constituido por trofoblasto mural (T) e interno,
por células hipoblasticas (seta). Figuras F e G (10 dias de gestacdo): notar a formacéo
da cavidade amnidtica (CA) e desenvolvimento do embrioblasto (*). Figura H (12 dias
de gestacdo): observar o aumento proliferativo do embrioblasto (massa celular interna)
(seta) no interior da cavidade amnidtica (CA). Figura | (14 dias de gestagdo): notar a
diferenciacdo dos trés folhetos embrionarios (camadas germinativas): ectoderma
embrionario (ECE), mesoderma embrionario (ME) e endoderma embrionéario (ENE).
Evidenciar ainda o ectoderma extraembrionario (setas pretas), o mesoderma
extraembriondrio (*) e endoderma extraembrionario (seta azul). Figuras A, B:
microscopia eletrénica de varredura. Figura C: histologia convencional corada em azul
de toluidina (AT). Figuras D, E, F, G, H e I: histologia convencional e coloragdo por
hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo do pesquisador.
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Figura 40— Embriogénese intermediaria preas. Em A (embrido aos 15 dias de gestacéo):
verificar a estrutura embrionéria, cujos dobramentos sinalizam a formacdo do tubo
neural (seta) e retrataram o ectoderma embrionario (Ec), mesoderma embrionario (M) e
endoderma embrionario (En). EV: endoderma visceral. U: Gtero. Em B (embrido aos 16
dias de gestacdo): Evidenciar uma camada de ectoderma coriénico (C), o ectoderma
embrionario (ECE) e a formagdo de uma invaginagcdo que resulta na origem do sulco
neural (seta preta). O mesoderma embrionario (M) é visualizado logo abaixo da
estrutura anteriormente citada. Notar ainda a diferenciagdo do mesoderma em: somatico
(Ms) e esplancnico (Me). Os endodermas embrionarios e extraembrionarios sédo
identificados pela seta vermelha e *, respectivamente. U: Gtero. Em C (embrido aos 17
dias de gestacdo): notar o aparecimento do mielencéfalo (M) e uma vesicula auditiva
(VA) na lateral do embrido. As figuras D, E e F representam embrides no décimo oitavo
dia de gestacdo. Em D: verificou-se a presenca do diencéfalo (D), vesicula Optica
(estrutura destacada pelo circulo tracejado em amarelo), a qual foi composta pela retina
(R) e cristalino (C). Notar ainda, na figura E, uma invaginacdo, resultando na formacao
do estomodeu (E). Em F: reacdo intensa para o PCNA, em todas as células que
compdem o embrido bem como na placenta corioalantoide (PLC). Em G (embrido aos
19 dias de gestagdo): observar a acentuada curvatura ventral e pequena protuberancia da
saliéncia cardiaca (7). Figuras H e | (embrides aos 20 e 22 dias de gestacdo,
respectivamente): notar o formato de nadadeira dos membros toracicos (6) e pélvicos
(8), o inicio da formacdo do focinho (*) e sulco labial (setas vermelhas). Figuras A, B,
C, D e E: cortes transversais de sacos gestacionais, seguidos de processamento
histolégico e coloracdo com hematoxicilina e eosina (HE). Figura F: reacdo
imunohistoquimica para o PCNA. Figuras G, H e I: fotodocumentagdo macroscopica
com o auxilio de lupa estereoscopica. Barra das figuras: 1cm. Significado das
numeragOes: 1 (placdide do cristalino); 2 (prosencéfalo); 3 (mesencéfalo); 4
(rombencéfalo); 5 (saliéncia auricular); 6 (membro toracico); 7 (saliéncia cardiaca); 8
(membro pélvico); 9 (cauda); 10 (corddo umbilical). Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 41- Embriogénese avancgada e desenvolvimento fetal em preas. Em A: embrido
aos 25 dias de gestacdo apresentando-se encurvado e com os membros em formato de
nadadeiras. Figuras B e C (embrides aos 30 e 35 dias de gestacdo, respectivamente):
notar a presenca dos raios digitais (seta) e formacédo do focinho (*). Figuras D, E, F, G,
H e | (fetos aos 40, 45, 48, 50, 55 e 60 dias de gestacdo, respectivamente): o continuo
desenvolvimento caracterizou-se pela formacéo das unhas, a partir do quadragésimo dia
gestacional (seta apontada na figura E), crescimento dos pelos, aparecimento dos coxins
palmares, estes a partir dos 55 dias de gestacdo (seta da figura H). Notar ainda que a
abertura dos olhos dar-se-a4 também no dia gestacional anteriormente citado. Figuras A
e B: microscopia eletronica de varredura. Figura C: fotodocumentacdo macroscopica
com o auxilio de lupa estereoscopica. Barra da figura: 1cm. Figuras D, E, F, G, He I:
fotodocumentacdo macroscopica com o auxilio de camera digital. Barra das figuras:
2cm. Significado das numeragdes: 1 (placdide do cristalino); 2 (prosencéfalo); 3
(mesencéfalo); 4 (rombencéfalo); 5 (saliéncia auricular); 6 (membro torécico); 7
(saliéncia cardiaca); 8 (membro pélvico); 9 (cauda); 10 (corddo umbilical). Fonte:
Acervo do pesquisador.

Figura 42— Variacdo do peso (em gramas), comprimento total e Crown-rump, em
milimetros, de embribes e fetos de preas segundo a idade gestacional. Fonte: Acervo do
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pesquisador.

Figura 43— Variacdo do comprimento cefalico, céfalo-caudal, circunferéncia cefélica e
didametro biparietal, em milimetros, de embrides e fetos de preas segundo a idade
gestacional. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 44— Variacdo do comprimento do olho, didmetro do olho, comprimento da orelha
e comprimento dos dentes incisivos superiores e inferiores, em milimetros, de embrides
e fetos de preas segundo a idade gestacional. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 45- Variacdo do comprimento torécico, pélvico, das unhas dos membros
torécicos e pélvicos bem como da largura das unhas, em milimetros, de embriGes e fetos
de preas segundo a idade gestacional. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 46— Variacdo do comprimento da cauda, da tibia e do radio/ulna, em milimetros,
de embrides e fetos de preas segundo a idade gestacional. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 47— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em ovarios de fémeas de preds gestantes. Em A: observa-se as bandas
separadas de GAGs, em diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-,
sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solugdo padrdo (P): 1mg/dL
constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os
quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B:
verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de
Densitometria e a consequente variacdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 48— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em tubas uterinas de fémeas de preds gestantes. Em A: observa-se as
bandas separadas de GAGs, em diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55
dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrdo (P):
Img/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente.
Em B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias
de Densitometria e a consequente variagdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 49- Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em cornos uterinos de fémeas de preds gestantes. Em A: observa-se as
bandas separadas de GAGs, em diferentes dias de gestagdo — do quinto dia até os 55
dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrdo (P):
Img/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente.
Em B: verifica-se a quantificagdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias
de Densitometria e a consequente variagdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.
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Figura 50- Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em corpos do Utero de fémeas de preds gestantes. Em A: observa-se as
bandas separadas de GAGs, em diferentes dias de gestagdo — do quinto dia até os 55
dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrdo (P):
Img/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente.
Em B: verifica-se a quantificagdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias
de Densitometria e a consequente variagdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 51- Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em cérvices uterinas de fémeas de preas gestantes. Em A: observa-se as
bandas separadas de GAGs, em diferentes dias de gestagdo — do quinto dia até os 55
dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrdo (P):
Img/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente.
Em B: verifica-se a quantificagdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias
de Densitometria e a consequente variagdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 52— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em vaginas de preas gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de
GAGs, em diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as
respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrao (P): 1mg/dL constituida
por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os quais
formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se
a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria
e a consequente variacdo ao longo da gestacéo. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 53— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em vulvas de preds gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de
GAGs, em diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as
respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrdo (P): 1mg/dL constituida
por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os quais
formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se
a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria
e a consequente variacdo ao longo da gestacéo. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 54— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em placentas de preéds gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas
de GAGs, em diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as
respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrdo (P): 1mg/dL constituida
por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os quais
formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se
a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria
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e a consequente variacdo ao longo da gestacéo.

Figura 55— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em subplacentas de preas gestantes. Em A: observa-se as bandas
separadas de GAGs, em diferentes dias de gestacdo — do vigésimo dia até os 55 dias-,
sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padrdo: 1mg/dL
constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os
quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B:
verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de
Densitometria e a consequente variacdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 56— Grafico representativo das médias aritméticas de GAGs, em termos de
Unidades Arbitrarias de Densitometria, obtidas ao longo da gestacdo, em diferentes
orgéos reprodutivos e placentarios.

Figura 57— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em drgdos reprodutivos durante especifica fase do ciclo estral (estro) em
fémeas de preds. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs em ovario (O), tuba
uterina (T), corno uterino (C), cérvix (CE), corpo do utero (CP), vagina (V) e vulva
(VV), sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solucdo padréo (P):
Img/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente.
Em B: verifica-se a quantificagdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias
de Densitometria e a consequente variacdo nos orgdos analisados. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 58- Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e
quantificacdo em Orgdos reprodutivos durante especifica fase do ciclo estral (diestro)
em fémeas de preds. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs em ovario (O),
tuba uterina (T), corno uterino (C), cérvix (CE), corpo do utero (CP), vagina (V) e
vulva (VV), sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solugéo padréo (P):
Img/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente.
Em B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias
de Densitometria e a consequente variacdo nos 6rgdos analisados. Fonte: Acervo do
pesquisador.

Figura 59— Grafico representativo das quantidades de GAGs, em termos de Unidades
Arbitrarias de Densitometria, em diferentes 6rgdos reprodutivos, nas fases de estro
(barras azuis) e diestro (barras laranjas).

Figura 60— Ovarios de preds obtidos no final da gestacdo e submetidos a reagac
imunohistoquimica para heparam (figura A), dermatam (figura B) e condroitim sulfatos
(figura C). A: as marcacOes foram predominantes no corpo luteo (CL), células da tece
dos foliculos (cabeca de seta) e células estromais da medula ovariana. B: as reagdes pare
dermatam sulfato foram intensas e difusas por toda a estrutura dos ovarios. C: ¢
condroitim sulfato encontrou-se preferencialmente nas células da teca (cabeca de seta) €
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no conjuntivo entre os foliculos. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 61— Tubas uterinas de preas obtidas no inicio da gestacdo e submetidas a reagac
imunohistoquimica para dermatam (figura A), heparam (figura B) e condroitim sulfatos
(figura C). A: as marcagdes foram predominantes no tecido conjuntivo frouxo na regiac
do istmo. B: as reagdes para o heparam sulfato foram intensas e difusas na porgdo dc
infundibulo da tuba. C: o condroitim sulfato apresentou-se distribuido no conjuntivc
frouxo e camada serosa da ampola tubarica. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 62— Cornos uterinos de preés obtidos no inicio da gestacdo e submetidos a reagac
imunohistoquimica para acido hialurénico (figura A), heparam (figura B), condroitirr
(figura C) e dermatam sulfatos (figura D). Figuras A e B: as marcacGes dos respectivos
GAGs foram predominantes no tecido conjuntivo frouxo. C: as reacGes para condroitimr
sulfato foram difusas, pouco evidentes e localizadas no conjuntivo frouxo. D: ¢
dermatam sulfato encontrou-se ricamente concentrado por todo o corno uterino. Barra de
figura: 20um. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 63— Corpo do Utero de preés obtidos no inicio da gestagdo e submetidos a reacac
imunohistoquimica para heparam sulfato (figura A), &cido hialurdnico (figura B) ¢
dermatam sulfato (figura C). A: a reacgdo para o heparam foi intensa e difusa no corpo dc
utero. B: o acido hialurénico encontrou-se distribuido difusamente. C: notar ¢
distribuicdo do dermatam sulfato. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 64— Cérvices uterinas de preés obtidas no inicio da gestacdo e submetidas a reacac
imunohistoquimica para heparam sulfato (figura A), dermatam sulfato (figura B).
condroitim sulfato (figura C) e &cido hialurdnico (figura D). As figuras A, B, C e C
apresentaram intensa marcacao difusa no conjuntivo frouxo e epitélio de revestimento.
Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 65— Vaginas de preas obtidas no inicio da gestacdo e submetidas a reacac
imunohistoquimica para dermatam (figura A), heparam (figura B) e condroitim sulfatos
(figura C). As trés figuras demonstram marcacgdo especifica no tecido conjuntivo deste
orgdo. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 66— Placentas corioalantoides de preas obtidas no meio da gestacdo e submetidas
a reacdo imunohistoquimica para dermatam (figura A), &cido hialurénico (figura B).
condroitim (figura C) e heparam sulfatos (figura D). As trés primeiras figuras
demonstram marcagdo especifica no tecido conjuntivo do labirinto placentério, ao passc
que em D, destacou-se reacdo positiva no endoderma visceral do saco vitelino e
espongiotrofoblasto. Fonte: Acervo do pesquisador.

Figura 67— Subplacentas de preas obtidas no final da gestacdo e submetidas a reacac
imunohistoquimica para heparam (figura A), dermatam (figura B) e condroitim sulfatos
(figura C). As trés figuras denotam marcacéao difusa, porém concentradas no mesénquime
subplacentario. Fonte: Acervo do pesquisador.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DOS ROEDORES

A diversidade da ordem Rodentia contribui para que se constitua numa das mais
ricas do mundo ao mesmo tempo em que ocupa posi¢cdo de destaque na fauna de
mamiferos brasileira (CADEMARTORI et al., 2008). Em termos quantitativos, verifica-
se a existéncia de 429 géneros e 2015 especies de roedores, 0 que corresponde aos
percentuais de 39% e 43,5%, respectivamente, dentro da classe Mamalia (WILSON;
REEDER, 1993).

Por esse motivo, verifica-se — em roedores - uma ampla variedade de formas e
tamanhos, cujas particularidades sdo identificaveis no tocante a denti¢do, crénio e
mandibula. O esqueleto pos-cranial e o desenvolvido musculo masseter contribuem para
que o par de dentes incisivos executem atividades relacionadas a alimentacéao, escavacdo
de tuneis bem como para a propria defesa (BRASIL, 2002; WOLFF; SHERMAN, 2007).
Além disso, os modos de vida particulares e diversidades reprodutivas constituem um
desafio para os cientistas que utilizam esses animais em experimentos (UPHAM,;
PPATERSON, 2012).

Nesse sentido, pelo referido carater diversificado e ainda mediante a reconhecivel
facilidade com que muitas espécies de roedores possam ser criadas em cativeiro, muitos
estudos genéticos, ecologicos, demograficos e fisiologicos passam a ser justificados e
vidveis com a utilizacdo de tais modelos experimentais. Como resultado, estas
informacdes fornecem subsidios para um melhor conhecimento dos aspectos ecoldgicos e
evolutivos que por sua vez, moldam seus comportamentos sociais e reprodutivos
(WOLFF; SHERMAN, 2007).

De acordo com Wilson e Reeder (2005) os roedores revelam-se importantes em
muitos ecossistemas, mediante os variados atributos, seja pela reproducdo rapida, como
dispersores de sementes ou promovendo interagBes sociais intra e interespecificas — o que
pode contribuir para o equilibrio em determinada comunidade biologica — seja, até
mesmo, servindo como fonte de alimento para predadores, o que ratifica a transmisséo

energética nos diversos niveis troficos das cadeias alimentares.



36

Por outro lado, e sob outra Otica, os roedores podem atuar como vetores de
doencas, acarretando em consequéncia, problemas de saude publica. Tal caracteristica
também proporciona inegével interesse dos pesquisadores quanto ao entendimento dos
aspectos ecoldgicos, epidemioldgicos, evolucionarios e biolégicos (CADEMARTORI et
al., 2005).

Desse modo, € importante o conhecimento das chaves taxondmicas as quais
possibilitam a correta identificacdo desses animais e que, por sua vez, demonstram a
existéncia de cinco subordens: Sciuromorpha, Castorimorpha, Myomorpha,
Anomaluromorpha e Hystricomorpha (WILSON; REEDER, 2005; BONVICINO et al.,
2008). As familias mais representativas sdo constituidas pela Muridae (representada por
ratos e camundongos), Sciuridae englobando os esquilos, Echimyidae abrangendo ratos
com espinhos, Heteromyidae constituida pelos camundongos com bolsa e ratos canguru e
a Dipodidae incluindo os camundongos saltitantes (WOLFF; SHERMAN, 2007). J& na
ordem Hystricognathi estdo inclusas as cutias, pacas, capivaras, preas, dentre outros
(MOOJEN, 1952).

1.2 BIOLOGIA DO PREA (Galea spixii Wagler, 1831)

Os preés sdo roedores de médio porte (ROOD, 1972; BONVICINO et al., 2008),
desprovidos de cauda, cujo tamanho é muito inferior ao da cutia e superior aos roedores
sigmodontineos (PERCEQUILLO et al., 2007). O peso corporal e o comprimento da
cabeca e corpo juntos variam entre 200 g a 357 g e 220 mm a 285 mm respectivamente,
sendo a pelagem dorsal possuidora de coloragao escura (cinza) e a ventral, de cor branca,
da mesma forma em que se observa nas manchas infraoculares e pds-auriculares (ROOD,
1972; BRASIL, 2002; BONVICINO et al., 2008). O cranio apresenta um foramen infra-
orbital grande aléem de dentes incisivos (de cor amarela), um pré-molar e trés molares
(PERCEQUILLO et al., 2007). Suas patas anteriores apresentam quatro digitos enquanto
as posteriores, trés (BRASIL, 2002).

S&o comumente visualizados em capinzais, serrotes de pedras (MOOJEN, 1952),
forrageando em bordas de campos, alimentando-se de vegetacdo herbacea e buscando

refugio contra predadores em locais variados onde, preferencialmente, as formagdes
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vegetativas sejam densas e altas (ROOD, 1972). O bioma da caatinga e regides orientais
do cerrado brasileiro constituem dominios onde essa espécie animal pode ser encontrada
— incluindo areas dos estados do Pernambuco, Ceard, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Bahia, Distrito Federal, noroeste de Minas Gerais e leste do Mato Grosso - (BRASIL,
2002; BONVICINO et al., 2008; GEISE et al., 2010).

A classificacdo taxondmica do prea (figura 1) pode ser demonstrada de acordo
com Wilson e Reeder (2005) que por sua vez, descreveu da seguinte forma:

Reino Animalia

Filo Chordata

Classe Mammalia

Infraclasse Placentalia

Ordem Rodentia

Subordem Hystricomorpha

Familia Caviidae

Género Galea

Espécie Galea spixii Wagler, 1831

e T .
Figura 1 — Exemplar de Galea spixii utilizado no
experimento. Centro de Multiplicagdo de Animais
Silvestres- UFERSA/RN. Fonte: Acervo do
pesquisador

Recentemente tem-se verificado que a criacdo, em cativeiro, de roedores silvestres
tais como preds, mocds e cutias € realizada com o intuito de proporcionar o conhecimento

e a manutencao das respectivas espécies, sendo 0s aspectos reprodutivos, em especial 0s
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estudos de placentacao, fundamentais para que esse processo seja satisfatorio (ROBERTS
etal., 1984; PINHEIRO et al., 1989; LACERDA et al., 2006).

1.3 ESTUDOS DE PLACENTACAO EM ROEDORES

O sucesso reprodutivo dos mamiferos reflete-se num complexo paradigma em que
se estabelece um desafio para o sistema imune materno em promover tolerancia
imunolégica frente a um novo organismo implantado e geneticamente distinto
(STEWART, 1998; KING, 2002). Neste sentido, o desenvolvimento e as complexas
interacdes entre as membranas fetais culminam com o estabelecimento de um o6rgéo
placentario, capaz de estabelecer os mecanismos adequados de troca materno-fetal e
promover a manutencdo da gestacdo. Por conseguinte, o tipo de placentacdo envolvido
relaciona-se diretamente com o sucesso ecoldgico e evolucionario de determinada espécie
(MESS, 2003).

Dentro dessa perspectiva, os estudos de placentagdo com modelos animais podem
produzir informagdes acerca da placentacdo humana, proporcionando a compreensédo de
muitas doencas que possam ocorrer na vida pré-natal (CARTER, 2007). Outras pesquisas
descrevem as caracteristicas morfologicas placentarias, estabelecendo correlacdes
filogenéticas entre as espécies com o intuito de promover novos conhecimentos relativos
a evolucdo da placenta nos mamiferos (MESS; CARTER, 2007). Além disto, a forma
como as membranas fetais interagem com os tecidos maternos revela informagoes
relacionadas a fisiologia pré-natal, transferéncia de anticorpos maternos para o feto e
ainda distarbios no desenvolvimento fetal (MOSSMAN, 1987).

Dessa forma, a utilizacdo de roedores em pesquisas envolvendo aspectos
funcionais da placenta corioalantoide ou vitelina, estdo cada vez mais requisitadas
mediante as vantagens apresentadas por esses animais. A maioria deles possui pequeno
porte e curto periodo de gestacdo podendo gerar grande numero de descendentes
(CARTER, 2007).

No entanto, apesar da riqueza de espécies da ordem Rodentia e do amplo nimero
de modelos experimentais possiveis, o percentual de pesquisas, do ponto de vista da

placentacdo, ndo ultrapassa trés por cento das espécies recentes de roedores (MESS,
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2003). Tal escassez de informacOes, especialmente quando se trata de roedores
considerados como silvestres, confirmam a importancia de se conhecer os aspectos
morfol6gicos primordiais da estrutura placentaria comparando-os com as espécies ja
estudadas e estabelecidas bem como no tocante ao modelo gestacional humano
(HILLEMANN; GAYNOR, 1961; GEORGIADES et al., 2002; CARTER et al., 2006;
MESS, 2007; MIGLINO et al., 2008).

Associado a isso, torna-se necessario extrapolar os conhecimentos relacionados
aos aspectos anatbmicos e morfofisiologicos placentarios, embrionarios/fetais e 6rgaos
reprodutivos femininos direcionando-os para as pesquisas moleculares, nesta area, que
por sua vez ratificardo e complementardo as informacgdes inicialmente obtidas. Esta
premissa € verificada, por exemplo, nos fendmenos envolvidos na implantacéo
blastocistica e placentacdo 0s quais requerem, para ocorrer, a produgdo de numerosos
fatores de crescimento angiogénicos, citocinas, hormonios, fatores transcricionais,
moléculas de ades@o e complexas interagdes com a matriz extracelular (MEC); sendo a
identificacdo, quantificacdo e inferéncia funcional dessas substancias de grande
importancia (MEEKINS et al., 1994; REGNAULT et al., 2002).

1.4 IMPORTANCIA DOS PROTEOGLICANOS E GLICOSAMINOGLICANOS
NOS EVENTOS REPRODUTIVOS

Os eventos desencadeados nos ciclos menstruais e estrais bem como evidenciados
por ocasido da fecundacdo e, subsequentemente, verificados na implantacéo,
desenvolvimento placentario e fetal, requerem complexas interagdes hormonais além das
modificagOes estruturais ciclicas da matriz extracelular (NASCIUTTI et al., 2006).

Disso resulta, a importancia do entendimento das modificacbes moleculares da
MEC nos oOrgdos e anexos fetais envolvidos na gestacdo e no parto, gerando-se
consequentemente, o conhecimento dos processos fisioldgicos criticos que acompanham
disturbios no desenvolvimento fetal e mecanismos relacionados ao parto prematuro
(LEPPERT, 1995; WORD et al., 2007; ALKINS et al., 2011).

A MEC compreende um complexo de macromoléculas capazes de envolver as

células e gerar um ambiente adequado para a proliferacdo e diferenciacdo celulares. Sua
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composicdo predominante constitui elastina, colageno, glicoproteinas, proteoglicanos
(PGs) e glicosaminoglicanos (GAGSs). Tais elementos produzem um microambiente que
pode atuar como reservatdrio para fatores de crescimento e citocinas 0s quais regulardo
0s mecanismos de bioatividade celular (ORNITZ, 2000; COUCHMAN et al., 2001;
KRESSE; SCHONHERR, 2001).

Os proteoglicanos (PGs) constituem complexos macromoleculares onde o cerne
central é representado por uma proteina, a qual varia bastante dependendo do tipo de
proteoglicano, e uma ou mais cadeias polissacaridicas (carregadas negativamente) de
GAGs que se estabilizam na estrutura proteica mediante ligagéo covalente (EVERED;
WHELAN, 1986; RUOSLAHHTI, 1988; HARDINGHAM; FOSANG, 1992; CHEN et
al., 2007). Com relacdo a distribuicdo tissular e funcdes, os PGs sdo constituintes dos
tecidos conectivos, membra basais, superficies celulares, granulos intracelulares e atuam
regulando a atividade de muitos tipos de células, sendo tal mecanismo dependente do tipo
de proteina e cadeia polissacaridica de GAG envolvida (MERLE et al., 1999; TINGB@ et
al., 2012).

Por conseguinte, muitos atributos relacionados ao reconhecimento, migracao,
adesdo, proliferagdo e diferenciacBes celulares além da angiogénese, homeostase
sanguinea, reacdes imunes, distarbios metabolicos e doencas da gestacdo séo conferidos
aos GAGs (DIETRICH, 1984; NASCIUTTI et al., 2006; LI; SPILLMAN, 2012; THELIN
et al., 2013). Estes podem ser definidos como heteropolissacarideos formados por
unidades repetitivas de dissacarideos e classificados em: heparam sulfato (HS),
condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), queratam sulfato (QS), acido hialurénico
(HA) e heparina (FRASER et al., 1997; CHEN et al., 2007; COUCHMAN; PATAKI,
2012).

Alguns trabalhos demonstraram que essas moléculas de GAGs distribuem-se nos
tecidos uterinos (STRAACH et al., 2005; CUBAS et al., 2010; SOH et al., 2012; SOUZA
et al., 2014), placentarios (CALATRONI; Di FERRANTE, 1969; LEE et al., 1973,
WASSERMAN et al., 1983; WARDA et al., 2008; MURTHI et al., 2010) e apresentam
variagfes em suas concentragdes teciduais e plasmaticas dependendo da fase do ciclo

estral, menstrual e da gestacdo bem como em condi¢des patologicas como o Diabetes
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Mellitus Gestacional (CHEN et al., 2007), endometriose (BERARDO et al., 2009) e parto
pré-maturo (AKGUL et al., 2012).

No entanto, na espécie elencada para o desenvolvimento deste trabalho, inexistem
informacdes na literatura referentes a distribuicdo dos GAGs, nos 6rgdos reprodutivos
femininos e placentarios, fato este que sinaliza ser essencial demonstra-los como forma

de caracterizar os eventos reprodutivos.

1.5 JUSTIFICATIVA

O manejo de animais silvestres como forma de contribuir para a melhoria do
padréo de vida da populacdo rural deve ser realizado de modo cooperativo e integrado
entre 0s costumes tradicionais - de subsisténcia dos criadores - e o tratamento ético e
ecologicamente responsavel dos animais em questdo (VON RICHTER, 1979).

Consequentemente, muitos estudiosos tém desenvolvido pesquisas com esses
animais - com destaque para os roedores - mediante as vantagens ja expostas, como
resultado do aumento da consciéncia pela preservacdo da biodiversidade, considerando
inclusive a particularidade de cada ecossistema nacional. No entanto, trabalhos sobre a
biologia reprodutiva envolvendo aspectos morfofisiologicos e moleculares passaram a ser
desenvolvidos apenas na Ultima década.

Por esse motivo, pesquisas que agreguem dados relativos a duracdo da gestacao,
caracteristicas do ciclo estral, morfologia do sistema reprodutor feminino, placentacéo,
desenvolvimento embrionario e fetal sdo importantes para caracterizar o padrdo
reprodutivo de uma espécie ao mesmo tempo em que fornece subsidios para manutencéo
desta. Além disto, a demonstragdo do perfil de glicosaminoglicanos em 6rgédos do sistema
reprodutor e placenta, levando a inter-relagdes capazes de subjugar as funcbes das
referidas macromoléculas, mediante analise da expressdo tecidual e quantificacdo, em
cada sitio anatdomico envolvido, no transcorrer gestacional, constituem um trabalho
inovador e pioneiro principalmente no tocante a espécie de roedor utilizada.

Assim, o presente trabalho torna-se justificado pela proposta abrangente bem
como pelo ineditismo sugerido de modo a promover elevacdo do potencial reprodutivo no

prea.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar, em preds, 0s eventos reprodutivos relacionados ao periodo
gestacional, ciclo sexual, desenvolvimento placentario, embrionéario/fetal e dos Orgéos
reprodutivos bem como demonstrar o perfil de glicosaminoglicanos no sistema
reprodutor feminino, nas fases estrogénica e progesterénica do ciclo estral assim como no
sistema reprodutor e placenta, ao longo da gestagéo, de modo a poder estimar sobre sua

importancia em tais eventos fisioldgicos.

2.2 ESPECIFICOS

a) Demonstrar por meio da macroscopia, microscopia de luz e eletrénica de
varredura o sistema reprodutor feminino;

b)Determinar o tempo de gestacao no prea e o nimero de parigdes;

c) Caracterizar o ciclo estral na espécie e verificar se ha influéncia do efeito
macho em cada fase bem como na celularidade cervicovaginal;

d)Descrever com base em fotodocumentagdes, microscopia de luz, microscopia
eletronica de varredura, transmissdo e reacdo imunohistoquimica para vimentina a
placentacdo vitelinica e corioalantoide, sendo acrescido para esta Ultima a pesquisa do
antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA);

e) Caracterizar o desenvolvimento embrionério/fetal em preas, utilizando-se para
tal de camera digital, lupa estereoscopica, microscopia de luz e eletronica de varredura
além da reagdo imunohistoquimica para 0 PCNA,

f) Descrever a morfometria embrionaria e fetal de parametros como peso, Crown-
rump, comprimento total, cefalico, céfalo-caudal, da cauda, circunferéncia cefélica,
diametro biparietal, do olho, comprimento da orelha dentre outros;

g) Extrair, quantificar e analisar a distribuigdo dos glicosaminoglicanos no sistema
reprodutor feminino, placenta e subplacenta ao longo da gestacdo além do sistema

reprodutor nas fases estrogénica e progesterénica do ciclo estral;
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h)Promover a imunolocalizacdo de glicosaminoglicanos em 06rgaos reprodutivos

femininos, placentarios e subplacentarios;
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3 REVISAO DE LITERATURA

Para a revisdo bibliografica procurou-se seguir uma sequéncia de assuntos que
abordassem o sistema reprodutor feminino, ciclo estral, placentacdo vitelinica,
corioalantoide, inicio do desenvolvimento embrionario e aspectos moleculares dos
proteoglicanos e glicosaminoglicanos em roedores a fim de melhor integrar os aspectos

tedricos explicitados com os principais objetivos do presente trabalho.

3.1 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

No desenvolvimento embrionario o mesoderma intermediario atua na formacéo do
sistema urinario, do Utero, ovarios e porcdo cranial da vagina. Para que estes trés ultimos
componentes se desenvolvam é imprescindivel a expressdo de genes como o Lim 1 e Hox
bem como a auséncia de hormonios esteroides testiculares, fato este que favorece o
surgimento dos ductos de Miller os quais, nos roedores, permanecem distintos e formam
um Gtero bipartido com dois cornos e duas cérvices. Estes ductos se fusionam na regido
cloacal para formar o canal vaginal, e no seio urogenital, para originar a por¢édo caudal da
vagina (HUANG et al., 2005; YIN; MA, 2005; LI; DAVIS, 2007).

Posteriormente, na vida pos-natal, verifica-se que o amadurecimento pleno do
sistema reprodutor feminino varia com relacdo a espécie, idade bem como pelo adequado
estimulo dos hormonios sexuais femininos. Neste sentido e do ponto de vista histoldgico
de tais 6rgdo maturados, a vagina constitui uma camada externa de tecido conectivo ou
tunica adventicia, uma média ou muscular (contendo fibras musculares lisas circulares e
longitudinais) e uma mucosa interna constituida por epitélio escamoso estratificado. J& o
utero se diferencia numa camada externa serosa ou perimétrio, uma muscular média ou
miométrio e uma mais interna ou endométrio, sendo que esta Ultima possui um
revestimento epitelial colunar bem como em suas glandulas endometriais (LI; DAVIS,
2007).
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3.1.1 Os ovarios

Os ovarios constituem as génadas femininas cuja funcdo enddcrina é evidenciada
pela sintese de estrogeno (E2) e progesterona (P4) e a agdo gametogénica, mediante a
producdo e maturacdo do gameta feminino (odcito secundario) (RODGERS et al., 1999;
RICHARDS et al., 2002; LOMBARDI et al., 2012). Sao glandulas pares com formato
elipsoide que se encontram conectadas a parede dorsal da cavidade abdominal por uma
projecdo do peritdbnio denominado mesovario, sendo este Gltimo, parte do ligamento largo
do utero.

Sua superficie € revestida por um epitélio cubico simples (epitélio germinativo)
que repousa sobre uma camada de tecido conjuntivo denso (tdnica albuginea). Em
seguida, verifica-se a presenca de uma regido cortical conjuntiva que contém os foliculos
ovarianos em diferentes estagios de maturacdo e por ultimo, uma regido medular de
tecido conjuntivo frouxo a qual possui uma entremeada rede vascular.

A zona cortical ovariana demonstra grande quantidade de foliculos primarios
contendo um o6cito com nucleo central e citoplasma transparente sendo esta célula
envolvida por uma camada amorfa glicoproteica (zona peltcida). Os foliculos
secundarios contém proliferacbes de células da granulosa as quais se reorganizam
delimitando uma cavidade (antro) em consequéncia do liquido produzido pelas células
foliculares. Tal reorganizagdo e desenvolvimento da granulosa envolve o odcito (corona
radiata) e apresenta uma pequena regido espessada (cumulus oophorus). Toda a estrutura
folicular é envolvida por células estromais ou tecas externa e interna cuja competéncia na
sintese estrogénica é reconhecida (HOSSAIN; O’SHEA, 1983; VAN AARDE;
SKINNER, 1986; GUIMARAES et al., 1994; ALMEIDA et al., 2003; REIS et al., 2011;
SANTOS et al., 2015).

3.1.2 As tubas uterinas (ovidutos)
Almeida et al. (2001) caracterizaram o ciclo estral, a histologia e anatomia das

tubas uterinas no esquilo-da-mongdlia (Meriones unguiculatus) por meio da microscopia

de luz e documentacdo fotografica respectivamente. Verificaram que as referidas tubas
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compreendiam dois tubos longos, convolutos e localizavam-se na extremidade cranial dos
cornos uterinos e ventromedial a superficie ovariana, sendo esses dois ovidutos,
conectados a parede da cavidade abdominal por um ligamento fibromuscular denominado
mesosalpinge. A regido do infundibulo referia-se a por¢do da tuba que se abria na
cavidade peritoneal — proxima ao ovario — e apresentava fimbrias para favorecer a
captacdo do ovdcito. Na outra extremidade, denominada intramural, a tuba atravessava a
parede uterina, abrindo-se no interior deste ultimo.

Em relacdo aos aspectos histoldgicos dos ovidutos, verificou-se a presenga de uma
camada mucosa constituida por células epiteliais ciliadas e células epiteliais secretoras,
ambas repousando numa lamina basal de tecido conjuntivo frouxo, seguida por camadas
circulares musculares e por dltimo, uma lamina serosa de peritonio.

Estas caracteristicas das tubas uterinas foram descritas de forma similar e
compativel no pred (Galea spixii) por Santos et al. (2014), na paca (Cuniculus paca)
(REIS et al., 2011), em cutias (Dasyprocta aguti) (FORTES et al., 2005), na capivara
(Hydrochoerus hidrocaeris) (COSTA et al., 2002) e genericamente para os mamiferos

eutérios por Mossman (1987).

3.1.3 O utero, vulva e vagina

Uma classificacdo usual do Utero preconiza o tipo duplo e longo, possuindo um
pequeno corpo além de dois canais cervicais — em forma de V — que se abrem
separadamente na vagina (coelhos e ratos) ou tais canais se juntam na vagina por um
ostium (porquindo da india). Ha o tipo bicornuado e longo no qual o corpo do Utero é
muito curto e 0s canais cervicais denotam formato de Y (caninos e porcos). Em mulheres
e equinos, o Utero possui formato piriforme e é constituido por um corpo (porcao
dilatada), o fundo do utero (porcao superior em forma de cupula) e uma porcdo estreitada
que se abre na vagina (cérvix ou colo uterino) (MOSSMAN, 1987).

Seguindo-se essa linha de classificagdo, Akinloye e Oke (2010) caracterizaram, por
meio da andlise macroscopica, o Utero e glandulas mamaérias do rato africano gigante

(Cricetomys gambianus), um roedor da familia Nesomyidae. Os resultados demonstraram
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a presenca de um Utero duplo com dois cornos uterinos separados, um corpo e duas
cérvices sendo este orgao ligado a parede abdominal pelo mesométrio.

Em preds, o aparelho reprodutor feminino foi descrito mediante analise
macroscépica e histoldgica segundo o qual pode-se observar que o Utero era constituido
por dois cornos longos que se uniam em um pequeno corpo, formando uma cérvice Unica
que se projetava na vagina. As fotomicrografias por meio da microscopia de luz
revelaram uma camada externa serosa, uma muscular lisa espessa (miométrio) e a mucosa
propriamente dita ou endométrio. Esta Gltima apresentou epitélio colunar cubico e uma
lamina propria que continha glandulas uterinas. A vagina apresentou trés camadas:
mucosa, muscular e adventicia onde o epitélio da mucosa foi caracterizado por células
pavimentosas formando camadas estratificadas queratinizadas. Ja a vulva - constituida
pelo clitoris, pequenos e grandes labios — carecia de vestibulo (espago que corresponde a
abertura externa da vagina) e possuia uma membrana oclusante. Respectivamente a
porcdo interna e externa da vulva, verificou-se epitélio pavimentoso estratificado nédo
queratinizado e queratinizado (SANTOS et al., 2014).

Adicionalmente, um estudo semelhante, que detalhnou a morfologia do sistema
genital feminino da paca (Cuniculus paca), foi conduzido por Reis et al. (2011) por meio
do qual verificaram-se que as tubas uterinas possuiam aspecto sinuoso e localizavam-se
na regido sublombar, continua aos ovarios e estendendo-se até o inicio de cada corno
uterino, sendo fixadas a parede abdominal por uma prega lateral (parte do mesovario), a
mesosalpinge. O Utero localizava-se na regido sublombar, caudal aos rins e prolongando-
se até a entrada da pelve, onde se aproximava dorsalmente a vesicula urinaria. Os dois
cornos uterinos eram retilineos e apresentavam em sua parede medial convergéncias
caudais, formando um septo interno ou “velum” uterino que por sua vez, determinava a
formacgdo de dois canais cervicais com a presenca de dois Ostios uterinos internos e
apenas um ostio externo o qual se abria na vagina. Esta Ultima, se iniciava, em
continuidade, logo ap6s o colo do Utero e estendia-se até a vulva, onde se abria
externamente. Na extremidade proximal da vagina, circundando o colo uterino, verificou-
se uma projecdo em fundo de saco cego: o fornix vaginal. Finalmente, os autores

caracterizaram a vulva como sendo uma regido plana, delimitada dorsalmente por uma
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depressdo abaixo do anus e ventralmente pela projecdo do clitdris e este apresentou-se

como uma estrutura proeminente, de forma conica e revestida por epitélio caracteristico.

3.2 O ciclo estral nos roedores

A avaliacdo do ciclo estral em roedores pode ser util na determinacdo da
integridade do eixo hipotalamo-hipofise-ovarios de modo que muitas inferéncias sobre as
acOes dos horménios sexuais podem surgir bem como 0s possiveis distlrbios nos 6rgaos
do trato reprodutor feminino (SCANDROGLIO; SPITALI, 1968; GOLDMAN et al.,
2007; ANGULO et al., 2012; HAMID; ZAKARIA, 2013).

Nessa perspectiva, pode-se considerar que as modificacdes ciclicas do Utero,
ovarios e vagina mantém correlagdes com as varia¢des do sistema imune nestes 6rgaos,
0s quais apresentam diferengas no quantitativo celular de linfécitos, células Natural Killer
(NK), neutrofilos, macréfagos, células de Langerhans e ainda nas concentragdes das
imunoglobulinas IgA e 1gG além da producdo de muco secretorio (WIRA; SANDOE,
1977; WIRA; STERN, 1992; LOPEZ; STANLEY, 2005).

Uma dentre as diversas modificacfes anatbmicas que acontecem € caracterizada
pela formacdo do orificio vaginal externo (abertura vaginal) que por sua vez, denota o
inicio da puberdade em roedores. Neste sentido, com o transcorrer do desenvolvimento,
verifica-se que os foliculos ovarianos, até entdo quiescentes, crescem por estimulos
produzidos pelo horménio foliculo estimulante (FSH), da hipéfise, o qual é capaz de
induzir modificagbes no odocito, células da granulosa e do estroma que envolve os
foliculos. Disso resulta na especializacdo da teca interna bem como das células da
granulosa para a sintese de estrogenos, fato este que aumenta continuamente a
concentracdo deste horménio. Em consequéncia disto, células da adenohipofise sdo
estimuladas a secretarem o horménio luteinizante (LH) cujo efeito final sera a ovulacéo,
cursando com a ruptura do foliculo maduro, liberagdo do odcito secundario na luz das
tubas uterinas e formacdo do corpo lGteo que por sua vez, apresenta a capacidade
enddcrina de sintese da progesterona (MANN; PLANT, 2002; RICHARDS et al., 2002;
LI; DAVIS, 2007).
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3.2.1 Proestro

A primeira fase do ciclo estral — em roedores — é o proestro segundo a qual existe
aumento nas concentrages de FSH que, por sua vez, estimula a produgdo de estrogeno e
progesterona pelos ovarios. Nesta etapa, com a formacéo de foliculos maduros, ha um
direcionamento para uma maior sintese de estrégeno, acarretando, consequentemente,
uma liberagdo hipofisaria pulsatil e crescente do LH que atinge um pico pré-ovulatorio
em termos de concentracdo. As agdes estrogénicas no Utero resultam no crescimento,
proliferacdo das células endometriais e aumento da permeabilidade vascular, o que
caracteriza o aspecto espessado e com aumento da atividade glandular. Além disso, as
células dos ductos das glandulas mamarias, o epitélio escamoso da vulva e vagina
apresentam um processo de diferenciacdo e multiplicacdo, cujo resultado macroscopico
seria 0 aspecto edemaciado e hipertrofiado destes 6rgaos (LI; DAVIS, 2007; VILELA et
al., 2007).

Com relacdo a citologia vaginal, Guimaraes et al. (1997) demonstra, em cutias
(Dasyprocta prymnolopha), no inicio do proestro, a presenca de celulas parabasais,
intermediéarias, superficiais e leucdcitos; sendo na metade desta fase em diante,
verificadas apenas as ceélulas intermediarias e superficiais. No caso de roedores de
laboratdrio, Goldman et al. (2007) caracterizam o proestro inicial mediante a presenca
apenas de células basais e parabasais, sendo o final desta fase constituido pelas referidas
células do inicio acrescidas das células intermediarias. J& Westwood (2008) descreve, em
ratas, a fase de proestro como um periodo construtivo - de elevada atividade mitotica -,
em que se formam, no tecido vaginal, os estratos mucinosos, granulosos e corneos; e 0s
esfregacos vaginais, apresentam células intermediérias e superficiais como caracteristicos

desta fase.
3.2.2 Estro
O estro coincide com a receptividade da fémea ao macho e também se caracteriza

pelo estimulo do LH; aumentos maximos e minimos de estrdgeno e progesterona

respectivamente, ovulacdo, edema vulvar e uterino (LI; DAVIS,2007), aumento do
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numero de vasos sanguineos, quimiotaxia de neutrofilos para a vagina (no entanto, tais
células ainda ndo sdo evidentes em esfregacos vaginais), abertura do orificio vaginal e
presenca de pouca secre¢do na mucosa respectiva (BAKER, 1979).

A andlise histoldgica do Utero demonstra descamacdo do estrato corneo, presenga
de algumas areas necroticas, devido a degeneracdo vacuolar e apoptose do epitélio
luminal e glandular, aumento da luz uterina bem como auséncia de migracdo leucocitaria
(WESTOOD, 2008).

H4&, na citologia vaginal, auséncia de leucdcitos, poucas células intermediarias e
predominio quase que absoluto de células superficiais escamosas, muitas das quais sao
desprovidas de nucleo, sendo assim denominadas escamas anucleadas (GUIMARAES et
al., 1997; GOLDMAN et al., 2007) e isto ocorre devido a progressiva descamacao do
epitélio escamoso estratificado vaginal (WESTWOOD, 2008) o qual se relaciona com a
reducdo gradativa de estrégeno que passa a ocorrer em virtude da ovulagdo, consequente
formacéo do corpo luteo e producédo de progesterona (VILELA et al., 2007).

3.2.3 Metaestro

A fase de metaestro corresponde as circunstancias geradas mediante a pos-
ovulacdo — estdgio de transicdo em que as producbes de estrogeno diminuem e de
progesterona aumentam - segundo a qual o corpo luteo funciona, o que leva a correlagéo
que tal periodo encontra-se na dependéncia da secrecdo do LH. Além disso, apesar de
haver aumento na sintese de progesterona, o corpo luteo também continua produzindo
estrogeno (FERRMAN, 1988; HAMID; ZAKARIA, 2013).

Se houver, nesta fase, o0 acasalamento e a fecundagéo, o corpo lteo sera mantido
pela prolactina e a progesterona secretada por aquele participara da remodelacdo dos
tecidos uterinos cujo intuito seria o favorecimento da implantacdo do blastocisto
(GOLDMAN et al., 2007). Adicionalmente, ap6s a implantacdo, a decidua uterina e
placenta corioalantoide passam a produzir e liberar o hormonio lactogénico (na primeira
metade da gestacdo), o qual possui acdo agonista nos receptores da prolactina de modo a
preservar o corpo liteo e promover a manutencdo da gestacdo, seguindo-se, na metade

final da gestacdo, a producdo de progesterona pela placenta (SOARES, 2004). No
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entanto, caso ndo ocorra a fertilizacdo, os eventos anteriores ndo ocorrem devido a
degeneracéo do corpo luteo (HAMID; ZAKARIA, 2013).

A histologia uterina revela degeneracdo vacuolar das células endometriais e
infiltracdo moderada de leucdcitos. Ja os achados histologicos da vagina sdo descritos
mediante completa degeneracgédo e descamacéo do estrato cérneo, continua descamacao do
epitélio escamoso e infiltragdo leucocitaria variavel (WESTWOOD, 2008). A citologia
vaginal é demonstrada pela presenca de células parabasais, intermediarias e grande
quantidade de leucécitos (GUIMARAES et al., 1997; LI; DAVIS, 2007). Em ratas,
Westwood (2008) preconiza, no final do metaestro, a presenga de células parabasais,

intermediarias e poucas células superficiais.

3.2.4 Diestro

Como citado anteriormente, na auséncia de fecundacdo, o corpo luteo
permanecera ativo por determinado periodo. Logo apdés a ovulagdo, 0s ovarios
apresentam o corpo Iuteo em seu tamanho maximo, cujas células apresentam numerosos
vacuolos, 0 que sugere intensa atividade secretora de hormonios esteroides, em especial a
progesterona que serd secretada em maiores concentracdes na fase de diestro. Este
horménio, induz, ao longo desta fase, a proliferacdo do estroma endometrial, das células
epiteliais glandulares bem como dos vasos sanguineos, gerando-se, em consequéncia,
aumento da espessura endometrial; e ainda, hipertrofia do miométrio e das células
estromais (LI; DAVIS, 2007). O epitélio vaginal atinge a menor espessura apresentando
uma fina camada do estrato germinativo, sendo por esse motivo, os esfregacos vaginais
caracterizados pela presenca de muco, leucocitos e células profundas: basais e parabasais
(WESTWOOD, 2008).

3.2.5 Avaliacéo do ciclo estral

Os reflexos decorrentes das modificagdes morfologicas e funcionais dos ovarios,

ao longo do ciclo estral, denotam consequentes manifestacGes respectivas no Utero e



52

vagina, fato este convergente com a atividade ciclica dos hormonios sexuais envolvidos
nos ciclos reprodutivos (HOUSSAY et al., 1951; LOPEZ; STANLEY, 2005).

Por conseguinte, a citologia vaginal constitui um método pratico, pouco invasivo
(MARCONDES et al., 2002; BASTOS et al., 2003) e cujos sistemas de coloragdo dos
esfregacos (Giemsa, Azul de Metileno e Shorr) séo relativamente rapidos e eficientes
(BARBOSA et al., 2007) de modo que o padrdo morfoldgico e quantitativo das células
sdo importantes na avaliagdo da integridade do sistema reprodutor feminino
(LOHMILLER; SWIN, 2006; GOLDMAN et al., 2007).

Desta forma, Paccola et al. (2013) realizaram andlise qualitativa e quantitativa do
ciclo estral em fémas de ratos Wistar (Rattus norvegieus albinus) por meio da citologia
vaginal com o método de coloracéo descrito por Shorr (Shorr, 1941). As laminas coradas
e visualizadas na microscopia de luz puderam proporcionar a classificacdo dos diferentes
tipos de células que compuseram o epitélio escamoso vaginal e, consequentemente, pelo
predominio de determinados tipos bem como por critérios adicionais como a presenca de
leucdcitos e/ou muco, tornou-se possivel a caracterizacao do referido ciclo.

As células epiteliais foram classificadas em cinco tipos: pequenas células
basofilicas (células basais e parabasais) cuja forma era redonda, o citoplasma corava-se
em azul e possuiam cromatina nuclear finamente granular; grandes células basofilicas
(células intermediarias) as quais possuiam formato poligonal, citoplasma corado em azul
claro e cromatina nuclear condensada; células pré-acidofilas que apresentavam uma
morfologia poligonal, citoplasma metacromatico (coloracdo determinada pela mistura das
cores azul e laranja); células nucleadas acidofilas (células superficiais), poligonais,
continham citoplasma laranja e ndcleo com cromatina extremamente condensada
(picnose nuclear) e por ultimo, células enucleadas acidofilicas (escamas anucleadas), as
quais representariam células superficiais sem ndcleo no qual estes foram previamente
destruidos por um processo denominado cariorrexe.

Os resultados revelaram que as escamas anucleadas foram evidenciadas em todas
as fases do ciclo, porém foram abundantes no final do proestro e compreenderam 90% do
total de células verificadas no estro. Apds esta fase, as referidas células declinaram em
numero durante 0 metaestro e s6 voltaram a elevar-se no final do diestro. As células

superficiais também foram abundantes no proestro e estro. Os leucocitos foram ausentes
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no estro e abundantes no metaestro e diestro. Poucas células basais e parabasais foram
visualizadas durante todo o ciclo, sendo o seu maior percentual, assim como a presenca
de muco, verificado na metade do diestro.

Adicionalmente aos achados citologicos, Goodman e Cooper (2007)
correlacionaram as variacdes hormonais evidenciadas ao longo do ciclo estral, com

duracdo de quatro dias, em ratas, conforme se observa na representacdo esquematica da
figura a seguir:

Estrogeno — —Progesterona ------- -LH

L Ovulacéo

1° dia 2° dia 3°dia 4° dia
Diestro | Diestro 11 Proestro Estro
Figura 2- Representagdo do ciclo estral em ratas, cuja duracdo foram quatro dias. Neste caso, dividiu-se

o diestro em duas fases e considerou-se 0 metaestro como um periodo muito curto em que consistia
numa transicdo entre o estro e diestro. Figura modificada de Goldman et al. (2007).
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3.3 Funcdes do estrogeno (E2) e progesterona (P4)

As acOes destes hormoénios sdo mediadas via interagdo com 0S respectivos
receptores que se localizam no citosol de diversos tipos celulares, em muitos 6rgaos, cujo
destaque refere-se aqueles do aparelho reprodutor feminino (LI; DAVIS, 2007). Os
receptores estrogénicos sdo do tipo alfa ou beta (ER-a, ER-B) (SAUNDERS, 1998),
sendo ambos envolvidos com as respostas classicas ao referido agonista, divergindo no
tocante a distribuigéo tissular (DECHERING et al., 2000); e os progester6nicos possuem
trés subtipos A, B e C (PR-A, PR-B e PR-C) (WElI et al., 1997; CONNEELY et al., 2003;
LI; DAVIS, 2007).

A expressao do ER-a é ciclica, ocorre em todos os tipos celulares, em especial no
utero, e pode variar em decorréncia do ciclo estral, sendo as fases, em que predomina,
correspondentes ao proestro e estro (WANG et al., 2000). Com relacdo ao tipo beta,
verifica-se a presenca de elevadas concentracdes em células do estroma subepitelial
uterino e menores distribuicBes nas células epiteliais luminais, epitélio glandular, células
musculares lisas e endoteliais dos vasos (LI; DAVIS, 2007).

Além destas caracteristicas, sabe-se que quando ocorre a interacdo do estrogeno
com o receptor, sistemas intracelulares de translocacdo carreiam o complexo formado
para o nucleo celular, gerando-se interacGes especificas com regiGes promotoras de genes
alvo (NARDULLI; SHAPIRO, 1993; KLINGE, 2001). Em consequéncia disto,
modulagfes transcricionais induzem o aumento da sintese do fator de crescimento
epidermal (EGF) e de seu respectivo receptor; fator de crescimento do endotélio dos
vasos (VEGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGFs) (RUTANEN et al.,
1993; MA, 2001; MARQUEZ et al., 2001) e proteinas quinases ativadoras de mitose
(MAPK) (WEISZ et al., 1990; CHIAPPETTA et al., 1992). De modo que as agdes
resultantes consistem em proliferacfes das células epiteliais endometriais e aumento da
permeabilidade vascular, ao passo que na vagina verifica-se um processo de
queratinizacdo, pelo desenvolvimento, proliferacdo e descamacéo das células superficiais
bem como das escamas anucleadas (GOLDMAN et al., 2007; LI; DAVIS, 2007).

A isoforma do receptor da progesterona tipo A é a mais abundante, possui a maior

expressao nas células epiteliais uterinas durante o diestro bem como nas células estromais
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uterinas durante o proestro (TAN et al., 1999; UOTINEN et al., 1999) além da
capacidade de inibir o PR-B. O PR-C possui a caracteristica supressora da acdo da
progesterona (WEI et al., 1997). Com relagdo aos aspectos funcionais da progesterona,
verificam-se efeitos antagdnicos aqueles proporcionados pelo estrogeno mediante a
reducdo do numero de receptores deste ultimo além do aumento cataboélico de sua forma
mais ativa, o estradiol (SHELBY et al., 1996; LI; DAVIS, 2007). Consequentemente,
haverd redugdo da proliferacdo e diferenciacdo do epitélio escamoso vaginal
(GOLDMAN et al., 2007).

Diante das informacGes apresentadas pode-se afirmar que as caracteristicas do
ciclo estral associada as variagdes ciclicas do estrogeno e progesterona bem como 0s
processos de remodelacdo uterina e a expressao de diferentes moléculas regulatorias e
estruturais configuram-se essenciais para estudos posteriores, em decorréncia da
fertilizacdo, que analisem os processos desencadeados pela implantagdo blastocistica,
placentacdo e o consequente desenvolvimento embrionario (ABRAHAMSOHN; ZORN,
1993; PACCOLA et al., 2013).

3.4 EVENTOS MORFOFISIOLOGICOS GERAIS RELACIONADOS AO
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO INICIAL

A unido do espermatozoide com o O6vulo, no oviduto, consiste em mdltiplos
mecanismos moleculares que envolvem interacdes entre as proteinas do gameta
masculino que se ligam ao Ovulo (beta-lactosiltransferases, alfafucosiltransferases,
fosfolipase A2, proteina espermatica 56) e os receptores especificos na zona peltcida do
6ocito, podendo-se citar, em consequéncia disto, o estimulo a proteina ZPm3, que por sua
vez, participa do mecanismo da rea¢do acrossomica. Mediante tais ativacOes, acrescidas
da motilidade espermaética, enzimas hidroliticas do acrossomo sdo liberadas na zona
pelicida a qual favorecerdo o deslocamento transpositivo do espermatozoide, pela
referida zona e membrana plasmatica oocitaria, o que culminara com a fusdo gamética e,
por conseguinte, a fecundacdo (WASSARMAN et al., 2001).

O zigoto assim formado, ainda envolto pelas camadas de mucopolissacarideo da

zona pelucida, passa a realizar sucessivas divisdes mitoticas (clivagens) associadas a
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processos de polarizacdo e compactacdes celulares os quais cursam com o surgimento de
pequenas células (blastdmeros) no interior da esfera zigotica, sendo tal estrutura
reconhecida como morula. Esta Gltima, caso ndo sofra desenvolvimento ao estagio de
blastocisto no oviduto e tampouco se implante neste local, desloca-se ao longo das tubas
uterinas e atinge a luz do Utero, sendo este trajeto marcado por modificacGes na estrutura
morular, na qual se forma uma cavidade central (blastocele) que se preenche com liquido,
resultando na formacdo do blastocisto, onde em decorréncia de continuas modificagdes
estruturais, perde a zona pellcida e inicia o preludio da implantacdo (PERRY, 1981;
CROSS et al., 1994; CROSS, 1998; SCHALAFER et al., 2000; ROSSANT; CROSS,
2001).

Concomitantemente, modificacBes histologicas uterinas surgem pelo aumento do
namero de vasos sanguineos, hipertrofia da musculatura miometrial bem como
proliferacdo das células epiteliais endometriais, 0 que acarreta em aumento de tamanho
das glandulas deste epitélio. Disso se verifica, na luz uterina, muitas formagdes com o
aspecto de criptas que contém precipitados sugestivos de atividade secretdria. Por
conseguinte, a proeminente mucosa endometrial apresenta dobras projetadas na cavidade
delimitada pelo lamem uterino, fato este que gera extensdes laterais similares e
extremidades mesometriais e antimesometriais conforme a proximidade de cada uma ao
mesométrio. Tais modificacbes surgem com o intuito preparatorio para a implantacéo
blastocistica (WIMSATT; WISLOCKI, 1947; MOSSMAN, 1987).

Nesse sentido, Mossman e Weisfeldt (1939) ao descreverem a placentacdo de
primitivo roedor pertencente a familia Sciuridae, verificaram que a luz uterina,
apresentava a forma de T invertido no qual a base larga situava-se em posicao
mesometrial e foi denominada camara placentaria devido ao fato de albergar a placenta
corioalantoide no transcorrer gestacional da espécie analisada. Do lado oposto, ou
mesometrial, denominou-se como cdmara de implantacdo no qual o blastocisto ancorava-
se e implantava-se precocemente. Tal constatacdo foi exatamente oposta aquela
verificada por Miglino et al. (2008) ao analisar a placentagdo vitelina invertida da
Dasyprocta leporina, Cuniculus paca e Galea spixii além das informac6es fornecidas por
Oliveira et al. (2008) em estudo que caracterizou a placenta corioalantoide em preas.

Estas duas publicacbes mais recentes demonstraram o desenvolvimento de uma placenta
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principal ocorrendo no lado antimesometrial do Utero ao passo em que o blastocisto e
consequentemente o futuro embrido, desenvolver-se-iam no lado mesometrial.

No entanto, antes de aprofundarmos os conhecimentos relativos ao estabelecimento
de um orgdo placentério especifico, concentremo-nos na organizacdo estrutural do
blastocisto e o consequente processo de implantacdo. Para tanto, é importante ressaltar as
definicbes e argumentacdes proporcionados por Jolie (1990) ao promover uma
convergéncia de informacgdes morfoldgicas no tocante ao desenvolvimento embrionério
de roedores de laboratério. Desta forma, o blastocisto inicial apresentou natureza
bilaminar, sendo composto por um revestimento externo de células trofoblasticas, ou seja,
uma camada externa de trofoectoderma (também denominado trofoblasto mural); e uma
camada mais interna — formada por células endodérmicas hipoblasticas - a qual, apds
proliferacdo, constituiriam a massa celular interna (MCI) (também chamada disco
embrionario, disco germinativo ou embrioblasto). Desta Ultima, diferenciam-se duas
camadas distintas, onde aquela que passa a revestir a blastocele (situando-se
imediatamente abaixo do trofoectoderma) denomina-se endoderme hipoblastica
extraembrionaria (futuro saco vitelino), sendo o endoderma presente no disco
germinativo caracterizado como endoderme embrionaria; e a segunda camada seria
aquela que permanece em contato com a endoderme embrionaria, em posicdo externa a
esta Ultima, denominando-se ectoderme epiblastica embrionaria (epiblasto) que se
desenvolve num dos polos do blastocisto.

Similarmente, Rossant e Cross (2001), em artigo de revisdo sobre o
desenvolvimento placentario em camundongos, indicam as modificacGes pelas quais
passam a estrutura blastocistica e a placenta, caracterizando-as cronologicamente de
acordo com dias cursados apos a fecundagdo. Com esse intuito, estabelecem que a
implantacdo ocorre por volta do dia 4,5 (na escala cronoldgica anteriormente citada) e
enfatizam que durante este processo, as células do trofoectoderma situadas acima da MCI
sofrem diferenciacdes originando: a ectoderme extraembrionaria e o cone ectoplacentario
(futura placenta corioalantoide). J& as celulas do trofoblasto mural, localizadas distantes
do embrioblasto, reduzem as divisdes mitoticas e algumas delas passam a duplicar

continuamente o acido desoxiribunucléico (DNA) até adquirirem a configuracdo de
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célula trofoblastica gigante. Até este momento, 0s eventos supracitados podem ser

demonstrados de acordo com a figura a seguir.

(A) (B)
Célula Cone ecto
Endoderma Trofoectoderma trofobléastica placentario
embrionario polar gigante

Ectoderma
embrionario
Endoderma
extra- %
embrionario Endoderma
visceral do
| saco vitelino

Blastocele

Trofoectoderma

Epiblasto

|:| Trofoblasto mural

|:| Endoderma

primitivo

embrionario

Ectoderma extra-

Endoderma
parietal do
saco vitelino

Trofoectoderma

Figura 3- Esquema representativo do desenvolvimento embrionario inicial em camundongo. Em A
evidencia-se a estrutura blastocistica, aos 6 dias de desenvolvimento embrionério, no qual pode-se
observar as células do endoderma e ectoderma embrionérios que compde a massa celular interna.
Verifica-se também o endoderma extraembrionario do qual derivara o saco vitelino e a cavidade central
da blastocele. Em B caracteriza-se, aos 7,5 dias de desenvolvimento embrionario, 0 surgimento de
células trofoblasticas gigantes e as regides resultantes da proliferacdo do trofoblasto acima do disco
germinativo: ectoderma extraembrionadrio e cone ectoplacentario. O segundo originard a placenta
principal ou corioalantoide. Além disso, verifica-se a formacdo de dois endodermas: um parietal e
localizado acompanhando o contorno externo do trofoectoderma, e o outro visceral que se situa
revestindo o epiblasto e ectoderma extra-embrionario. Ambos formam o saco vitelino (também
denominada placenta vitelina) bem como delimitam uma cavidade, ou seja, a cavidade do saco vitelino.

Figura modificada de Rossant e Cross (2001).

Em relacdo ao trofoblasto mural, Cross et al. (1994) reforcam que a referida parede

trofoblastica, delimitadora do blastocisto, assume funcBes especializadas que serdo
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essenciais a implantacdo além da producdo de hormdnios necessarios ao reconhecimento
materno e manutencdo da gestacéo.

Nesse sentido, a implantacdo é fundamental para que a gestacao seja bem sucedida,
sendo necessario uma receptividade uterina adequada e coordenada ao estagio de ativacdo
do blastocisto (SHIMIZU et al., 2005), o qual inicia com a perda da zona pellcida
(ORSINI; DONOVAN, 1971), que pode ocorrer pela digestdo enzimatica induzida por
secregOes uterinas (em camundongos e hamsters) ou mediante a producdo de emissfes
trofoblésticas as quais atravessam esta zona, 0 que culmina com a sua desintegracdo
(cobaio) (ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993), seguindo-se da interagdo apositiva entre
blastocisto e utero; formacdes edematosas uterinas, acarretando em modificacbes no
aspecto da luz deste ultimo além da reacdo decidual que ocorre mediante a ancoragem do
blastocisto (ORSINI; DONOVAN, 1971; LEE; DEMAYO, 2004).

Tais eventos ocorrem de maneira distinta dependendo do tipo de interagéo entre a
membrana trofoblastica e o tecido uterino endometrial luminal, podendo a implantacéo
ser classificada como céntrica, quando h& apenas uma interacdo de aposi¢do entre o
blastocisto e utero, ocorrendo em coelhos, cachorros, vacas, ovelhas, porcos e muitos
marsupiais; excéntrica quando o epitélio luminal uterino sofre mudancas conformacionais
para envolver o trofoblasto, antes de uma eventual invasdo trofoblastica, verificando-se
este tipo em ratos, camundongos e hamsters; intersticial, no qual se observa invasdo do
trofoblasto por meio do epitélio luminal e estoma endometrial cujo intuito seria promover
intima aproximacdo entre o suprimento sanguineo materno com 0s vasos embrionarios
em desenvolvimento. Ocorre no homem e no cobaio (Guinea pig). Como consequéncia
dos dois ultimos tipos, verifica-se a presenca de reacdo decidual na qual ocorre
proliferacdo, diferenciacdo e mudancas morfoldgicas das células endometriais
(WIMSATT, 1975; LEE; DEMAYO, 2004).

Assim, em decorréncia de tal classificacdo, o blastocisto, em camundongos e ratos,
interage com as células endometriais do lumen uterino e implanta-se no lado
antimesometrial, sendo os eventos desencadeadores verificados pela fagocitose das
células endometriais luminais pelo trofoblasto, o que favorece a sua penetragcdo por meio
do epitélio luminal e lamina basal. Por essa disposicdo, 0 cone ectoplacentario
desenvolve-se em orientacdo mesometrial (CARSON et al., 2000; LEE; DEMAYO,
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2004; HERINGTON; BANY, 2009). Ja no cobaio (porquinho da india), a implantacéo
processa-se pelas projecdes de células trofoblasticas murais contendo arranjo morfoldgico
sincicial (sinciciotrofoblasto) as quais projetam-se e invadem o espago entre a lamina
basal luminal e o epitélio endometrial ou diretamente no estroma subjacente de modo a
promover uma penetracdo transepitelial (ENDERS, 2000).

Esse mecanismo implantacional do cobaio foi estudado por Orsini e Donovan
(1971) ao descreverem as mudancgas morfoldgicas do Utero de cobaios, 0s quais tiveram
0S cornos uterinos gestantes corados com o azul de pontamina, sendo este considerado
um sistema revelador que intensificava a marcagdo azul, em preparagdes histoldgicas,
justamente nas regifes submetidas a implantacdo e decidualizagdo. Os resultados
demonstraram que, aos seis dias e nove horas de gestacdo, formavam-se zonas
edematosas uterinas bem como foi verificada a presenga de um blastocisto implantado na
regido antimesometrial do Utero e, aos sete dias e nove horas, um precoce cone
ectoplacentario desenvolvia-se em localizagdo mesometrial, sendo as marcagdes com o
referido corante intensificadas na medida em que se sucediam os dias de gestacao.

Além disso, pesquisas ultra estruturais e moleculares revelaram que por ocasido da
implantagcdo, a fase de aposicdo é estabelecida pelo contato direto entre as
microvilosidades tanto das células trofoblasticas quanto das células epiteliais
endometriais luminais as quais formam complexos interdigitantes integrados
(HEDLUND; NILSSON, 1971) que so se desfazem na etapa de adesdo, situacdo em que
0s epitélios embrionarios e maternos distam apenas em 20 nandmetros (SCHLAFKE;
ENDERS, 1975). A invasdo posterior do trofoectoderma até o tecido conectivo
subepitelial endometrial resulta numa série de modificacdes deste ultimo que culminara
com a formacdo de uma decidua primaria (WELSH; ENDERS, 1987).

Assim, em todas as etapas da implantacdo, moléculas glicoproteicas, proteoglicanos
e glicosaminoglicanos sdo produzidos e expressos nas membranas plasmaticas do
trofoblasto e do epitélio endometrial, podendo-se citar os proteoglicanos de heparan
sulfato os quais configuram-se essenciais para a adesdo do blastocisto (FARACH et al.,
1987, ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993). Do mesmo modo, tem sido reportado que
moléculas como o fator inibidor da leucemia (LIF), fatores estimuladores de coldnias,

fator de crescimento epidermal (EGF), fator transformador do crescimento (TGF-a e
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TGF-B), estrogeno e progesterona encontram-se fortemente implicados no
desencadeamento da implantacdo, desenvolvimento placentario; e remodelacdo dos
tecidos uterinos, este ultimo, em decorréncia do fenbmeno da decidualizacdo
(SURVEYOR et al., 1998; BETANCOURT-ALONSO et al., 2006).

A principal caracteristica relacionada a formacdo do tecido que constituira a
decidua ocorre mediante profundas alteracdes de forma, organizacdo e metabolismo pelas
quais sofrem os fibroblastos oriundos do estroma endometrial (ABRAHAMSOHN;
ZORN, 1993), podendo-se citar ainda outras modifica¢Oes as quais sdo coadjuvantes, mas
importantes neste processo: a hipertrofia de células endoteliais, proliferacdo do epitélio
endometrial, presenca de infiltrado de grandes linfocitos granulares (células granulares
endometriais) e macrofagos (ENDERS, 1991).

Inicialmente, a reacdo decidual se estabelece nas camadas estromais adjacentes ao
concepto implantado, denominando-se como decidua primaria a qual é avascular e,
portanto, menos permedavel ao intercambio de macromoléculas; e encontra-se situada na
camara anti-mesometrial da luz uterina. Esta zona primaria é envolvida por camadas de
fibroblastos ndo transformados - constituindo aglomerados de células pré-deciduais — as
quais, em algumas espécies, podem estar separadas da decidua primaria por grande
quantidade de fibroblastos compactados e fibrinoides constituindo a formacdo de uma
capsula envolvente. Em seguida, com o subsequente desenvolvimento, a referida reacao
decidual, acentua-se na zona primaria e irradia-se para outros locais, fato este que
favorece o surgimento de uma zona decidual secundaria, culminando, posteriormente, em
expansdes para a porcdo mesometrial uterina, formando uma decidua de mesmo nome.
Estas ultimas sdo ricamente vascularizadas, fato este que possibilita as células
trofoblésticas gigantes passarem a ter contato direto com o sangue e células do sistema
imune materno. Deste modo, como na maioria das espécies de roedores, a placenta
corioalantoide se estabelece no lado mesometrial, as reacfes deciduais nessas regides
tendem a ser mais complexas e evidentes (MOSSMAN, 1987; HERINGTON; BANY,
2009).

A decidua basal refere-se ao tecido uterino transformado situado abaixo do
blastocisto, ao passo em que todo o estroma reativo as modificagdes deciduais que

envolvem diretamente o concepto é reconhecido como decidua capsular, sendo as demais
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modificagdes deciduais ao longo do Utero denominada como decidua verdadeira ou
parietal (MOSSMAN, 1987; ENDERS, 1991; HERINGTON; BANY, 2009). Nas
referidas regides, as transformacgdes dos fibroblastos em células deciduais resultam de
diversas alteracBes estruturais e funcionais nas quais verificam-se células com formato
redondo, poliédrico e por vezes irregular, projecdes celulares pediculares da membrana
plasmatica que podem envolver laminas basais bem como aumentar a capacidade de
englobar glicogénio e goticulas lipidias, sendo tais células relacionadas a sintese de
coldgeno (WEWER et al., 1985; ENDERS, 1991; CROSS, 1998). No tocante aos
aspectos ultra-estruturais, podem ser citados grande quantidade de cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso, aumento do numero de mitocondrias e presenca de nucleo
esferico contendo um nucléolo proeminente (ABRAHAMSOHN, 1983; WELSH,;
ENDERS, 1985; ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993).

Além disso, no microambiente da matriz extracelular uterina, observam-se
modificacdes nas fibras colagenas que, apesar de reduzirem em quantidade, passam a se
tornar irregulares e espessas (ALBERTO-RINCON et al., 1989). Este aumento de
espessura correlaciona-se a maior sintese de colageno a qual encontra-se sob o controle
dos glicosaminoglicanos, de modo que estas macromoléculas também participam do
processo de decidualizacdo e, por conseguinte, auxiliam na ancoragem blastocistica bem
como possibilitam ambiente adequado para o desenvolvimento placentario (PARRY et
al., 1978; FLINT et al., 1984). Estas acOes sdo potencializadas mediante a producao,
pelas células deciduais, de TGF-a (HAN et al., 1987), prostaglandinas, fator estimulador
de colbnia granulécito-mondécito (GM-CSF), colageno tipo 1V, laminina, acido
hialurénico e glicosaminoglicanos sulfatados (CARSON et al., 1987) de modo a controlar
a invasdo trofoblastica, o subsequente desenvolvimento embrionario e ainda favorecer a
placentacdo corioalantoide (ENDERS, 1991; ABRAHAMSOHN; ZORN, 1993).

Com efeito, é importante indicar ainda que, ap0os o estabelecimento da implantacdo
e a concomitante reacdo decidual, complexas transformacdes estruturais e moleculares
irdo ocorrer tanto na extremidade em que prolifera o cone ectoplacentario quanto naquela
ocupada pelo embrioblasto, de modo que, inicialmente, optou-se por apresentar 0s
aspectos primordiais relativos a origem das membranas fetais e seus anexos,

desenvolvimento placentario e em seguida, aqueles conhecimentos verificados por
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ocasido da embriogénese. No entanto, antes das exposic¢des supracitadas e como forma de
sedimentar os conhecimentos ja obtidos, segue-se a demonstracao, por microscopia de luz
promovida por Herington e Bany (2009), de um saco gestacional contendo um concepto
implantado, 0 cone ectoplacentario e as regides mesometriais e antimesometriais da
decidua uterina, em estudo que caracterizou as sinalizacbes moleculares relacionadas a

gestacdo em camundongo, conforme se observa na figura a seguir:

Figura 4- Saco gestacional de camundongo aos sete dias e cinco horas de desenvolvimento
embrionario revelando as regifes uterinas da decidua antimesometrial (DA), zona de decidua
primaria (ZDP) e decidua mesometrial (DM). Esta Gltima, possui duas sub-regides onde, na
primeira delas, verificam-se células deciduais ricas em glicogénio, o que confere uma zona
esparsa e constituida por excesso desse polissacarideo (ZRG). A outra, apresenta células
estromais indiferenciadas. Observar ainda, o blastocisto (concepto) representado por C e
direcionado para a porcdo anti-mesometrial do Utero, ao passo que o cone ectoplacentario (*)
situa-se em localizacdo diametralmente oposta. ZRG: zona rica em glicogénio. Coloragéo de
Hematoxilina e Eosina (HE). Figura modificada de Herington e Bany (2009).
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3.4.1 Origem das membranas fetais em roedores, placentacdo vitelinica, inversao e

funcdes do saco vitelino

Conforme descrito anteriormente, sabe-se que da massa celular interna derivam
células hipoblasticas primitivas - cuja proliferacdo resulta nos endodermas parietal e
visceral que comporao o saco vitelino e delimitardo a cavidade deste ultimo -; células
ectodérmicas extraembrionarias que podem originar tanto o cone ectoplacentario (ou
ectoderma de Trdger) como o ectoderma extraembrionario (ou ectoderma verdadeiro),
onde o primeiro desenvolver-se-a em placenta principal ou corioalantoide; e ectoderma
embrionario o qual apresenta células capazes de sofrerem diferenciacfes nas trés camadas
germinativas do embrido ou originar o0 mesoderma extraembrionario que por sua vez, sera
fundamental para o surgimento do amnio, alantoide e saco vitelino (CROSS, 1998;
SCHLAFER et al., 2000).

Essas diferenciacdes, oriundas de sucessivas divisdes mitoticas e modificacOes
fenotipicas em cada compartimento que se estabelece, mediante modificacfes espaciais
do botdo gestacional, possibilitam & formagdo das membranas fetais e alteracGes
estruturais embrionarias, o que culmina com a manutencdo da gestacdo. Dentro desta
perspectiva, a cavidade da blastocele — uma vez revestida pelo endoderma do saco
vitelino -, continua a acumular quantidades crescentes de liquido acarretando em
consequéncia, expansdao do embrido o qual pode ser designado como blastocisto
expandido. Concomitantemente, 0 mesoderma inicia sua formacgdo derivando-se das
células ectodérmicas embrionarias e comeca a se interpor entre estas Gltimas e o
endoderma embrionario para constituir o mesoderma embrionario. Neste local, o referido
mesoderma ramifica-se em duas camadas idénticas as quais passam a definir uma
cavidade reconhecida como exoceloma ou celoma extraembrionario, sendo que tal
conformacdo induz um mecanismo expansivo e proliferativo das duas camadas
mesodérmicas além do ambito embrionario, caracterizando-as como mesodermas
extraembrionarios, onde uma camada revestird o trofoblasto mural (trofoectoderma)
acarretando na formagdo da somatopleura ou cérion ao passo que a outra camada
mesodérmica entrara em aposicdo com o endoderma visceral do saco vitelino
constituindo a esplancnopleura (PERRY, 1981; MOSSMAN, 1987).
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Durante a fase da gastrulacdo, o corion desenvolve a formacdo de pregas ou
dobramentos que passam a circundar o disco embriondrio em uma cavidade amnidtica
fechada, de modo que tal modificacéo espacial relaciona-se com a proliferacéo de células
amnioblésticas as quais derivam do ectoderma embrionario. A cavidade assim produzida
possui um assoalho de células amnioblasticas — continuas com o epiblasto - e um teto
formado pelo corion que sofrera fusdo em uma regido conhecida como mesoadmnio
(PERRY, 1981; CROSS, 1998; PEREIRA et al., 2011).

O amnio circunda todo o embrido com excecdo do anel umbilical e confere
protecdo mecénica ao organismo embrionario quando produz o fluido amnidtico. A
delgada membrana amniotica possui revestimento mesodérmico extraembrionario e
reconhecida capacidade filtrante para fluidos e eletrolitos bem como possibilita protecéo
contra patogenos infecciosos e toxinas (PERRY, 1981; SCHMIDT, 1992; CALVIN;
OYEN, 2007). Além disso, estudos recentes em medicina reprodutiva humana trazem a
importante descoberta de células tronco pluripotentes oriundas da membrana ectodérmica
amnidtica (FAUZA, 2004; EVANGELISTA et al., 2008; IIANCHERAN et al., 2009)
onde tais células possuem baixa imunogenicidade e elevada capacidade proliferativa e
imunomodulatéria, sendo portanto, aptas a diferenciacdo em muitos tipos de 6rgéos cujas
proteinas Orgdos-especificas ja foram demonstradas em estudos in vitro (BANAS et al.,
2008; WOLBANK et al., 2009).

Neste contexto, Tamagawa et al. (2004) reportaram a pluripotencialidade de
células tronco amnidticas em estudos in vitro, utilizando-se da formagdo de corpos
embrionarios quiméricos camundongo/humano, segundo os quais foram verificados que
tais células apresentavam a capacidade de sofrerem diferenciacdes em células hepaticas,
pulmonares, do trato digestivo, epiteliais, neurais, hematopoiéticas ou poderiam
simplesmente serem programadas para originar os folhetos germinativos: ectoderma,
mesoderma e endoderma.

Adicionalmente, o mecanismo amniogénico em roedores miomorfos e
histricomorfos resulta de um processo de cavitacdo pela localizagdo interna do
embrioblasto no blastocisto, sendo também observado mecanismo similar em
camundongos por ocasido da formacéo da cavidade pré-amnidtica e mais acentuadamente

quando dobramentos especificos ocorrem no epiblasto proximal. Ja na amniogénese



66

humana, células ectodérmicas e mesodérmicas achatadas surgem para envolver o
organismo embrionario. Estes fenbmenos, em conjunto, fazem com que o embrido sofra
um arqueamento em diregdo a cavidade do saco vitelino. Como consequéncia disto, 0
disco embrionério localiza-se entre a cavidade amnidtica e o saco vitelino, fato este que
corrobora para que, com o desenvolvimento subsequente, varias células epiblasticas
proliferem e realizem migracdo especifica para o plano mediano da porcdo caudal do
embrioblasto formando a linha primitiva. Esta estrutura possibilita a identificagdo do eixo
cefalico-caudal do embrido (MOSSMAN, 1987; EAKIN; BEHRINGER, 2004;
PEREIRA et al., 2011).

Nessa linha, células epiblasticas sofrem transicdo epitélio-mesenquimal e geram
precursores endodérmicos e mesodérmicos pelo surgimento de células mesoendodermais
(mesentoderma) (LAWSON et al., 1991; BURDSAL et al.,, 1993; BEDDINGTON;
ROBERTSON, 1999). E evidente que mesodermas embrionarios e extraembrionarios
serdo formados, sendo este ultimo, importante para a composi¢do das membranas fetais.
Outras células do mesentoderma possuem a competéncia para formar o ectoderma
amniotico, ectoderma embrionario, endoderma e células germinativas primordiais. Desta
forma, o que determinara a formacdo das diferentes linhagens oriundas das células
epiblasticas sera justamente a localizacdo em que tal célula se encontra bem como pelo
estimulo induzido por proteinas, cujo controle génico situa-se na dependéncia de qual
tipo deva ser gerado naquele momento especifico. Como exemplo, pode-se citar que
células epiblasticas situadas no epiblasto posterior ou postero-lateral, encontram-se
envolvidas na diferenciagdo em mesoderma amnidtico, ao passo que na linha primitiva
células epiblasticas originam mesodermas extraembrionarios (GARDNER; ROSSANT,
1979; PEREIRA et al., 2011).

Para Bianchi et al. (1993) e Eakin e Behringer (2004), em camundongos, todo o
mesoderma deriva de células epiblasticas ectodérmicas que convergem para a linha
primitica, ao passo que em humanos, existem evidéncias que um mesoderma primitivo
surge bem antes do aparecimento da referida linha e que tal estrutura mesenquimal
origina-se por meio da diferenciacdo especifica do endoderma embrionario.

O sulco primitivo é derivado da invaginacdo de células do epiblasto tornando

possivel a saida de algumas células em direcdo ao hipoblasto. A pequena depresséo
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gerada por este sulco prolonga-se até a extremidade cefalica da massa celular interna
numa estrutura referida como nd primitivo. Algumas células epiblasticas da linha
primitiva deslocam células do hipoblasto originando a endoderme embrionaria. As que
permanecerem no epiblasto formando o alicerce da cavidade amnidtica originardo o
ectoderma embrionario. No entanto, a maioria das células do epiblasto da linha primitiva
se diferencia em células mesenquimais para a producdo do mesoderma extraembrionario
(NODEN; DE LAHUNTA, 1985; GILBERT, 2003; PEREIRA et al., 2011).

A dindmica embrionaria também cursa devido aos dobramentos especificos
craniocaudais e laterais cujas conformacOes espaciais das membranas supracitadas
culminam com a origem das cavidades do corpo. Conforme ja descrito, 0 mesoderma que
se associa ao epiblasto e trofoectoderma denomina-se somatico ou parietal, ao passo que
aquele justaposto ao hipoblasto e endoderma caracteriza-se como visceral ou esplancnico.
Por conseguinte, 0 mesoderma somatico originard as porcOes parietais do peritonio e
pleura da mesma forma que o visceral determinara as respectivas regides serosas. Além
disso, mediante tais dobramentos, uma parte da cavidade do saco vitelino fica envolvida
pelo embrido em formacgéo, isolando-se da restante, formando, desta forma o intestino
primitivo o qual serd dividido nas partes anterior, média e posterior conforme se alinhe
nas respectivas posicdes cranial, média e caudal do embrido em formacao.
Interessantemente, uma porc¢édo do intestino posterior prolonga-se como um diverticulo no
celoma extraembrionario, ou seja, esta nova cavidade possui forma de T e passa a ocupar
um espaco dentro do referido celoma, sendo reconhecido como alantoide e constituido
por endoderma e mesoderma visceral (PERRY, 1981; FLECHON et al., 2004).

Esse pedunculo alantoidiano se projetara na direcdo do cone ectoplacentario, o
que levara, neste local, ao desenvolvimento subsequente da placenta corioalantoide
(MESS; CARTER, 2007). Adicionalmente, ressalta-se que a cavidade alantoidiana pode
receber a urina fetal além de uma parte da alantoide estd vinculada a origem da bexiga
bem como cabe frisar ainda que a capacidade angiogénica proporcionada pelo
mesoderma que compde este anexo fetal faz surgir artérias e veias umbilicais (PERRY,
1981; JOLLIE, 1990; SCHLAFER et al., 2000).

A origem do corddo umbilical relaciona-se a partir do pedunculo embrionario o

qual encontra-se deslocado ventralmente e se liga tanto ao saco vitelino quanto ao @mnio.



68

Essa estrutura possui a importante funcdo de promover o intercambio nutricional da mée
para o feto, além da eliminacdo de excretas no sentido inverso (RODRIGUES et al.,
2013).

Oliveira (2004) caracteriza o corddo umbilical como um conjunto de vasos e
ductos envolvidos no transporte de substancias maternas necessarias ao desenvolvimento
embrionario. Ao descrever esta estrutura em mocos, mostrou que estava constituido por
duas artérias, uma veia e o ducto alantoide, envoltos por uma substancia de aspecto
gelatinoso (geléia de Wharton). Além desses vasos observou-se a presenca de uma artéria
e uma veia vitelina, distribuidas ao longo da membrana coriovitelinica.

Com relacéo ao saco vitelino, este € formado por um segmento parietal, adjacente
ao trofoblasto e visceral, proximo ao embrido. Ambos os endodermas, em diferentes
estagios gestacionais, exercem fungdes placentérias, fato este que os capacitam como
estruturas acessorias de desenvolvimento embrionario bem como tornam intercambidveis
as nomenclaturas de placenta vitelina. Em consequéncia disto, a placenta vitelina parietal
pode ser caracterizada pela presenca de células endodérmicas, separadas do trofoblasto
por uma espessa membrana basal, referida como membrana de Reichert. Pela
conformagdo bilaminar de ectoderma e endoderma, a membrana parietal também recebe a
denominacdo de onfalopleura bilaminar. E importante enfatizar ainda que um segmento
do endoderma parietal encontra-se revestindo a superficie discoidal da placenta
corioalantoide numa regido conhecida como superficie fetal da placenta principal. Este
mesmo endoderma parietal repousa sobre uma lamina basal de Reichert que o separa do
espongiotrofoblasto da placenta principal (MOSSMAN, 1987; HAAR; ACKERMAN,
1970; JOLLIE, 1990).

Diante da importancia estrutural e funcional que €é incumbida ao epitélio
endodérmico parietal, Jollie (1968) realizou um estudo minucioso sobre a estrutura fina
do saco vitelino parietal em ratas gestantes nos periodos de 12 a 22 dias pos-fecundacao
por meio da microscopia eletronica de transmisséo. Para tanto, trés grupos experimentais
foram formados, segundo os quais administraram-se ferritina no primeiro, dioxido de
Tério (torotaste) no segundo e uma mistura destas substancias no ultimo grupo. Os
resultados mais impactantes demonstraram um aumento de nove micrometros na

espessura da membrana de Reichert - durante o intervalo de tempo analisado -, aspecto
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fibrilar no tocante a analise estrutural e ainda demonstrou locais fenestrados ou espacos
0S quais tornavam essa membrana descontinua. O endoderma parietal apresentou a
constatacdo de aumento no numero de goticulas lipidicas, cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso além de material eletrodenso. Dentre as substancias injetadas,
verificou-se que a ferritina era incorporada pelas células trofoblasticas, endoderma
parietal e membrana de Reichert, fato este ratificador que no revestimento endodérmico
da placenta principal, uma rota de transferéncia de substancias era estabelecida podendo,
inclusive, atingir o organismo fetal. Tal evento ndo ocorreu com relagdo ao dioxido de
Tério, onde a referida molécula foi detectada no trofoblasto e endoderma subjacente,
porém ndo incorporada na membrana de Reichert e, consequentemente, essa substancia
ndo alcancava a cavidade do saco vitelino, chegando-se a concluséo do papel de barreira
seletiva conferida a membrana basal. Para este autor, a maior porcdo da membrana
parietal relaciona-se ao trofoblasto mural adjacente, sendo reconhecida como saco
vitelino parietal capsular, pois se encontra em aposicao a decidua capsular.

A membrana de Reichert pode ser visualizada - pela microscopia de luz -
mediante sua afinidade por corantes acidos ou que contenha prata, citando-se como
exemplo, as colora¢es de Masson e acido periodico de Shiff (P.A.S) respectivamente, 0s
quais destacam os principais constituintes dessa membrana: o coldgeno compactado e
algumas moléculas de natureza glicoproteica (WISLOCKI et al., 1946).

Wislocki e Padykula (1953) descreveram a topografia da onfalopleura bilaminar
em estudo conduzido com embrides de ratos Norway do dia dez até o vigésimo primeiro
dia de gestacdo. Nesta pesquisa, dois endodermas parietais foram caracterizados, sendo
uma camada promotora do revestimento da superficie da placenta corioalantoide e outra,
associada ao trofoblasto mural da decidua capsular. Em ambos os casos, uma membrana
basal de Reichert localizava-se entre as células endodérmicas parietais e o trofoblasto, de
modo que, a referida descricdo topografica acrescida da caracteristica hialina da
membrana basal corroboraram com as informacdes proporcionadas por Mossman (1937).

Os aspectos funcionais inferidos ao endoderma parietal foram verificados em
ensaios in vitro utilizando-se de sacos gestacionais oriundos de ratos Wistar de 12 a 16
dias de gestacdo. Para a constatacdo da sintese proteica, fragmentos do endoderma

parietal foram incubados com aminoacido radioativo [14C] prolina, seguida de medigdes
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radioativas de *C incorporado e taxa de produgdo de 4-hidroxi [**C] prolina. A
biossintese do colageno foi realizada com o auxilio do composto [**C] lisina. Dessa
forma, os autores do experimento puderam constatar que as células endodérmicas
parietais do saco vitelino participavam da biossintese da membrana de Reichert (CLARK
etal., 1975).

A placenta vitelina visceral apresenta uma disposicdo trilaminar, cuja
nomenclatura de esplancnopleura extraembrionaria justifica-se pela composicdo de
endoderma visceral, mesoderma extraembrionario e membrana basal visceral subjacente
(HAAR; ACKERMAN, 1970; MOSSMAN, 1987; JOLLIE, 1990). Sabe-se que a referida
camada intermediaria possui desempenho proliferativo, capaz de gerar uma expansdo que
delimitara o celoma extraembrionario, sendo esta cavidade responsavel por envolver o
embrido e reduzir a circunferéncia descrita pelo saco vitelino (AMOROSO; PERRY,
1963; PERRY, 1981; ENDERS; BLANKENSHIP, 1999).

Interessantemente, muitos genes expressos com exclusividade no endoderma
visceral possuem a ampla capacidade de fornecer subsidios essenciais ao
desenvolvimento embrionario (COPP, 1995; FARRINGTON et al., 1997). Pesquisas
moleculares detectaram que a diferenciagdo da placenta vitelina visceral necessita da
expressao do gene evx-1(SPYROPOULQOS; CAPECCHI, 1994) e que o fator
transcricional GATA-4 encontra-se relacionado a inducdo de que no mesoderma
subjacente forme-se ilhotas sanguineas (local da hematopoiese inicial) bem como ocorra
0 desenvolvimento da vascularizagdo vitelinica (SOUDAIS et al., 1995). Genes
classicamente isolados em amostras de figado foram detectados como sendo inicialmente
expressos no endoderma visceral, podendo-se citar os fatores nucleares hepaticos: alfa,
beta e gama (HNF-3a, HNF-3p ¢ HNF-3y) (COSTA, 1994; LAI et al., 1990). Estes
interagem com moléculas sinalizadoras e ativadoras de outros genes como a Sonic
hedgehog e peptideos BMP promovendo um sinergismo no desenvolvimento da
notocorda e defini¢cBes indutivas dos eixos corporais do embrido (ECHELARD et al.,
1993; RIDDLE et al.,, 1993). Aléem disso, sinalizagdes moleculares oriundas do
endoderma visceral sdo capazes de influenciar a morte celular programada de um
pequeno segmento do ectoderma embrionario durante o processo de formacdo da

cavidade amnidtica e ainda ha especulacOes referentes ao aspecto indutor de proteinas
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que irdo favorecer a degeneracdo da onfalopleura bilaminar (o endoderma parietal que
circunscreve a delimitacdo promovida pelo trofoblasto mural), o que resulta na inversao
do saco vitelino (JOLLIE, 1990; COUCOUVANIS; MARTIN, 1995).

De acordo com Mossman (1987) a caracteristica mais marcante evidenciada nas
membranas fetais de roedores consiste na inversdo do saco Vvitelino, onde o
trofoectoderma, membrana de Reichert e endoderma parietal sofrem desintegracédo
apoptdtica de modo a resultar na exteriorizacdo do endoderma visceral que passa a fazer
interface com o tecido uterino, cuja orientacdo endodérmica situa-se em posi¢do oposta a
futura placenta corioalantoide. Consequentemente, o desenvolvimento de uma placenta
vitelina invertida ocorrera apenas em espécies nas quais exista a persisténcia do saco
vitelino ao longo da gestacéo.

A forma mais primitiva de inversdo pode ser encontrada em lagomorfos,
insetivoras e alguns morcegos. No entanto, os roedores desenvolveram uma forma
extrema de sistema de membranas, aptas aos processos absortivos, pela presenca de uma
placenta vitelina invertida, evidenciada pela destruicdo completa da onfalopleura
bilaminar, a0 mesmo tempo em que uma placenta principal encontra-se em formacao.
Quando ndo ha degeneracdo, a inversdo € referida como incompleta ou inexistente
(JOLLIE, 1968; JOLLIE, 1990).

Os mecanismos absortivos e alteragdes estruturais do endoderma visceral de
camundongos foram analisados por Schliiter (1978) ap6s inje¢do subcuténea de azul de
trypan no organismo materno. Postulou-se que este corante vital inativava enzimas liticas,
capazes de digerirem substancias oriundas da mée para a posterior transferéncia ao
embrido. Para efeito de comparacéo, células endodérmicas viscerais de animais nos quais
ndo se administrou o referido corante, foram utilizados como controle do experimento.
Por meio da microscopia eletronica de transmissdo, foram observadas modificagdes
estruturais nas células endodérmicas viscerais 12 horas apds a administracdo do azul de
trypan. Grande vacuolo unico contendo matriz clara e goticulas escuras puderam ser
evidenciadas na posicdo apical do citoplasma das células estudadas. Apds 24 horas,
grandes areas citoplasmaticas apresentaram indicios de autodigestdo e restos de organelas

celulares. O autor pode concluir que as alteragcbes morfologicas promovidas pelo corante
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poderiam causar efeitos teratogénicos ao embrido, mediado pelas células endodérmicas
do saco vitelino invertido.

A inversdo total do saco vitelino foi determinada por Fischer e Floyd (1972)
mediante trabalho de placentacdo utilizando o esquilo da Mongoélia (Meriones
unguiculatus), avaliados do décimo terceiro dia até o final da gestacdo e por Vale et al.
(2013) cuja dindmica do saco vitelino foi acompanhada do sexto dia até o final da
gestacdo em preds. Em ambos estudos, foram realizadas analises por meio da microscopia
de luz, ensaios imunohistoquimicos e adicionalmente realizagdo de microscopia
eletrdnica de varredura e transmissdo na pesquisa de Vale e colaboradores. Os referidos
autores puderam destacar que na medida em que se desenvolvia uma placenta
corioalantoide labirintica, uma rapida proliferacdo de células endodérmicas parietais e
membrana de Reichert ocorriam tanto na superficie da placenta principal quanto na
camada de endoderma parietal que circunscrevia todo o embrido. A partir do vigesimo
terceiro dia de gestacdo no esquilo da Mongolia e no décimo quarto dia de gestacdo em
preas, verificou-se a ruptura da camada de endoderma parietal associada ao trofoblasto
mural, membrana basal e endoderma parietal de modo a restar um endoderma visceral em
aposicdo ao Utero, cujo arranjo espacial propiciava uma maior interacdo entre as
provaveis emissdes de secrecOes glandulares uterinas com uma membrana endodérmica
visceral extremamente suscetivel ao direcionamento do aparato ora absorvido para o
organismo embrionario.

Por diversas ocasides existem falhas no desenvolvimento pleno do saco vitelino
parietal, degeneracdo do trofoblasto mural em contato com a decidua capsular
correspondente ou deficiéncia na estrutura trofoblastica até mesmo no momento da
implantacdo. Nestes casos culmina-se com a ruptura da onfalopleura bilaminar e
exposicdo do epitélio endodérmico visceral a luz uterina e a todo o seu contetudo. Tal
situacdo remete a condicdo de inversdo total do saco vitelino (JOLLIE, 1968; JOLLIE,
1990).

Mediante tal processo de inversdo, células endodérmicas viscerais passam a se
tornarem aptas a absorver varias substancias presentes na luz uterina, muitas delas
podendo chegar ao feto por transferéncia seletiva e difusdo simples. Como exemplo cita-

se a passagem de imunoglobulinas da mae para o feto. O epitélio vitelinico pode
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constituir também uma barreira seletiva entre 0 compartimento uterino e fetal como
forma de proporcionar a manutencéo da integridade entre os dois organismos em questéo,
fato este ja bem estabelecido em muitas pesquisas que analisam a estrutura fina dessas
células (KING, 1982).

De acordo com Anderson (1959) e Jollie (1990) a inversdo do saco vitelino se
processa quando a decidua capsular perde por¢oes de células estromais até serem diluidas
completamente. Posteriormente, degenera-se a superficie parietal do saco vitelino e as
células trofoblasticas murais. As células do endoderma visceral apresentam aspecto
colunar alto e as vilosidades dessa esplancnopleura aumentam em nimero e tamanho.

Lambson (1966) utilizou-se de ratas Sprague-Dawley gestantes visando a rota de
absorcéo, armazenamento e eliminacdo de ferritina exdgena previamente administrada
bem como objetivou caracterizar os principais aspectos morfofisioldgicos envolvidos
neste processo. Para tanto, desenvolveu andlise da estrutura fina do saco vitelino por meio
de técnicas de microscopia de luz e eletronica de transmissdo. Observou que aos
dezesseis dias de gestacdo a organizacgdo estrutural do saco vitelino estava composta de
uma monocamada de células endodérmicas parietais sustentadas por uma membrana
basal de Reichert. Apés o trofoblasto mural, podia ser evidenciada a decidua capsular, em
sequida a luz e epitélio uterino. O epitélio endodérmico visceral encontrava-se apoiado
por uma membrana basal que por sua vez era sustentado por uma fina capa fibrosa. Em
seguida uma membrana basal serosa separava as estruturas citadas das células mesoteliais
gue faceavam o celoma extraembrionario. Apos o referido periodo gestacional, ocorria a
ruptura da decidua capsular bem como da onfalopleura bilaminar, caracterizando a
inversdo total do saco vitelino. Assim, o endoderma visceral tornava-se exposto ao
contetido uterino e mostrava-se cada vez mais propicio a absorcéo da ferritina.

No tocante aos aspectos funcionais atribuiveis ao saco vitelino, cabe ressaltar que
0 mesoderma extraembrionario - subjacente ao endoderma visceral -, constitui o local de
origem dos vasos vitelinicos cuja principal caracteristica situa-se no aporte nutricional
direcionado ao embrido/feto bem como no referido mesénquima, evidencia-se o primeiro
sitio de ilhotas sanguineas dotadas de capacidade hematopoiética. Neste local, é evidente
0 desenvolvimento de eritrocitos em continuo processo maturativo, segundo o qual a

intensa producdo hemoglobinica tornam as hemaécias efetivas em promover o transporte
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de oxigénio. Nesta membrana fetal desenvolvem-se também células linfoides e da
linhagem mieléide (MOSSMAN, 1987; JOLLIE, 1968; JOLLIE, 1990).

Nesse sentido, Haar e Ackerman (1970) realizaram pesquisas de vasculogénese e
eritropoiese no endoderma visceral do saco vitelino por meio da microscopia de luz e
eletronica de transmisséo, utilizando-se para tal, de camundongos CBA obtidos entre sete
e onze dias de gestacdo. Os resultados demonstraram que durante o desenvolvimento
embrionario formava-se uma camada de mesoderma abaixo da membrana basal que
sustentava o endoderma visceral e em determinadas &reas ocorriam proliferacfes de
células mesodérmicas achatadas originando massas celulares denominadas cordfes
angioblasticos. J& a Unica camada de células do mesoderma voltada em direcdo ao celoma
extraembrionario transformava-se em células mesoteliais. Consequentemente, os cordfes
angiobléasticos encontravam-se separados do endoderma visceral por uma incompleta
membrana basal e do mesotélio, por uma membrana basal serosa. Algumas células da
periferia dos cordbes angioblasticos proliferavam e se diferenciavam em células
endoteliais produzindo a vasculariza¢do do saco vitelino. Ja as células remanescentes se
diferenciavam em primitivos eritroblastos, reticuldcitos e hemécias.

Em relacdo a origem de precursores imunociticos (linfécitos) no saco vitelino
visceral, Haar (1977) desenvolveu um estudo in vitro cultivando 14 sacos vitelinicos
provenientes de camundongos CBA/J aos nove dias de gestacdo. Para atingir tal objetivo,
cultivou as amostras em meio minimo essencial (MEM) suplementado com soro humano
a 10% por trés dias. ApoOs esta etapa, as amostras foram removidas e fixadas em
glutaraldeido a 3% acrescido de tampé&o fosfato 0,1 Molar (M) em pH 7,3. Em seguida,
utilizou-se o tetréxido de 6smio para pés-fixacdo sendo realizados cortes muito finos com
0 auxilio de um ultramicrotomo. As amostras foram contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo para posterior estudo em microscopio eletrénico. Os resultados
revelaram ceélulas endodérmicas viscerais dotadas de numerosas microvilosidades,
vesiculas de pinocitose, complexo de Golgi e mitocondrias. O epitélio visceral separava-
se do mesoderma subjacente por uma espessa membrana basal visceral. Em determinados
locais do mesoderma observaram-se espagos delimitados por endotélio formando a luz
dos vasos vitelinicos, cujos precursores de hemacias e linfocitos ja podiam ser

evidenciados. O autor desta pesquisa ainda pode concluir que linfoblastos e linfocitos
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diferenciados estavam sendo originados na placenta vitelina visceral e que a presenca
dessas células em amostras in vivo era pouco frequente, devido ao fato de que nesta
condicdo, os precursores linfociticos podiam migrar rapidamente para o figado e timo no
organismo fetal.

Muitos pesquisadores ja postularam por meio de ensaios in vitro e estudos da
estrutura fina do endoderma visceral, mediante microscopia eletrénica de transmisséo,
gue macromoléculas como carboidratos, lipidios e principalmente proteinas sao
englobadas por este epitélio em vesiculas de pinocitose, seguidas da interacdo com
organelas lisossémicas, cuja acdo das enzimas hidroliticas promoverdo a digestdo
intracelular nas respectivas unidades basicas de cada molécula que por sua vez, poderdo
ser facilmente transferidas ao embrido e este se tornar apto a nova sintese das respectivas
macromoléculas. Esta caracteristica € especialmente importante quando a circulacéo
vitelinica e a placenta corioalantoide ainda ndo estiverem estabelecidas, até mesmo
devido ao fato do endoderma embrionario ndo ser capaz de captar substancias essenciais
ao desenvolvimento do embrido e, por conseguinte, no desenvolvimento inicial, o saco
vitelino configura-se essencial neste processo (BECK et al., 1967; FREEMAN; LLOYD,
1983; LLOYD, 1990).

Baseando-se nessa premissa, a placenta vitelina visceral foi alvo de estudo
funcional de capacidade absortiva em ratos no dia 8,5 de desenvolvimento embrionario.
Utilizou-se, para tal, dois grupos amostrais em cultivo celular, sendo o primeiro
representado pelo embrido e saco vitelino separados no meio, em decorréncia de
dissecacdo prévia; e 0 segundo, constituido pelo saco gestacional em que o embrido e
endoderma visceral apresentavam relagdes anatdmicas integras. Nos dois grupos
acrescentou-se aminoacidos livres e marcados com hidrogénio radioativo tritio (leucina-
[*H] e metionina-[3H]) além destes mesmos aminoacidos radioativos ligados a proteinas
(leucina-[*H] ligada a proteina e metionina-[*H] ligada a proteina). Ap0s esta etapa,
seguiu-se de medicOes espectrais mediante calculo prévio do clearence destes compostos
em fragOes soluveis e insollveis dos folhetos embrionarios bem como no endoderma da
placenta vitelina. Os resultados revelaram que no primeiro grupo, houve incorporacéo
pelo embrido e endoderma visceral apenas dos aminoacidos marcados com tritio que se

encontravam na forma livre. No segundo grupo, emissdes intensas de radiacdo foram
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observadas, no botdo gestacional, dos aminoacidos livres e um menor percentual
incorporado foi atribuido as proteinas que continham estes mesmos aminoacidos
marcados, fato este que levou ao autor do trabalho a corroborar que o endoderma visceral
atuava de forma fundamental na absorgdo e transferéncia embrionaria dos aminoacidos
livres. No tocante as proteinas, estas eram digeridas pelo epitélio visceral e transferidas
ao organismo embrionario, onde neste ultimo ocorriam reacGes de reconstrucdo proteica
contendo os respectivos aminoacidos radioativos (BECKMAN et al., 1996).

Em experimentos realizados por Chan e Wonh (1978), demonstrou-se um
mecanismo de transporte ativo de sodio situado nas células endodérmicas viscerais em
embrides de ratos Wistar do dia 17 a 21 de gestacdo. Ensaios in vitro utilizando camaras
especialmente construidas para medidas de correntes de circuito curtas e diferenca de
potencial transepitelial, tornaram possiveis 0s rastreamentos do fluxo de sddio
bidirecional, favorecido no sentido de mée para feto. Neste estudo, afirmou-se ainda que
0 transporte ativo de sédio através do epitélio visceral contribuiu para a formagdo do
liquido amniotico. Este importante trabalho ratificou as informag6es produzidas por King
(1982) quando este sinaliza que tanto o endoderma parietal quanto o visceral podem
conferir uma barreira seletiva entre os compartimentos uterino e fetal por meio da
manutencdo de gradientes idnicos e osmaticos.

O intercambio de imunoglobulinas da classe IgG do sentido materno para o fetal
ocorre via placenta principal em primatas, fato este diferente do que se verifica em
roedores, onde, neste caso, tal transferéncia de imunidade passiva se da por meio da
placenta vitelina visceral (PENTSUK; VAN DER LAAN, 2009). Existe ainda, indicios
consistentes de que, no endoderma visceral, ocorre a sintese de colesterol que pode se
constituir na molécula base para a producdo de horménios esteroides, verificando-se
também, desenvolvimentos de membranas citoplasmaticas (WOOLLETT, 2005) além da
demonstracdo que em ratos, 0 saco vitelino visceral sintetiza proteinas séricas tais como
albumina e alfafetoproteina (NAHON et al., 1987).

De fato, as diversas caracteristicas funcionais promovidas pelo saco vitelino
conferem especial atencdo a este anexo fetal, seja com relagdo ao aspecto placentério
atribuivel ou até mesmo como fonte de celulas totipotentes hematopoiéticas cujos

empregos em terapias génicas e ensaios citogenéticos amplificam as possibilidades de
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pesquisas no tocante ao referido endoderma (JOLLIE, 1968; HAAR, 1977; KING, 1982;
NAHON et al., 1987; JOLLIE, 1990; WOOLLETT, 2005; FREYER; RENFREE, 2009;
PENTSUK; VAN DER LAAN, 2009).

Desta forma, antes das posteriores exposicOes referentes a placentagédo
corioalantoide bem como ao desenvolvimento embrionario, torna-se importante descrever
os conhecimentos ja obtidos com relacdo ao presente tépico conforme se observa nas

figuras cinco e seis a seguir:

A Disco embrionario (B) Dobras amnidticas ~ (C)

\\

A

Endoderma

Figura 5- Representacdo esquematica do desenvolvimento das camadas germinativas, as
relacBes com o embrido e formacdo de cavidades como ocorre em porcos na gestacdo inicial.
Em (A) observa-se a localizacdo do embrioblasto e inicio do surgimento do mesoderma. Em
(B) evidencia-se a bifurcagdo mesodérmica que culminard com o celoma extraembrionario
(exoceloma). Em (C) verifica-se o aparecimento de dobras amniéticas em processo de
cavitacdo. Em (D) e (E) nota-se a presenca do corion e o exoceloma, este Gltimo constituindo
uma grande cavidade. Figura modificada de Perry (1981).
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Figura 6- RelacBes espaciais anatbmicas evidenciadas no modelo gestacional do cobaio (A) e humano (B) em
gestacOes nas fases intermediarias. Em A, observa-se, em verde, o endoderma visceral do saco vitelino envolvendo
toda a estrutura do botdo gestacional numa situacdo verificada apés a inversdo do saco vitelino. Verificar ainda as
localizagOes espaciais do embrido, placenta principal (corioalantoide), alantoide e grande cavidade exocelomatica.
Em B, verificam-se as disposi¢Bes das deciduas uterinas, &mnio, corion, placenta, exoceloma e um saco vitelino
cujo tamanho é bastante reduzido. Figura modificada de Perry (1981).
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3.4.2 Placentacao corioalantoide e desenvolvimento embrionario

O surgimento da alantoide € fator preponderante para o estabelecimento da
placenta principal, segundo o qual, evidencia-se a formagdo de expansdes mesodérmicas
deslocando-se de regides posteriores do embrido, as quais sofrerdo processos de fusao
com o corion na regido especifica do cone ectoplacentario. De modo igualmente
importante, nota-se que o principal tipo celular do 6rgéo placentério consiste naquelas da
linhagem trofoblastica cujos aspectos estruturais e funcionais garantem as aproximagoes
necessarias entre as vascularizagbes maternas e fetais (COPP, 1979; CROSS, 2000;
ROSSANT; CROSS, 2001).

Essa caracteristica anteriormente citada, em humanos, relaciona-se com a invasédo
trofoblastica, a qual é acompanhada por uma reagdo decidual concomitante, gerando-se
ainda uma diferenciacdo espacial e temporal do trofoectoderma que culminara com a
origem de células progenitoras citotrofoblasticas capazes de seguirem duas vias de
diferenciacdo: a primeira produzindo trofoblasto viloso e a segunda, extraviloso. A via
trofoblastica vilosa se estabelece mediante progenitores citotrofoblasticos capazes de se
fusionarem com células do mesmo tipo, sendo tais agregados incapazes de sofrerem
citocinese, o que resulta numa massa celular multinucleada ou sinciciotrofoblasto. Este
ultimo desenvolve grande capacidade no tocante a realizacdo de trocas gasosas,
nutricionais e de eletrdlitos na interface materno fetal além de estarem envolvidos na
sintese da gonadotrofina coridénica humana (hcG) e hormdnio lactogénico placentério
(hPL), promovendo-se, portanto, a manutencdo da gestacdo. Ja no caso do destino das
células trofoblasticas extravilosas, estas podem originar duas subpopulacdes: as células
trofoblasticas extravilosas intersticiais cuja capacidade de invasdo na decidua uterina é
potencializada e as células trofoblasticas extravilosas endovasculares que encontram-se
intimamente envolvidas nos processos de remodelagem das artérias epirais maternas, fato
este que pode contribuir para a formagdo dos canais de sangue materno (KAR et al.,
2007; NAKAMURA, 2009; FU et al., 2013).

Em roedores, processos de expansdo do cone ectoplacentario fazem com que
alguns grupos celulares sofram mecanismos de endoreduplicacao originando, por sua vez,

células trofoblasticas gigantes primarias, as quais facilitam a invasdo uterina pelo
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embrido. ApOs esta etapa, novas diferenciacfes do ectoderma de Tragger possibilitam o
surgimento de camadas celulares trofoblasticas cujo aspecto espongiforme denota a
nomenclatura de espongiotrofoblasto (ou trofoespongio) além de células gigantes
secundarias que assim como as primarias, participam da manutencdo da juncdo
placentaria com a decidua. J& as células do espongiotrofoblasto, atuam em numerosas
funcbes de sintese de glicoproteinas especificas da gestacdo, secrecdes de horménios
relacionados a prolactina, estocagem de glicogénio e producdo do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF2) (YAMAMOTO et al., 1998; SCHORPP-KISTNER et al.,
1999; SCHREIBER et al., 2000; BARAK et al., 2007).

No decorrer do desenvolvimento e apds a fusdo da alantoide com o corion,
alteracdes estruturais destes anexos resultam em dobramentos do corion como forma de
se produzir uma area especifica em que 0s vasos sanguineos fetais possam se desenvolver
e encontrarem-se proximos ao sangue materno. Tal condi¢do culminard com o
surgimento de ramificacGes e bifurcacGes do trofoblasto associado aos vasos fetais de
modo a gerar uma complexa area cuja configuracdo espacial denota o aspecto de
labirinto. Assim, j& existem pesquisas moleculares que ratificam fatores sinalizadores e
indutores da formacdo do labirinto placentéario — produzidos pelo endotélio fetal -, dentre
eles podendo-se citar HGF, EGF, LIF, PDGFB e WNT-2 (SCHMIDT et al., 1995;
UEHARA et al., 1995; THREADGILL et al., 1995; SIBILIA; WARE et al., 1995;
BARAK et al., 2007). Esta importante regido de troca materno fetal possui muitas células
sinciciotrofoblasticas que envolvem os vasos fetais e invadem 0s vasos sanguineos
maternos da decidua uterina associada, destruindo a referida rede vascular materna, cuja
consequéncia disto, corrobora com a formacéo dos canais de sangue materno ou lacunas
maternas.

Para tanto, o labirinto desenvolve-se, suportado estruturalmente, pelo
espongiotrofoblasto, onde, este ultimo, consiste em camadas de celulas trofoblasticas
esponjosas nao sinciciais e situadas entre o labirinto e as células trofoblasticas gigantes
externas. Além disso, 0s vasos maternos passam por meio do espongiotrofoblasto via
grande seio arterial central no qual as células endoteliais destes vasos sofrem erosées
pelas células trofoblasticas espongiformes e sdo substituidas por estas ultimas, fato este

capaz de contribuir para que o sangue materno flua entre pequenos espacos tortuosos do
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labirinto e entre em contato direto com as vilosidades do sinciciotrofoblasto e, desta
forma, aproximac@es entre os sangues dos dois organismos envolvidos maximizem as
possibilidades de trocas gasosas e nutricionais (ROSSANT; CROSS, 2001; BARAK et
al., 2007).

Esse aspecto funcional altamente vinculado a placenta principal estabeleceu
estudos anatbmicos com o intuito de se verificar as relacdes das principais regides onde
coexistem as interacbes materno fetais (CROSS et al., 1994; BURTON et al., 2001).
Seguindo-se esta linha de raciocinio, Georgiades et al. (2002), em artigo de revisao,
desenvolveram estudos comparativos entre a placentacdo humana e em camundongo,
principalmente destacando-se os aspectos primordiais em que ambas detém similaridades.
Para tanto, os autores enfatizam, nos dois objetos de estudo, que existem trés regides
anatomicamente e fisiologicamente distintas que se tornam aparentes, quando o plano de
seccdo utilizado para o estudo é perpendicular a superficie fetal da placenta
corioalantoide. A primeira regido em questdo denomina-se labirinto em camundongo e
placenta fetal em humanos, segundo as quais existem canais de sangue materno — estes
revestidos por células trofoblasticas sinciciais — e vasos sanguineos fetais. No ambito
macroscépico, ambas sdo placentas discoidais e apresentam um corddo umbilical
constituido por veias e artérias que saem do organismo fetal e se conectam na superficie
fetal da placenta principal.

A segunda regido que faceia a borda materna da placenta principal € referida
como placa basal (ou sitio de implantagdo) e zona juncional (zona basal, trofoespongio ou
zona espongiotrofoblastica) em humanos e camundongos, respectivamente. Constituem
locais isentos de vasos fetais, porém encontram-se atravessadas por canais de sangue
materno nos quais geram-se fluxos de entrada e saida deste sangue para o labirinto
(BROSENS et al., 1967; BULMER et al., 1988; GEORGIADES et al., 2002). E
importante destacar que apos o revestimento desta segunda regido tem-se uma camada de
células trofoblasticas gigantes secundéarias, ndo se encontrando uma zona analoga em
humanos (MUNTENER; HSU, 1977; CROSS, 2000).

Ja a terceira regido refere-se aos tecidos uterinos que estdo em contato direto com
as células trofoblasticas gigantes em camundongos e na placa basal em humanos. Tais

tecidos maternos sdo conhecidos como decidua basal, sendo, em humanos, constituida
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por células deciduais e camadas miometriais subjacentes (base ou suporte placentario),
fato este que ndo ocorre em camundongos, pois a invasao trofoblastica nestes Gltimos nédo
chega a atingir camadas musculares (BROSENS et al., 1967; GEORGIADES et al.,
2002).

Desse modo, para a adequada compreensdo das relagcdes anatbmicas supracitadas,
no tocante as regides especificas da placenta corioalantoidiana, cujo intuito visa a
posterior correlagdo com os resultados obtidos em fémeas de preas, torna-se importante a
apresentacdo das figuras sete e oito.

Decidua materna

Espongiotrofoblasto

Célula trofoblastica gigante

Cordao umbilical
Labirinto

Figura 7- Representagéo da placenta corioalantoide em camundongos no dia
12.5 de desenvolvimento embrionario. Notar o formato discoidal desta
placenta e as regides em que se desenvolvem o espongiotrofoblasto, células
trofoblasticas gigantes e labirinto. Figura modificada de Rossant e Cross
(2001).
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Figura 8- Esquema representativo das interagdes materno fetais nas regides do labirinto
e vilosidades coridnicas em camundongos e humanos respectivamente. Verificar os
tipos celulares envolvidos em cada regido citada, sendo a cor azul representativa das
células derivadas do trofoblasto e a cor laranja, indicando tecidos derivados do
mesoderma (vasos sanguineos e estroma). Em camundongo, notar a grande
proximidade em que as lacunas maternas encontram-se dos vasos sanguineos fetais, ao
passo que, em humanos, a estrutura trofoblastica e meséquima subjacente encontram-se
imersos em sangue materno. Figura modificada de Rossant e Cross (2001).

Em roedores a placentacdo € dita hemocorial, pois a barreira que separa o sangue
fetal do materno consiste em endotélio capilar fetal, membrana basal e uma ou mais
camadas de trofoblasto. Disso resulta, classificagdes quanto as camadas trofoblasticas
envolvidas como € o caso do cobaio, que possui uma Gnica camada de sinciciotrofoblasto
(hemonocorial), fato este divergente das trés camadas de sinciciotrofoblasto que se
verificam em ratos e camundongos (hemotricorial) (MOSSMAN, 1987; ENDERS, 1965;
ENDERS et al., 1998).
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Nesse contexto, as variacfes morfoldgicas das areas interhematicas tornaram-se
alvo de importante revisao literaria promovida por Enders et al. (1998), onde no caso da
condigdo hemocorial, os autores enfatizam que o trofoblasto encontra-se em contato
direto com o sangue materno. Ressaltam ainda que, em se tratando das placentas
hemotricoriais — como evidenciado no roedor Lemmus sp —, geralmente se verifica
descontinuidade da camada sinciciotrofoblastica mais externa (T1), sendo que esta
encontra-se em contato direto com o canal de sangue materno e pode associar-se com
células trofoblasticas gigantes por meio de juncBes do tipo GAP. A camada sincicial
intermediéria (T2) possui muitos receptores de superficie, vesiculas endociticas e
numerosos desmossomos, estes ultimos responsaveis pela manutencdo da disposicéo
trilaminar de sinciciotrofoblasto. Finalmente a camada mais interna (T3) resulta naquela
gque mantém contato com o vaso sanguineo fetal e configura-se, portanto, uma barreira
seletiva para macromoléculas (KING; HASTINGS, 1977; SOARES et al., 1996).

Enders et al. (1999) demonstraram as referidas regides de interacdo materno fetal
do labirinto placentario em camundongos, ratos e no porquinho da India por meio da
microscopia de luz. Nos dois primeiros, verificaram que as camadas T3 e T2 eram
constituidas por sinciciotrofoblasto e encontravam-se proximas dos vasos fetais enquanto
a T1 fora representada por células do citotrofoblasto que, ao longo da gestacéo, evoluiam
para células trofoblasticas gigantes, cuja camada descontinua conferia uma barreira
funcional para o sangue materno. J4 com relagdo ao porquinho da India, os autores
puderam caracterizar a placenta principal como sendo dotada de l6bulos os quais
continham o labirinto e neste Gltimo, uma Unica camada sinciciotrofoblastica estava
imersa em sangue materno, ou seja, separava 0s vasos fetais das lacunas maternas
caracterizando uma placentagdo hemomonocorial.

Estudos de placentagdo ainda mais especificos foram desenvolvidos por Oliveira
et al. (2008) utilizando-se de preas fémeas como unidade experimental mediante analises
macroscopicas, técnicas de microscopia de luz e eletrénica de varredura e transmissao.
Nesta pesquisa, 0s autores estabeleceram, na analise macroscépica, a presenca de uma
placenta corioalantoide situada no lado antimesometrial do Utero. Na fase inicial da
gestacdo, a placenta consistiu em espongiotrofoblasto destituido de vasos sanguineos e

posteriormente, observou-se uma estrutura discoidal com bordas deciduais definidas
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apresentando espongiotrofoblasto, labirinto e subplacenta. Na gestacdo avancada a
placenta se mostrou altamente lobulada, vilosa com o labirinto sendo a area mais
proeminente das trocas maternofetais. Nesse momento, 0 espongiotrofoblasto e a
subplacenta estavam reduzidos de tamanho. Padrdes de crescimento celular revelaram
inicialmente camadas de citotrofoblasto com nitidos contornos celulares apoiados no
mesénquima fetal. A essas células, seguiu-se o sinciciotrofoblasto direcionado para os
canais de sangue materno. No inicio da gestagdo, observou-se confluéncia entre a
subplacenta e a placenta corioalantoide, caracteristica modificada com o subsequente
desenvolvimento embrionério no qual a subplacenta constituia um distinto 6rgéo, porém
reduzida bastante em extensdo concomitante ao final da gestacao.

As caracteristicas da subplacenta corroboram que seja uma zona especializada de
corion entre o disco placentario e a decidua basal, ou seja, sua origem remota ao
ectoderma extraembrionario. Mediante tal localizacdo, esta estrutura ocupa o assoalho da
escavacao central que por sua vez, constitui uma regido de aglomerados teciduais de
meséquima (mesoderma extraembrionario) situados aproximadamente no centro da
placenta. O desenvolvimento da subplacenta torna-se possivel devido a dobramentos
lamelares de citotrofoblastos na escavacdo central que posteriormente geram processos
proliferativos e expansivos de sinciciotrofoblastos para as laterais da escavacdo bem
como para a superficie decidual. Além disso, postula-se que a subplacenta apresente
fungdes de liberagdo de substancias gonadotroficas, seja uma fonte de material sincicial
trofobléstico para uma invasdo uterina eficaz bem como represente um importante local
para absorcdo de proteinas (MOSSMAN, 1937; DAVIES et al., 1961; CARTER et al.,
2006).

Dessa forma, pela referida importéncia supracitada da subplacenta, Davies et al.
(1961) acompanharam o desenvolvimento desta estrutura, do dia 15 até os 45 dias de
gestacdo em cobaios, utilizando-se para tal, de técnicas de histologia convencional além
da coloracdo com o acido periodico de Shiff (PAS). Inicialmente, os autores do trabalho
verificaram que entre a subplacenta e placenta principal encontra-se um plano tecidual de
meséquima capaz de produzir vasos sanguineos fetais para a regido de citotrofoblasto
lamelar da subplacenta, ndo sendo encontradas lacunas maternas nesses locais. A placenta

corioalantoide apresentou-se constituida por dois tipos de sinciciotrofoblastos, sendo que
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um deles possuia muitas irregularidades (sincicio grosseiro) e encontravam-se apenas
lacunas maternas e outro tipo, mais organizado (sincicio fino), continha canais de sangue
materno e vasos fetais. No décimo quinto dia de gestagdo, observaram-se, na subplacenta,
camadas citotrofoblasticas, altamente basofilicas e contendo numerosas figuras de mitose,
revestindo a escavacdo central em forma de V. Externamente ao citotrofoblasto,
evidenciou-se espessa camada de sinciciotrofoblasto repleto de vacuolizacdo
citoplasmatica e numerosas granulacdes ricas em glicogénio conforme foi detectado pela
reacdo ao PAS. No vigésimo quinto dia gestacional até o quadragésimo quinto foram
observados crescimento progressivo e aumento da espessura da subplacenta, a qual
demonstrou ainda predominio de sinciciotrofoblasto contendo abundancia glicogénica,
porém resultando negativo para lipideos e atividade da fosfatase alcalina por meio das
coloragbes do Sudan Black e aquela que evidencia a atividade da referida enzima
mediante uso do substrato glicerolfosfato, respectivamente. Além disso, os autores desta
pesquisa ainda demonstraram importantes relacdes anatdbmicas conforme se observa na

figura a seguir:
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Figura 9- Diagrama de uma sec¢do do saco gestacional no cobaio aos
35 dias de gestagdo. Observar as localizag6es da subplacenta (SUB),
celoma extraembrionario (CEE), amnio (A), cavidade decidual (CD),
sincicios grosseiros (SG) e finos (SF), decidua basal (DB), zona
intermediaria (ZI), endoderma parietal (EP) e visceral (EV) do saco
vitelino, decidua capsular (DC), luz do atero (LU) e decidua parietal
(DP). Figura modificada de Davies et al. (1961).

A organizacdo histologica da placenta principal do Myocastor coypus foi descrita
por Hillemann e Gaynor (1961) por meio da microscopia de luz, analise macroscopica e
ensaios imunohistoquimicos. Nesta pesquisa, foi verificado que a area do disco
placentario que se irradia no local da insercdo do corddo umbilical encontra-se recoberta
por &mnio, sendo o referido corddo composto por uma veia e uma artéria vitelinicas alem

de uma veia e uma artéria alantoidianas. A placenta corioalantoide apresentou-se
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discoidal, extremamente lobulada e com uma extensa area representada pelo labirinto.
Este situava-se nas regides lobulares as quais separavam-se umas das outras por estreitas
regides de interlébulo. Seguindo-se de uma andlise mais apurada, os autores desse artigo
classificaram cada l6bulo placentario como sendo organizado em trés regides ou zonas:
uma mais externa constituida por espongiotrofoblasto, uma zona intermediaria -
representada pelo labirinto - e uma central. Esta Gltima era composta por extensa e
ramificada rede integrada de artérias tributarias maternas e veias fetais. A zona labirintica
possuia numerosos e delgados canais vasculares que se estenderiam paras as demais
zonas. Apresentavam ainda formagdes sinciciotrofoblasticas arranjadas de forma bastante
complexa demonstrando aspecto de tubos trofoblastos tortuosos integrados com extensa
rede vascular. Finalmente a zona externa espongiotrofoblastica era composta de
ectoderma coridnico sincicial residual por onde passavam ramos dos vasos arteriais
umbilicais, cuja reducdo a capilares migrariam para a regido do labirinto. O sangue
materno era coletado na regido espongiotrofoblastica e devolvido para as veias maternas.

Essas pesquisas citadas ratificam a importancia de se conhecer como se organizam
e interagem as membranas fetais, seus aspectos funcionais e pequenas diferencas
anatdmicas que possam ocorrer em animais da ordem Rodentia. Tais caracteristicas sao
reforcadas por Mess (2003) que faz questdo de enfatizar as transformacdes evolucionarias
da placenta corioalantoide revelando relacGes intra e supraordinarias de varios roedores.
Por esse motivo, muitas espécies aproximam-se, em similaridade, ao modelo gestacional
humano enquanto outras, afastam-se. Como exemplo, pode-se reiterar que a placenta
principal de roedores, na grande maioria das espécies, ¢ hemocorial, no entanto condi¢fes
endoteliocoriais podem ser vistas em pequeno nimero de espécies da ordem em questao.
Nesta Gltima condigdo, ocorre a persisténcia do endotélio das artérias maternas na regido
invadida pelas células sinciciais trofoblasticas. Em placentas hemocoriais, a regido em
que se verifica vasos sanguineos do embrido e lacunas maternas € chamada zona intima
ou labirinto, contrastando com aquelas areas isentas de vasos embrionarios que por sua
vez é denominada ectoplacenta, espongiotrofoblasto, trofoblasto basal ou pré-placental.

A placenta corioalantoide do Petromus typicus torna-se levemente lobulada a
partir de estagios intermediarios da gestacdo, cujo labirinto possui constante crescimento,

desenvolvimento e é envolvido pela ectoplacenta. O fluxo sanguineo materno é radial
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dirigindo-se do labirinto para a ectoplacenta, onde esta ultima é confluente com veias
maternas na superficie externa da placenta. Em estagios avancados da gestacdo, os canais
de sangue materno da zona intima atingem 50 micrdmetros de didmetro e dois milimetros
de comprimento. Adjacentes a estes canais, vasos capilares fetais caracterizam-se pela
presenca de endotélio e membrana basal associada. Os dois sistemas sanguineos separam-
se por fina camada de sinciciotrofoblasto (condicdo hemomonocorial) e estas células
possuem numerosas microvilosidades direcionadas para 0 sangue materno. J& para o
Octodon degus, verifica-se, na gestacdo inicial, uma regido labirintica situada no centro
da placenta, sendo aquela parcialmente envolvida pela ectoplacenta. Nesta importante
zona intima, capilares fetais interconectados mostram-se extremamente proximos das
lacunas maternas, as quais demostram muitos processos de anastomose. Foram
observados ainda condicdo hemomonocorial, presenga de vasos maternos orientados para
a superficie externa do 6rgdo placentario e que o endotélio dos capilares fetais ndo eram
fenestrados. Com relagéo a subplacenta, esta sofria um mecanismo de involucdo que fora
detectado pelo seu desaparecimento ao final da gestacdo em Petromus typicus, divergindo
do que ocorrera no Octodon degus em que esta estrutura mantinha o aspecto de distinto
6rgdo ao longo de toda a gestagdo (MESS, 2001; MESS, 2003).

King e Mossman (1974) desenvolveram estudos de placentacdo em duas especies
de roedores: Jaculus jaculus e Zapus hudsonius. Para tanto, fizeram-se valer de técnicas
de microscopia de luz e eletronica de varredura utilizando-se sacos gestacionais em
periodo equivalente & metade da gestacdo. De posse dos resultados, os autores puderam
destacar que nas referidas espécies o disco embrionario apresentou disposicao
mesometrial, a amniogénese foi estabelecida pela formacdo de dobramentos que
resultaram na formacdo de uma cavidade peculiar denominada epaminiotica e a inversao
do saco vitelino, fendmeno este caracterizado pela degeneragéo da onfalopleura bilaminar
e a consequente aproximacéao do endoderma visceral em relagdo aos tecidos uterinos, foi
verificada tardiamente, pois ocorreu no inicio da fase fetal. Interessantemente, o fato que
mais chamou a atencéo foi o processo de formagao da placenta corioalantoide, segundo o
qual iniciou-se pelo desenvolvimento de células citotrofoblasticas seguidas pela formacéo
do sincicio equivalente. No entanto, estas camadas rapidamente involuiam, deixando de

estarem presentes na gestacdo intermediaria. Neste caso, células gigantes trofoblasticas
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migravam para 0 mesoderma alantoidiano para formar canais de sangue materno no
labirinto placentario. Em Jaculus jaculus as complexas vilosidades do saco vitelino
associadas aos canais arteriais que se desenvolviam faziam com que o0 sangue materno
fosse direcionado para a regido do labirinto. Em Zapus hudsonius a interacdo
maternofetal foi classificada como hemomonocorial, onde a Unica camada que separava
0s sangues dos dois organismos estava representada por células trofoblasticas gigantes.

Assim, conforme se pode evidenciar, o 6rgdo placentéario possibilita 0 sucesso
gestacional por estabelecer condigdes de manutencdo, protegéo e crescimento do feto. As
transferéncias nutricionais e trocas de gases respiratérios, de residuos metabdlicos e ions
bem como o estimulo ao desenvolvimento de imunidade humoral, que se estabelece no
organismo em desenvolvimento, ratificam a extrema importdncia da placenta
corioalantoide (MOSSMAN, 1987; BARAK et al., 2007; ENDERS, 2009; DAMIANO,
2010). H& ainda a protecdo fetal frente ao sistema imune materno por mecanismos de
tolerancia imunoldgica que envolvem auséncia na expressdo de moléculas do complexo
de Histocompatibilidade Principal de Classe Il (MHC Il) por parte das células
trofoblésticas as quais se limitam a sintetizarem moléculas incomuns do MHC Classe |,
acarretando na expressao de moléculas do Antigeno Leucocitario Humano (HLA) ndo
tipico (CROSS et al.,1994). Como resultado, ja foi verificado que células do
citotrofoblasto humano expressavam em sua membrana citoplasmatica o Antigeno
Leucocitario Humano tipo G (HLA-G) que por sua vez, protegia esta célula contra a a¢do
daquelas denominadas “Natural Killer” (NK) produzidas pelo estroma endometrial
(BURT et al., 1991). Associado a isto, citocinas produzidas pelo Utero sdo capazes de
favorecer o desenvolvimento trofobléstico, como é o caso do Fator Estimulador de
Colbnia 1 (CSF-1) (PAMPFER et al., 1991).

A transferéncia de nutrientes e oxigénio da mée para o feto, além da eliminacédo de
catabolitos fetais no sentido inverso sdo possiveis gracas ao desenvolvimento e expansao
das numerosas vilosidades do sinciciotrofoblasto principalmente nas areas do labirinto. O
feto, por sua vez, necessita obter agua e outras substancias hidrofilicas para estabelecer 0s
seus mecanismos funcionais fisiolégicos bem como manter a integridade homeostéatica
(DAMIANO, 2010). Para tanto, moléculas proteicas denominadas aquaporinas (AQP)

formam canais hidrofilicos transmembranicos nas células cito e sinciciotrofoblasticas de
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modo a favorecer esse processo (EDWARDS et al., 1993; STULC et al., 1997). Assim, as
aquaporinas 0, 1, 2, 4, 5, 6 e 8 por terem permeabilidade seletiva a agua sdo denominadas
de “classicas”, porém as AQP 6 e AQP 8 apresentam também permeabilidade a anions e
ureia respectivamente (AGRE et al., 1998; YASUI et al., 1999; CARBREY; AGRE,
2009). Os tipos classificaveis como “aquaglicerolporinas” constituem as AQP 3, 7,9 e
10, as quais mostram importante permeabilidade a agua, ureia e glicerol, sendo o tipo 9
também envolvido na captagdo de solucGes neutras tais como monocarboxilatos, purinas
e pirimidinas (ISHIBASHI et al., 1998; TSUKAGUCHI et al., 1998).

Esse equilibrio configura-se vital para que haja uma associacdo adequada entre 0s
dois organismos ao longo da gestacéo, cuja versatilidade placentaria ainda se encontra na
dependéncia de genes especificos e proteinas relaciondveis. Neste sentido, qualquer
disfuncéo no referido mecanismo da interagdo materno fetal bem como na estrutura da
placenta poderd4 ocasionar disturbios como abortos espontdneos, restricdes do
crescimento fetal e pré-eclampsia (ORNOY et al., 1981; ZHOU et al., 1993; KREBS et
al., 1996). Diante disto, sabe-se que genes como PPARyY e PPARJ sdo fundamentais para
o desenvolvimento da placenta e tais segmentos de acido nucléico encontram-se ligados a
importantes fatores transcricionais, onde devido a essa associagdo, regides ligantes de
outros genes alvo sdo ativadas gerando por sua vez, estimulos de numerosos fatores de
transcricdo auxiliares como numa classica reacdo em cadeia. Tudo isto culminara com a
efetividade da invasdo trofoblastica, fusdo entre o corion e alantoide bem como o
estabelecimento funcional da placenta principal (BARAK et al., 2007).

Os referidos eventos supracitados favorecem o desenvolvimento embrionério,
onde, em decorréncia da formacdo da linha primitiva, o disco embrionario bilaminar
passa a apresentar uma disposicdo trilaminar. Isso ocorre porque células epiblasticas da
linha primitiva ddo origem a células mesenquimatosas que irdo constituir o mesoderma
intra-embrionario, o qual se expandira até a consequente unido com o mesoderma extra-
embrionario que recobre o corion, amnio e saco vitelino (MOORE; PERSAUD, 2004).
Este endoderma visceral, quando situado em posicéao distal a placenta principal, pode ser
referendado como saco vitelino anterior, cuja expansdo assimétrica em direcdo aos
tecidos uterinos define o lado anterior do embrido. Tal cinética morfofisioldgica resulta

da producdo de genes pelo saco vitelino, como aqueles relacionaveis a superfamilia do
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TGFB bem como de genes Cer-I, Lefty 1 e Dkk 1. Estes trés altimos produzem efeitos
inibitérios em outros genes produzidos na linha primitiva (Nodal e Wnt 3) (LU et al.,
2001), de modo que, o efeito global gerado sera justamente o desenvolvimento da linha
primitiva restrita ao plano mediano do disco embrionério e que a adi¢do de células
epiblasticas, nessa linha, de modo a espessa-la, ocorrerd na extremidade caudal
embrionaria (KIMURA et al., 2000; PEREA-GOMEZ et al., 2001; PEREA-GOMEZ et
al., 2004).

Em relacdo a esse processo, células mesenquimais oriundas do nd primitivo
(espessamento de células epiblasticas na extremidade cefalica da linha primitiva) migram
no sentido cefalico e formam o processo notocordal, cujo continuo desenvolvimento
alcanca uma pequena area de células endodérmicas colunares que, por sua vez, é
reconhecida como placa precordal. Assim, na regido especifica em que tais estruturas se
formam, as respectivas camadas germinativas (ectoderma e endoderma) sofrem fuséo, o
que resulta no estabelecimento da membrana bucofaringea, ou seja, futuro local da
cavidade oral. Além disso, células mesenquimais da linha primitiva migram — no sentido
cefalico — lateralmente ao processo notocordal bem como envolvem a placa precordal,
sendo esta Ultima estrutura (acrescida do referido mesoderma) responsével pelo
surgimento da area cardiogénica, fato este que culmina com o estabelecimento dos
primordios do coragdo. A membrana cloacal (futuro anus) que se desenvolve
caudalmente em relacéo a linha primitiva, constitui uma estrutura circular e bilaminar,
pois possui ectoderma e endoderma fundidos de modo a ndo favorecer a interposicéo
mesodérmica entre eles (COOK, 1988).

Por outro lado, o processo notocordal (formado por células mesenquimais)
desenvolve uma luz (canal notocordal) e prolonga-se na direcdo da placa precordal, sendo
este mecanismo dotado de continuas transformacdes em que se formam aberturas no
assoalho do canal notocordal e, posteriormente, tais espacos abertos sofrem coalescéncia
para a origem da placa notocordal que a principio se configura numa lamina celular
achatada contendo um sulco inicial. Disso resulta o consequente processo de dobramento
da referida placa, cuja consequéncia serd a formacdo de uma estrutura mesodérmica

tubular ou bastoneteforme reconhecida como notocorda, esta Ultima envolvida como
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estrutura base para a formacao dos 0ssos do cranio e da coluna vertebral (esqueleto axial)
(ROBB; TAM, 2004).

Uma vez formada, a notocorda possui notéria capacidade de induzir
diferenciacOes celulares na camada ectodérmica acima dela e por este processo, comeca a
ser formada células epiteliais bastante especializadas que proliferam formando uma placa
alongada, reconhecida como placa neural (de natureza neuroectodérmica). Desta forma,
na medida em que a notocorda se alonga, as células ectodérmicas da placa neural
acompanham o crescimento daquela estrutura, porém se estabelecendo como uma placa
achatada a qual se estende até a membrana orofaringea. Subsequentemente, ocorrem
invaginacdes celulares de modo a favorecer o surgimento do sulco neural que se
estabelece no plano mediano ao longo de todo o desenvolvimento longitudinal da referida
placa. Neste mecanismo, fatalmente se geram pregas neurais justamente nas regides mais
elevadas, as quais se tornam mais desenvolvidas na extremidade cefalica do embrido.
Posteriormente, eventos complexos envolvendo transducdo de sinais moleculares fazem
com que essas pregas neurais se fusionem, gerando-se uma formacéo tubular, ao mesmo
tempo em que estas se separam de uma longa camada ectodérmica - que passa a ser um
epitélio de superficie - e ainda ocorrem migracGes neuroectodérmicas da estrutura tubular
recém-formada as quais geram aglomerados celulares que se tornam compactados e
passam a ocupar um espaco entre o ectoderma de superficie e o referido tubo. Tais
eventos relacionam-se as origens do tubo neural, epiderme e crista neural,
respectivamente (BEDDINGTON; ROBERTSON, 1998; WURST; BALLY-CUIF,
2001).

Os variados mecanismos que corroboram de maneira integrada com a gastrulacéo,
neurulacéo e embriogénese resultam em interagdes indutivas onde determinado tecido ou
camada germinativa conduz a uma modificagdo no curso do desenvolvimento de outra ou
ambas sdo afetadas de modo que um tipo celular especifico prolifera e torna-se
comprometido na diferenciacdo de um tecido, 6rgdo ou sistema. Seguindo-se esta linha
de raciocinio, experimentos realizados em anfibios retrataram um importante local na
regido dorsal do embrido, denominado blastoporo, o qual possuia atividades indutivas no
ectoderma. Se este local indutor fosse retirado de um animal e enxertado na posicao

ventral de outro embrido, verificar-se-ia o0 estabelecimento de um eixo secundario
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contendo tubo neural - que posteriormente formaria o sistema nervoso central -, sistema
nervoso periférico e algumas estruturas envolvidas na formacgédo do nariz, olho e varios
tecidos glandulares (SASAI; DE ROBERTIS, 1997). Além disso, verificou-se, em
humanos, que a formacdo da vesicula dptica é essencial para que ocorra a diferenciacéo
ectodérmica de uma pequena porcdo da regido anterior embrionaria e, desta forma, o
cristalino diferencia-se (MOORE; PERSAUD, 2004).

Concomitantemente e em ambito molecular, verificam-se que substancias
sinalizadoras da classe do TGF-B, em especial o BMP-4, possui forte influéncia sobre o
mesoderma que, por sua vez, se subdivide em paraxial, cujo crescimento possui aspecto
de coluna longitudinal e em seguida, diferencia-se em corpos cuboidais ou somitos;
mesoderma intermedidrio e mesoderma lateral, sendo este ultimo o responsavel por
recobrir o saco vitelino e amnio (SAWADA et al., 2001).

A formagdo dos somitos assim como ocorre com relagdo as outras estruturas
anteriormente citadas, ocorrem em periodos especificos do desenvolvimento embrionario
e dependem da liberacdo de moléculas sinalizadoras pelas células indutivas, pela
interacdo entre os componentes da matriz extracelular e/ou pelo contato direto entre as
células envolvidas no processo de diferenciacdo de modo que tais interagcdes estdo
limitadas no tempo e no espago. Assim sendo, relata-se, em camundongos, que a partir do
oitavo dia de desenvolvimento embrionério, células pluripotentes epiblasticas da linha
primitiva transformam-se em células mesodérmicas pré-somiticas pelo estimulo do fator
de transcricdo Hes 7 que por sua vez, encontra-se sob o controle do FGF que é sintetizado
na regido posterior do embrido (NIWA et al., 2007; SAGA, 2012). Estes estimulos
desencadeiam-se em forma de gatilho e propagam-se como se fossem ondas ativadoras
seguidas de processos inibitorios minimos ao final de cada frequéncia estimuladora, cujas
caracteristicas ciclicas parecem estar sob o controle da Fgf8 (PERANTONI et al., 2005).
Interessantemente, o efeito global encontra-se relacionado a manutencdo das células
mesodérmicas em um estado quiescente de células mesenquimais imaturas, as quais
podem sofrer transicdo para um estado epitelial rigido, em formato de blocos cuboides, os
quais passam a formar estruturas pares em ambos os lados do tubo neural na dependéncia
do estimulo concomitante do Notch com o respectivo receptor (DALE et al., 2003;

DUBRULLE et al., 2001). Tal desenvolvimento segue-se na direcdo céfalocaudal sob o
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controle da Mesp 2 (MORIMOTO et al., 2005) e irdo promover a formacao dos 0ssos do
cranio, coluna vertebral, costelas, esterno e musculos associados (MOORE; PERSAUD,
2004).

Como se pode observar, muitos eventos na cinética embrionéria sdo encadeados
mediante a morfogénese que se mostra mais proeminente quando se iniciam 0s
dobramentos embrionarios nos planos mediano e horizontal (COOKE, 1999). Assim, tal
morfocinética ventral produz as pregas cefalica e caudal, sendo que na primeira,
evidencia-se um encéfalo em desenvolvimento, a membrana bucofaringea, um coragéo
primitivo deslocando-se para o celoma pericérdico (situado em posicdo ventral) e uma
aposicdo de pequena parte do endoderma do saco vitelino que formara o intestino
anterior, este ultimo, separando-se do estomodeu (primordio da boca) pela membrana
bucofaringea. No tocante a prega caudal, o seu desenvolvimento resulta do crescimento
da porcdo mais distal do tubo neural (futura medula espinhal), podendo-se visualizar
ainda a eminéncia caudal, a cloaca - que servira de molde para a formacgéo do reto- e o
estabelecimento do intestino posterior, oriundo de absor¢cdes do endoderma vitelinico.
Apos tais formacges, podem ser caracterizadas as extremidades do tubo neural, que s&o
estruturas abertas inicialmente e reconhecidas como neuroporos; 0s quatro pares de arcos
faringeos, sendo o primeiro deles relacionado a formacdo do maxilar; os brotos dos
membros superiores e em seguida, dos posteriores, as fossetas Opticas (futura orelha
interna) e os placoides do cristalino (KAUFMAN, 1992).

Assim, buscou-se trazer a tona, todas essas informagdes concernentes ao
desenvolvimento embrionario como forma de fornecer subsidios para o entendimento da
embriogénese no préa, acarretando, certamente, em meios fidedignos para a posterior
apresentacdo dos resultados na espécie em questdio bem como no tocante ao
acompanhamento da fase fetal e demonstracdo de dados morfométricos.

3.5 Proteoglicanos e glicosaminoglicanos sulfatados em animais
Desta forma, os diversos mecanismos supracitados dependem de sinais intra e

intercelulares bem como pela integracdo da transmissdo informacional com os

componentes da MEC. Disso resulta, em destaque, a participacdo de macromoléculas
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como os proteoglicanos e glicosaminoglicanos, os quais localizam-se, preferencialmente,
no espaco extracelular de muitos 6rgaos e tecidos, segundo os quais ha o desempenho de
numerosas fungbes (COUCHMAN; PATAKI, 2012). No entanto, ainda ndo é
inteiramente determinado se todas as matrizes extracelulares apresentam riqueza, em
termos de concentracdo, de moléculas glicoproteicas desta natureza bem como inexistem
informacdes sobre a existéncia de um padrdo pré-estabelecido ou intensamente variavel
no tocante a distribuicio de GAGs (ASPBERG, 2012). Além disso, estudos ja
contribuiram para a deteccdo de tais componentes em membranas de organelas
intracelulares, envolvidas em processos secretérios, como € o caso dos verificaveis em
mastocitos, células endodérmicas e endoteliais. Similarmente, foram reportadas a
presenca de GAGs no nudcleo de muitos tipos epiteliais e mesenquimais, cujos aspectos
funcionais ainda permanecem desconhecidos (RONNBERG et al., 2012).

Essas lacunas existentes motivaram a quantificacdo desses polissacarideos
sulfatados e consequente tentativas de inferéncia funcional em 6rgdos reprodutivos de
preas durante duas fases especificas do ciclo estral e, especialmente, no transcorrer
gestacional, o qual pode vir a estimular uma maior atencdo sobre as referidas
macromeculas como possiveis marcadores da gestacao, de desenvolvimento especifico de
uma determinada membrana fetal, cinética embrionéria, inversdo do saco vitelino em
roedores e até mesmo como indicadores futuros de algumas doencas.

Os proteoglicanos constituem componentes heterogéneos, cujas distribuigdes
pericelulares e em matrizes extracelulares, ratificam a sua versatilidade, mediante
diversidade protéica e mudltiplas possibilidades de interacfes covalentes com o0s
glicosaminoglicanos sulfatados (HARDINGHAM; FOSANG, 1992).

Tais ligacGes configuram-se aptas a ocorrer pela presenca de dominios protéicos,
oriundos de éxons separados que se fundem especificamente, 0s quais contribuem para a
formacdo de regiGes especificas, no cerne protéico, capazes de possibilitarem a
ancoragem de unidades repetivivas de residuos sacaridicos (RUOSLAHTI, 1988).

Além disso, sabe-se que a parte protéica do PG varia em tamanho podendo
constituir uma molécula pequena com peso de 11.000 daltons até estruturas complexas de
220.000 daltons (BOURDON et al., 1985; DOEGE et al., 1987). Tais por¢6es podem se

ligar a um ou mais de 100 GAGs, os quais compartilham elétrons em ligacdo-O ou -N,
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sendo o primeiro caso, caracteristico quando a cadeia de agUcar liga-se a hidroxila da
serina ou treonina do segmento protético enquanto, na outra condi¢cdo, as subunidades
polissacaridicas estdo ligadas ao grupamento amino do &cido aspartico conforme se
verifica na figura 10.

(s Jo (0D (e) @) @D @ @ @ 6 O

I— GlcNac @ - x - - - - - = - -

—O— GalNac
I——@_ GlcNac ou.

B /MOHD— GleNac - Y Y }
—N— GlcNac - GleNac .(Man
l—-<% a_r_D- GleNae - - - - _

Figura 10- Representacdo esquematica dos tipos de ligacBes que os glicosaminoglicanos
realizam para agregarem-se a estrutura protéica do proteoglicano. Nesta figura, a proteina em
questdo encontra-se verticalmente representada e contém trés regides importantes, nas quais
aminoéacidos especificos interagem com 0s GAGs, respectivamente, de cima para baixo: serina,
treonina (onde a ligacdo covalente com o GAG ocorre na hidroxila da por¢do terminal destes
aminoacidos) e acido aspartico (este liga-se covalentemente ao respectivo GAG mediante
ligacdo covalente do nitrogénio do grupamento aminoterminal). SER: serina; TRE: treonina;
ASP: acido aspartico; Xil: xilose; Gal: galactose; GIcA: acido glicurénico; GalNac: N-acetil
galactosamina; GLcNac: N-acetil glicosamina; AS: &cido siadlico; Man: manose;

hexosamina; .: acido urdnico; . D-galactose. Figura modificada de Hardingham e
Fosang (1992).

E interessante notar que os proteoglicanos presentes na matriz extracelular, apesar
das diferentes funcBes atribuiveis, encontram-se aptos a criarem compartimentos

especificos de permeabilidade & agua, cuja caracteristica hidrofilica daqueles geram
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desequilibrios osmoticos em muitas regides bem como um influxo direcionado de ions,
capazes de interferirem na atividade de células circunvizinhas, e ainda gerarem um efeito
resultante de manutencéo da hidratacdo da MEC (HARDINGHAM; BAYLISS, 1990).
No tocante aos aspectos estruturais, alguns PGs possuem uma reduzida parte
protéica e varias ramificacbes de GAGs que se ligam ao referido segmento, como é o
caso do serglicim (PG19), sendo a sua funcdo global, atribuivel aos polissacarideos
sulfatados que irradiam da proteina em questdo. Outras moléculas maiores apresentam
dominios proteicos tanto para a ligacdo com GAGs quanto para ancora-las na superficie
celular como componentes transmembranicos (exemplo: proteoglicanos de heparam
sulfato) e ainda, existem dominios capazes de intensa adesdo aos componentes da MEC
tais como o colageno e fibronectina, podendo-se citar os proteoglicanos encontrados em
fibroblastos, o decorim (PG40 ou PG Il) e aqueles proteoglicanos de acido hialurdnico
encontrado em cartilagens (RUOSLAHTI, 1988). A figura 11 retrata os tipos de PGs

anteriormente citados.
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Figura 11- Exemplificacdo de proteoglicanos tipicos. Em A: serglicin, o qual
possui reduzida cadeia protéica ligada a 14 moléculas de condroitim sulfato.
Em B: evidencia-se um filamento protéico contendo regido de ligacdo a
glicosaminoglicanos e outra ricamente constituida pelo aminoécido leucina,
este Gltimo envolvido na ligagdo com o coldgeno e fibronectina. Em C:
destaca-se um proteoglicano de heparam sulfato com dominios extra e
intracelulares. Em D: verifica-se a presenca de um longo proteoglicano
encontrado em cartilagens e dotado de dominios de ligagdo ao acido
hialurdénico (regido superior da figura), regido de ligacdo a cadeias de
queratam sulfato, numerosas cadeias aderidas de condroitim sulfato e uma
porcdo terminal de interacdo a matriz extracelular (dominio de ligacdo a
lectinas). CS: condroitim sulfato; DS: dermatam sulfato; HS: heparam
sulfato; AH: &cido hialurdnico; QS: queratam sulfato. Figura modificada de
Ruoslahti (1988).

3.5.1 Proteoglicanos constituintes da matriz extracelular

O agrecam revela uma macromolécula complexa, de elevado peso molecular —

cerca de 220kD para a porcdo protéica- encontrada na forma de estruturas monoméricas



100

(COUCHMAN; PATAKI, 2012), as quais estdo conectadas ao &cido hialurénico de
forma ndo covalente, e as unidades assim estabelecidas aglutinam-se mediante agéo
estabilizadora de glicoproteinas. O condroitim sulfato constui o principal GAG
constitutivo do PG e tal carboidrato representa 90% do peso total da molécula, sendo as
demais estruturas acessorias representadas pelo queratam sulfato e oligossacarideos
ligados covalentemente nas formas -O ou -N ao segmento protéico. A referida
complexidade protéica encontra correlacdo com os trés dominios formados, os quais
demonstram grande estabilidade e conservacdo em termos de sequéncia de aminoacidos
bem como pelo arranjo tridimensional em disposic¢do terciaria e quaternéria. O dominio
Gl associado a proteina de ligacdo possui natureza similar a superfamilia das
imunoglobulinas, com dobramentos peculiares, capazes de reconhecimento e adesdo
celulares além de estimulos imunoldgicos inespecificos. O dominio G2 demonstra
segmentos protéicos em arranjos circulares que se adequam a interacdo com o acido
hialurdnico, sendo o G3 relacionado a integracdo com moléculas de adeséo presentes na
MEC (GOETINCK et al., 1987; RUOSLAHTI, 1988; PERKINS et al., 1989).

A molécula de agrecam encontra-se expressa em grande quantidade nas
articulagdes e detém similaridades estruturais com o versicam, ricamente detectado nas
matrizes extracelulares de vasos sanguineos calibrosos. Em tais substancias, o dominio
G3 possui uma regido de lectina capaz de reconhecer ligantes, cujo componente terminal
da molécula pode ser a fucose ou galactose. Além disto, encontra-se um subdominio
similar ao fator de crescimento endodermal (EGF) que, por sua vez, pode modular a
atividade metabdlica de condrocitos e fibroblastos ou constituir elemento de ligacdo as
proteinas da MEC (HALBERG et al., 1988; SIEGELMAN et al., 1990). A figura 12
denota as caracteristicas supracitadas.
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Figura 12- Aspectos estruturais dos proteoglicanos agrecam e versicam. Nesta figura
destacam-se os dominios G1, G2 e G3 e seus subdominios caracteristicos. Figura
modificada de Ruoslahti (1988). GAGs: glicosaminoglicanos; PG: proteoglicano; Ig
fold: regido imunoglubulinica capaz de realizar dobramentos especificos; PTR: unidade
protéica repetitiva; EGF: fator de crescimento epidermal. Figura modificada de
Hardingham e Fosang (1992).

3.5.2 Proteoglicanos ricos em leucina

A figura 13 retrata, estruturalmente, os trés principais proteoglicanos que
participam da organizacdo da MEC e, por conseguinte, de grande parte do tecido
conectivo: biglicam, decorim e fibromodulina. Os dois primeiros, respectivamente,
possuem um dominio anterior em que se inserem duas e uma cadeia de condroitim ou
dermatam sulfatos; um segmento intermedidrio protéico constituido por 12 repetices
residuais de 24 aminoacidos, sendo o principal deles a leucina. O biglicam apresenta uma
porc¢éo terminal que pode interagir com a MEC em diversos locais, excetuando-se aqueles
que apresentem colagenos tipos I e Il (HARDINGHAM; FOSANG, 1992).

Esta caracteristica diverge da observada nas moléculas de decorim e

fibromodulina, devido a presenca de sitios de ligacGes as fibas coldgenas citadas bem
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como pela interacdo com a fibronectina e fator transformador do crescimento beta (TGF-
) como ocorre neste ultimo proteoglicano. Tais macromoléculas sao fundamentais para a
organizacdo estrutural do tecido conectivo, sendo as deficiéncias de transcricdo do
decorim e/ou dos outros dois tipos, associado a uma auséncia de resposta a interleucina
1B, capazes de gerarem, por sua vez, desordens do tecido em questdo e alteracdes
morfologicas e funcionais de fibroblastos (VOGEL et al., 1984; PULKKINEN et al.,
1990).

S Sitio de

Biglicam ligagdo a MEC

Sitio de ligagdo ao
colageno I e II,
fibronectina e TGF-B

Decorim

Sitio de ligagdo ao
colageno I e II

Fibromodulina[ H o | :

Figura 13- llustracdo comparativa entre os proteoglicanos ricos em leucina. As
areas escurecidas nos dominios centrais referem-se as repeticdes deste
aminoacido. As cadeias de queratam sulfato interagem com 0s grupamentos
amino da leucina na molécula de fibromodulina. Duas cadeias de condroitim ou
dermatam sulfatos conectam-se na porcao anterior do biglicam, ao passo que no
decorim, uma cadeia de um destes GAGs liga-se covalentemente. A porcao
final dessas glicoproteinas ligam-se de forma especifica a constituintes da
matriz extracelular. CS: condroitim sulfato; DS: dermatam sulfato; KS:
queratam sulfato. Figura modificada de Hardingham e Fosang (1992).
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3.5.3 Proteoglicanos de superficie celular

Uma familia de glicoproteinas polimorficas contendo cadeias de
glicosaminoglicanos, constituidos pelo heparam e condroitim sulfatos, capazes de
funcionarem como moléculas integrais, as quais se ligam -via heparam sulfato-, a
moléculas de colageno tipo I, 1l e 1V, fibronectina, trombospondina, tenascina, estas
oriundas de membranas basais (quando produzidas por células epiteliais) ou de matrizes
extracelulares intersticiais (quando produzidas por células mesenquimais), constituem o0s
sindecans (BERNFIELD et al., 1984; ALBELDA; BUCK, 1990).

Sua estrutura revela um curto dominio terminal citoplasmatico, uma parte
transmembranica e uma grande por¢cdo da molécula voltada para o meio extracelular.
Além disto, o padrdo predominate de heparam ou condroitim sulfatos ser& determinado
pelas citocinas e fatores de crescimento da MEC, onde o tipo de GAG determinard o
padrdo de interacdo da célula ao meio intersticial. Neste sentido, o sindecam 1 mostra-se
de extrema importancia para o desenvolvimento maturativo de linfocitos B, pois em
estagios blasticos, tais células necessitam estarem ancoradas aos elementos da MEC tanto
no estroma medular quanto no timo. Da mesma forma, o grau diferenciado dos
plasmacitos e a consequente capacidade de fixacao e liberacdo de imunoglobulinas séo
correlacionadas e favorecidas pelo proteoglicano em questdo (SANDERSON et al., 1989;
BERNFIELD et al., 1992). A organizacao dos tecidos epiteliais em camadas bem como a
morfologia caracteristica das células que compdem este epitélio sdo influenciadas pelo
sindecam 1, o qual mantém a integridade do citoesqueleto, B1-integrina, E-caderina e F-
actina (RAPRAEGER et al., 1985; TAKEICHI, 1991).

O CD44 (antigeno Hermes, PGp-1, H-CAM, receptor da matriz extracelular IlI,
Hutch-1, GP90) configura-se numa glicoproteina integral expressa na superficie de
células da linhagem hematopoiética, endotelial, células epiteliais, nervosas e fibroblastos.
No caso dos linfécitos, somente um seleto grupo efetor produz tal proteoglicano que, por
sua vez, participa da ativacdo celular mediante estimulacdo antigénica. Na porcao
estrutural, glicosaminoglicanos como heparam e condroitim sulfatos, ou ambos, bem
como oligossacarideos e cadeias lactosaminicas podem estar ligadas ao PG por meio de
ligacbes -O ou -N (HALBERG et al., 1988; STAMENKOVIC et al., 1991).
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Em relacdo aos fendbmenos hemostaticos, ressalta-se a importancia da
trombomodulina, um proteoglicano de 57kD, encontrado no endotélio vascular com
segmentos moleculares dotados de atividade anticoagulante, sendo o seu nucleo protéico
responsavel pela ativacdo da forma zimogénica da proteina C (ESMON, 1989; BOURIN
et al., 1990) e a cadeia Unica, anexa de condroitim sulfato, inibe a antitrombina I1l, fato
este que acarreta reducdo da trombina circulante bem como do fibrinogénio. A estrutura
multimérica transmembrénica revela um dominio terminal dotado de natureza hidrofobica
(terminacdo amino ou NHz), outro contendo predominio dos aminoacidos serina e
treonina, que possuem capacidade de ligacdo covalente ao condroitim sulfato, um
dominio constituido por seis repeticdes de segmentos similares ao EGF além de uma
pequena regido carboxi terminal citosolica (HARDINGHAM; FOSANG, 1992). A figura

a seguir retrata, comparativamente, os trés principais proteoglicanos da superficie celular.

CD44 Trombomodulina

Sindecan

Unidades
repetidas
similares ao
EGF

Membrana
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Figura 14- Caracteristicas estruturais de proteoglicanos da superficie celular. O
sindecam possui quatro cadeias de heparam ou condroitim sulfatos aderidas a
estrutura protéica no dominio extracelular e dois pequenos segmentos
protéicos, um transmembranico e outro citosolico. Neste ultimo, encontra-se
muitos residuos de tirosina (Y). O CD44 apresenta duas cadeias de condroitim
ou heparam sulfatos, um segmento anterior constituido por proteinas em alfa
hélice (PTR) e uma por¢do carboxil terminal intracelular. J& a trombomodulina
possui regides anteriores dispostas em hélice, uma sequéncia intermediaria de
unidades repetitivas similares ao EGF e uma Unica cadeia de condroitim sulfato
aderida ao ectodominio. HS: heparam sulfato; CS: condroitim sulfato; EGF:
fator de crescimento epidermoide; DS: dermatam sulfato; KS: queratam
sulfato. Figura modificada de Hardingham e Fosang (1992).
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3.5.4 Proteoglicanos que modulam fatores de crescimento

A porcdo protéica do decorim apresenta afinidade de ligagdo com o fator
transformador do crescimento beta (TGF-B) e este Gltimo estimula a expressdo de novas
moléculas do decorim e biglicam bem como regula a biossintese das cadeias de GAGs.
Neste contexto, um dos receptores integrais de membrana para o TGF- B refere-se ao
betaglicam que, conforme descrito, favorece a acdo agonista daquele fator, exercendo,
pois, um mecanismo indireto na regulacdo dos dois proteoglicanos anteriormente citados.
Além disto, é importante notar que moléculas de heparam sulfato do sindecam exibem
elevada afinidade de ligacdo para fatores de crescimento de fibroblastos a e b (aFGF e
bFGF), fatores estimuladores de col6nias granulocito-monadcito (FSC-GM), interleucina 3
(IL-3) e interferon gama (INF-y), e tais ligacGes fornecem, na MEC, um reservatorio para
suprir a demanda destes fatores (RUOSLAHTI; YAMAGUCHI, 1991; SHINTANI et al.,
2006).

3.5.5 Disturbios relacionados as alteracGes nas concentrac6es de proteoglicanos

Nessa perspectiva, os proteoglicanos ricos em heparam sulfato interagem com
fatores de crescimento de fibroblastos, via receptores de alta afinidade, cujo resultado
alcanga ativacgOes intracelulares de fosforilagbes sucessivas pelas agOes de tirosinas
quinases (PELLEGRINI et al., 2000; SCHLESSINGER et al., 2000) de modo a
possibilitar o controle morfogénico e a consequente diferenciacdo tecidual (NAHMAD;
LANDER, 2011). Além disso, a referida interacdo entre agonista e receptor geram
efetores especificos, capazes de afetar, inclusive a expressao de genes como wingless
(Wnt) e hedgehod, os quais atuam em cooperacdo e produzem proteinas sinalizadoras que
influenciam as delimitacdes territoriais e polarizagdes embrionarias (COUCHMAN;
PATAKI, 2012).

Associado a isso, deficiéncias na sintese do heparam sulfato, mais
especificamente, distdrbios na N-sulfatacdo, delecbes em epimerases efou O-

sulfotransferases podem acarretar em reducdes na sintese de heparina, deficiéncia
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funcional de mastdcitos (FORSBERG et al., 1999), agenesia renal e letalidade perinatal
(BULLOCK et al., 1998; LI et al., 2003).

Desta forma, vale ressaltar ainda a importéncia do sindecam e glipicam, com suas
cadeias de heparam sulfato associadas, na promocao do potencial totipotente bem como
no comprometimento com a diferenciacdo, em determinada linhagem, das células tronco
embrionarias (Stem cells) (TAMM et al., 2012). Os sindecans 1 e 2 associam-se com a
ativacdo dos mecanismos de reparo tecidual, ao passo que a deficiéncia do tipo 4 pode
acarretar em lesdes neuronais do sistema nervoso central (BERNFIELD et al., 1999;
ECHTERMEYER et al., 2001). O glipicam 3, quando expresso em altas concentragoes,
mantém correlacdo positiva com o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, sendo,
pois, um proteoglicano em potencial para servir como marcador desta neoplasia
(ALLEGRETTA; FILMUS, 2011). Ja a presenca de mutacGes no gene que codifica o
glipicam 6, possibilita o aparecimento da omodisplasia, uma doenga autossdmica
recessiva em que se observam dismorfismos na face e cranio (CAMPOS-XAVIER et al.,
2009).

Estudos moleculares e de microscopia eletronica ja evidenciaram que células
epiteliais, fibroblastos, células de Schwann e hepatdcitos apresentam abundancia de
proteoglicanos de heparam sulfato e tais macromoléculas ligam-se a filamentos de actina
no citoesqueleto dessas células criando um microambiente propicio para a transducao de
sinais e consequente manutencdo da polaridade celular. O polimero em questdo, contém
sequéncias alternadas de acido idurénico e glicurénico (FRANSSON et al., 1983), cujo
resultado seria a associacdo das células entre si e com o0s constituintes da matriz
extracelular, resultando num efeito global de controle da migracao celular, caracteristica
esta evidente, em especial, na embriogénese (10Z2Z0, 1988).

Nesse sentido, se houver alteragdes no quantitativo de PGs e GAGs pode se
sobressair a formacdo de uma célula neoplasica, inclusive mediante as propriedades
indutoras do ciclo celular promovidas pelo condroitim sulfato — associado a tumores
epiteliais e mesenquimais — e aquelas, cujo efeito seriam de reducdo da mitose, pelo
menor aporte de nutrientes e ions, como é o caso do heparam sulfato. No entanto, este

GAG, quando sulfatado erroneamente pode estar associado a neoplasias como mieloma



107

maultiplo, hepatoma humano e carcinoma de células mamarias (verificado em
camundongos) (STAMATOGLOU; KELLER, 1982; 10ZZ0, 1988).

Partindo-se dessa premissa, Merle et al. (1999) avaliaram os efeitos do decorim
(DCN) na migracao de células neoplésicas do osteossarcoma MG-63 humano. Para tanto,
realizaram-se extracOes deste proteoglicano dos o0ssos longos de bovinos, da pele e
cartilagem de bezerros. As células tumorais foram cultivadas em meio RPMI contendo
10% de soro fetal bovino. Para os testes de migracdo, usou-se equipamento haptotatico, o
qual era constituido por duas camaras, uma inferior e outra posterior que, por sua vez,
eram separadas por uma membrana de oito micrébmetros que continha em seu
revestimento: vitronectina, colageno tipo I, fibrinogénio e fibronectina. As células
tumorais que migrassem teriam que atravessar esta membrana para posterior coloracédo
em sistemas especificos de deteccdo. Amostras controles foram aplicadas com o auxilio
de fator nuclear (FN) que estimulava o processo migratério, seguido das analises
utilizando-se o FN associado ao DCN cutaneo (decorim com cadeia de dermatam
sulfato), FN acrescido ao DCN 0sseo (decorim com cadeia de condroitim sulfato), FN
homogeneizado com DCN de origem cartilaginosa (decorim com cadeia de condrotitim e
dermatam sulfatos), e por fim, FN inserido juntamente com uma mistura dos referidos
tipos de DCN mais a enzima condroitinase ABC. Os resultados revelaram que as
melhores inibicbes, no tocante as migracdes das células tumorais, seguiram-se a
sequéncia: DCN pele > DCN cartilagem > DCN o0sso. Além disso, nas amostras em que
foram acrescidas a enzima, verificaram-se redugdes significativas na inibicdo migratoria,
0 que veio ratificar a importancia da cadeia glicosaminoglicanica no desempenho

funcional da glicoproteina em estudo.

3.5.6 Caracteristicas dos glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos séo polimeros de cadeia linear formados por repeticdes de
dissacarideos, os quais contém uma hexosamina (D-glicosamina ou D-galactosamina)
unida, mediante ligacdo glicosidica, a um acido urdnico (acido D-glicurénico ou L-
idurdénico) ou a um aclcar neutro como a D-galactose. Excetuando-se o acido

hialurdnico, verificam-se variaveis graus de sulfatagdes nas unidades basicas que se
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repetem na cadeia dos GAGs, fato este que juntamente com os radicais carboxilicos
contidos nas moléculas de acido urénico, conferem elevada densidade de cargas
negativas e consequente hidrofilicidade a estrutura polissacaridica (COUCHMAN;
PATAKI, 2012). A figura 15 promove destaque aos aspectos estruturais dos principais

glicosaminoglicanos.
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Figura 15- Composicao estrutural linear dos principais glicosaminoglicanos. A molécula
de heparam sulfato apresenta residuos de N-acetilglicosamina que sofre desacetilacéo e
posterior sulfatacdo no nitrogénio (NS). Além disto, tais residuos encontram-se sulfatados
em ligacdo 6-O (6S), ou seja, o enxofre do grupamento sulfato liga-se covalentemente ao
oxigénio proximo ao carbono seis da N-acetilglicosamina. Ainda relativo ao heparam,
verifica-se a sulfatacdo 2-O (2S) nos &cidos idurdnicos constituintes do composto. O
dermatam sulfato possui sulfatagdes 4-O (4S) nas moléculas de N-acetilgalactosamina e
2-O (2S) nos acidos idurbnicos. O condroitim sulfato apresenta acréscimos de
grupamentos sulfatos 4-O (4S) apenas nos residuos de N-acetilgalactosamina. No &cido
hialurénico ndo se observam sulfatacfes. Por fim, o queratam sulfato revela substituicdes
fosfaticas nas unidades dissacaridicas de galactose e N-acetilglicosamina. HS: heparam
sulfato; DS: dermatam sulfato; CS: condroitim sulfato; HA: &cido hialurbnico; KS:
gueratam sulfato. Figura modificada de Couchman e Pataki (2012).

Conforme descrito, heparam, dermatam e condroitim sulfatos detém

similaridades, no inicio da cadeia linear, ao apresentarem uma molécula de xilose, dois
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residuos de galactose e uma de acido glicurénico. A partir deste ponto, o heparam sulfato
apresenta repeticOes dissacaridicas de N-acetilglicosamina e acido glicurénico até meados
da estrututura polimérica. Em seguida, evidenciam-se reacfes de epimerizacdo, segundo a
gual ha conversao do acido glicurbnico em idurdnico. Os dominios de N-
acetilglicosamina sofrem acréscimos de grupamentos sulfato no nitrogénio da referida
hexosamina bem como sulfatagcdes ligadas ao oxigénio que se associa ao carbono da
posicéo seis do aglicar em questdo. Os acidos idurdnicos, por sua vez, estdo sulfatados em
ligagbes 2-O. O arranjo estrutural do condroitim sulfato revela repeticbes de &cido
glicurénico e N-acetilgalactosamina com adi¢bes de sulfato no oxigénio proximo ao
carbono quatro deste ultimo acucar. Para o dermatam, uma maior complexidade se
verifica devido a uma parte da molécula apresentar repeticbes entre N-
acetilgalactosamina e acido glicurbnico e outra, demonstrar a forma epimerizada do
referido &cido, ou seja, &cido idurénico. Nestas Ultimas repeticbes citadas, verificam-se
sulfatacdes, respectivamente, em ligacdes covalentes 4-O e 2-O. Ja o queratam sulfato
possui unidades dissacaridicas constituidas por galactose e N-acetilglicosamina com
sulfatacdes em ligagdes 6-O em ambos os acglcares, ao passo que, no caso do acido
hialurdnico observam-se residuos repetitivos de acido glicurénico e N-acetilglicosamina
isentos de adi¢Bes de grupamentos sulfatos (FRASER et al., 1997; THELIN et al., 2012;
COUCHMAN; PATAKI, 2012).

Nesse sentido, por meio das caracteristicas estruturais observadas, fica evidente
que a principal diferenga existente entre o condroitim e dermatam sulfatos reside na
presenca do acido idurdnico neste ultimo. A reacdo de epimerizacdo que converte 0 acido
glicurénico em idurdnico decorre da acdo de duas enzimas: dermatam epimerase 1 e 2.
Interessantemente, evidencia-se que no acido resultante da transformacdo, multiplas
formas de conformaces espaciais tornam-se possiveis, fato este que produz como efeito
global, maior flexibilidade da cadeia polissacaridica (figura 16), a qual passa a agregar
funcGes diversas (THELIN el al., 2013). Tais propriedades irdo influenciar os processos
de migracOes, diferenciagdes e proliferacOes celulares, angiogénese, regulacdo das
atividades de citocinas e fatores de crescimento, diferenciacdo e maturacdo de células
tronco (NAIRN et al., 2007) e ainda estimulo a clivagem e formacdo do endoderma

embrionario e vitelinico (THELIN et al., 2013). Além disto, em condic¢des patoldgicas,
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verificam-se como atuacdes do acido idurdnico o estimulo, em reacdes inflamatdrias, ao
processo de reparo tecidual e o recrutamento quimiotatico de células inflamatdrias pela
ligagdo deste acido a P-selectina e aumento de expressdo de moléculas de adesdo (I-
CAM-1) (TROWBRID; GALLO, 2002; MALAVAKI et al., 2008). Possui um efeito
protetor contra a aterosclerose ja verificado em estudos in vitro nos quais observou-se
uma inibicdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade carreadoras de colesterol
(CAMEJO et al., 1998). No caso de neoplasias como o carcinoma hepatocelular e de
células escamosas reconhecidas por linfocitos T correlacionaram-se a incidéncia destes as
elevadas concentraces do referido &cido, inclusive pelo aumento das reaces de
epimerizacdo. E importante destacar ainda que o desenvolvimento da célula tumoral ira
depender também do padrdo de sulfatacdo da cadeia do glicosaminoglicano, onde a
monosulfatacdo 6-O dissacaridica, em excesso, mantém conexdo com O Pprocesso

neoplasico, enquanto a 4-O predomina nos tecidos normais (NAKAO et al., 2000).

Dissacarideo: acido

idurénico + N=
Dissacarideo: acido acetilgalactosamina
glicurénico + N- — —_
acetilgalactosamina OR; PR3

OR, ORs

Epimerases
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Figura 16- Representacdo esquematica da formacao do &cido idurénico.
A figura superior retrata o equilibrio quimico promovido pela
epimerase, a qual catalisa a transformacgéo do acido beta glicurénico em
alfa idurénico, quando ambos estdo em ligacGes glicosidicas com a N-
acetilgalactosamina. R1, R2 e R3 constituem os radicais substitutivos
nas moléculas em questdo. Finalmente, destaca-se, na imagem inferior,
as variagbes conformacionais possiveis do acido idurénico. Figura
modificada de Thelin et al. (2013).
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Em termos de importancia, vale destacar também as caracteristicas funcionais do
acido hialurénico, que devido a intensa ionizacao dos seus grupamentos carboxilicos, no
pH extracelular, resulta num efeito osmotico capaz de controlar a homeostase da agua
bem como servir como lubrificante bioldgico ideal. Este fato favorece também a
regulacao e distribuicdo das proteinas plasmaticas (SCOTT, 1992). Interessantemente, a
sintese deste &cido ocorre, predominantemente, na membrana celular por meio de
construgdes lineares de unidades dissacaridicas, as quais passam a se estender no espago
pericelular. Assim, um determinado percentual ficara retido na membrana, sendo os
demais incubidos de formar um pool circulante e outro fazendo parte da matriz
extracelular (ITANO; KIMATA, 1996). Por conseguinte, verifica-se riqueza de
concentracdo na pele, 0ssos e demais tecidos de sustentacdo, musculos, intestinos e
estbmago. Ademais, foram reportadas concentracGes elevadas do referido acido no
corddo umbilical, fluido sinovial, pulmdes e rins (REED et al., 1988; LAURENT,;
FRASER, 1992). Na superficie das células forma uma espécie de ancora que facilita a
interacdo com outras, em especial, 0s imunocitos, fato este capaz de proteger o organismo
contra autoreatividade do sistema imune adaptativo e ainda impedir a infec¢do por virus.
Além disto, pela ligacdo ao CD44, muitas vias de diferenciacdo celular sdo ativadas.
Quanto as doengas associadas, destacam-se 0s processos inflamatorios e neoplasicos,
onde as células envolvidas em cada distarbio, interagem com matrizes extracelulares
enriquecidas com &cido hialurénico (FRASER et al., 1997).

Finalmente, nos tecidos uterinos e 6rgdos placentarios, glicosaminoglicanos como
acido hialurénico, dermatam, condroitim, queratam e heparam sulfatos distribuem-se de
forma variavel e diversificada, cujas correlagdes com os aspectos fisiologicos encontram-

se representados nas tabelas um e dois descritas a seguir:
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Tabela 1- Glicosaminoglicanos (GAGs) encontrados nos tecidos uterinos de mamiferos eutérios e sua
relacdo com a fisiologia no 6rgdo. CS= condroitim sulfato, DS= dermatam sulfato, HS= heparam
sulfato, AH= &cido hialurénico. Adaptada de Oliveira et al. (2013).

Espécie Tecido GAGs Fisiologia Referéncia

Camundongas Cévix -Condroitim sulfato. -Sofrem alteragbes durante GOMES et al.
-Dermatam sulfato. o ciclo estral. (2007).
-Heparam sulfato. -Sédo horménio

dependentes.

-Envolvidos no processo de
renovacdo tecidual, com
degradagdo e nova sintese
de seus componentes.

Ratas albinas Cévix gestante  Infusdo  intracervical ~de A infusdo intracervical de SOUZA et al.
hialuronidase: reducdo hialuronidase promove uma (2014).
significativa de CS/DS e HS. reducdo significativa na
A reducdo no AH ocorre na concentracdo de GAGS
lamina propria dos tecidos e  sulfatados.

Vasos sanguineos.

Ratas Cornos uterinos -DS, HS e AH presente em -Modulados pelos KOFOED et al.

ovariectomizadas e Cérvix ambos os tecidos. hormonios sexuais. (1972), (1977);
-Uso de estrdgeno estd SIMOES et al.
associado ao aumento do DS. (2012).
-Tratamento com
progestageno: reducdo do HS
nos cornos e aumento do HS
na cérvix.

-Uso associado de estrogeno e
progesterona: aumento dos
GAGs sulfatados.

Ratas Cornos uterinos AH: aumenta no dia em que AH: biossintese = CARSON et al.
ocorre a implantacdo acompanhada da resposta (1987).
embrionaria. decidual no endométrio e
Outros GAGs permanecem pode promover a
constantes nos  primeiros implantagdo embrionaria.
cinco dias de gestacao.

Ratas Cérvix - GAGs encontrados: DS, HS A variagao hormonal CUBAS et al.

e AH. relacionada ao estro pode (2010).
- Maior quantidade de GAGs afetar a cérvix uterina, via
na fase de estro. efeito na producdo de
- DS predominante no estro e heparam e  dermatam
0 HS no proestro. sulfatos.

Ratas e Cérvix AH: biossintese aumenta Aumento devido a  STRAACH et

Mulheres (gestagdo a termo)  proximo ao parto, atingindo o transcricio  do  RNAm al. (2005).
pico no dia deste. HAS? realizada préximo ao

parto, sugerindo regulagéo
de AH na cérvix.
Coelha Utero de fémeas Principais GAGs: CS, HS e O tratamento com estrégeno  MUNAKATA
tratadas com DS. aumenta a sintese de GAGs et al. (1984).

estrégeno

sulfatados no utero, reflexo
da proliferacéo deste tecido,
devido a agdo hormonal.
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Coelha Miométrio a partir  CS: predominio seguido pela A diferenca na composicéo ENDO et al.
de fémeas presenca de DS, HS e AH e dos GAGs entre as camadas (1978).
ovariectomizadas ~ uma pequena quantidade de uterinas sugere que estas

glicoproteinas acidas. apresentem papéis muito
diferentes na reproducéo.
. — - ENDO;
Utero Predominio de HS, seguido !
YOSIZAWA,
por DS, AH e CS. 1975,
Mulheres Endométrio Predominio do CS. Durante o ciclo menstrual NASCIUTTI et
DS e HS em menor os GAGs estariam  al. (2006).
quantidade. envolvidos no crescimento
e remodelamento do
Cérvix (gestante) O colageno e GAGs sulfatdos  endométrio. MYERS et al.
foram elevados neste tecido. (2008).

Tabela 2- Glicosaminoglicanos (GAGSs) encontrados no tecido placentério
eutérios e sua relacdo com a fisiologia no 6rgdo. CS=condroitim sulfato,
sulfato, HS=heparam sulfato, AH=4cido hialurénico. Adaptada de Oliveira et al

de mamiferos
DS=dermatam
(2013).

Espécie Tecido GAGs Fisiologia Referéncia

Humana Placenta jovem -Placenta jovem: CS e Mudangas nas concentragdes dos LEE et  al.
Placenta a termo condroitim ndo sulfatado GAGs, no decorrer da maturacdo  (1973).

encontrados  em maior placentaria estaria relacionado
quantidade. ao papel destas moléculas na
-Placenta a termo: grande regulagéo do transporte
quantidade de GAGs placentério.

sulfatados, seguidos pelo

aumento do DS e HS.

Humana Placenta a termo -Acido Hialurbnico, DS e HS proporcionam a CALATRONI;
Condroitim 6-sulfato, formacdo de uma barreira DI FERRANTE,
Condroitim 4-sulfato. eletroquimica contra a passagem  1969.
-Pequena porgdo de DS e HS  de células imunocompetentes da
localizados entre a interface mae para o feto.
materna e fetal.

Humana -Placenta no -Principais GAGs: CS e AH Manutengdo da  integridade WASSERMAN
primeiro trimestre localizados no  estroma estrutural placentaria e etal. (1983).
-Placenta a termo placentario; DS e HS possivelmente no processo de

associados aos vasos homeostase sanguinea.
sanguineos fetais e superficie
sincicial.

Humana Placenta em Marcante diferenca no padrdo  Possivel ligagdo entre a pré- WARDA et al.
pacientes com pré- de sulfatacdo dos GAGs. eclampsia e as alteragdes nos (2008).
eclampsia GAGs placentarios.

Ovina Placentoma Acido Hialurdnico Mecanismo regulatério do acido OTT et al.

predominante  nas  fases hialurbnico determinante no (1997).
iniciais e meio de gestagdo. processo de maturagao

placentaria e no crescimento
fetal
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4 MATERIAL E METODOS

Os animais e suas respectivas amostras biologicas foram obtidos no CEMAS
(Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres) da UFERSA (Universidade Federal
Rural do Semi-Arido), registrado junto ao IBAMA como criadouro cientifico sob o
numero 1478912, cujo objetivo consiste em fomentar pesquisas, promover meios de
conservacao e manutencao de espécies silvestres criadas em cativeiro. O experimento foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA, processo n°
23091.010264/2015-90) e pelo Sistema de Autorizagédo e Informagdo em Biodiversidade
(SISBIO, n° 47731-1).

4.1 ANIMAIS AMOSTRADOS

Em condicdo prévia, alocaram-se 45 fémeas ndo gestantes de preas, em boxes
especificos, para um periodo de adaptacdo de 20 dias, sendo favorecido o bem-estar
animal (Figura 17). Em seguida, deste local, selecionaram-se 15 fémeas para a formacao
de trés grupos experimentais contendo cinco fémeas em cada box especifico de 5,0m x
4,0m. Estes animais foram diferenciados, nos respectivos boxes, mediante pintura com
tintura capilar negra (Velaton® - Phitoterapia Biotogenia Laboratorial Ltda), em
diferentes posi¢cdes anatdmicas, realizadas na seguinte ordem: regido torécica direita
(fémea um), torécica esquerda (fémea dois), regido pélvica direita (fémea trés), pélvica
esquerda (fémea quatro) e dorsal (fémea cinco). Todos receberam, diariamente, racao
para roedores, frutos, grdos de soja, milho e dgua ad libitum.

Apbs novo periodo adaptativo (dez dias), foram adicionados um macho em cada
recinto, fato este que resultou nas realizagcGes diarias da citologia vaginal com a
finalidade de detectar a presenca de espermatozoides e o0 consequente estabelecimento do
inicio do periodo gestacional ap6s 24 horas do encontro do gameta masculino. Assim, na
medida em que as fémeas gestavam, estas eram separadas do box em que se encontravam
e transferidas para outro, o qual era isento de macho bem como de outra fémea com

mesma marcacdo especifica. Desta forma, as gestacbes foram acompanhadas, sendo
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agendadas as datas das coletas para realizacdo de procedimento cirirgico e consequente
retirada dos sacos gestacionais e sistema reprodutor feminino.

Seguindo-se essa premissa, foram coletadas amostras de uma fémea no quinto dia
de gestacdo, uma no décimo e outra no décimo quinto, sendo este intervalo caracterizado
como inicio da gestagdo. Ja no caso da condicdo intermediaria obtiveram-se duas fémeas
no vigésimo, duas fémeas aos 25 dias, uma no trigésimo e outra no trigésimo quinto dia
de gestacdo. Por fim, uma fémea foi analisada no quadragésimo dia, outra aos 45 dias,
duas aos 50 dias e outras duas no quinquagésimo quinto dia da gestacdo, sendo o referido
intervalo definido como final da gestagcdo. As amostras coletadas neste processo foram
separadas em dois grandes grupos, sendo que no primeiro deles, cada por¢cdo do sistema
reprodutor feminino, placenta e subplacenta era acrescida em tubos individuais
(previamente identificados) contendo acetona PA com a finalidade de deslipidacdo das
amostras para posterior extracdo e quantificacdo dos glicosaminoglicanos de cada
estrutura mencionada. Do mesmo modo, as amostras oriundas do segundo grupo foram
separadas e colocadas em tubos individuais contendo solucdo de paraformaldeido 4%
tamponado destinado a fixagdo de amostras, as quais foram submetidas ao processamento
histoldgico por meio do uso de coloragdes de rotina bem como pela utilizacdo de reacoes
imunohistoquimicas para vimentina, Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA),
acido hialurénico (AH), condroitim (CS), dermatam (DS) e heparam sulfatos (HS). O
glutaraldeido 2,5% destinou-se a fixa¢do das amostras, as quais sofreram processamento
subsequente segundo técnicas de microscopia eletronica de varredura e de transmissao.

Adicionalmente, do primeiro box em que se integrou as fémeas de preas no inicio
do experimento, retirou-se cinco fémeas, cujo intuito foi de promover a copula destas e
acompanhar a duracdo da gestacdo; dez fémeas foram utilizadas para a determinagéo do
ciclo estral, por meio da citologia vaginal, sendo cinco destas, transferidas para um box
que continha um macho (este encontrava-se preso em gaiola de dimensdes 107x68x75cm
como forma de se evitar a fecundacao) e as outras fémeas restantes foram acrescidas em
recinto especifico, o qual era isento deste dltimo. Ao todo, foram acompanhados dois
ciclos completos em cada animal.

Além disso, adicionou-se um macho no box que continha as 15 fémeas

remanescentes, sendo a cépula e o estabelecimento da gestacdo, condi¢bes primordiais
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para 0 desenvolvimento da ultima parte do experimento: promocdo da analise
morfométrica dos embrides com 20, 25, 30 e 35 dias além dos fetos nos dias 40, 45, 50,
55 e recém-nascidos.

Vale ressaltar ainda que para os estudos de placentacéo vitelinica, corioalantoide e
desenvolvimento embrionario foram acrescentadas amostras remanescentes de sacos
gestacionais de preas oriundos de experimento anterior (nimero 23091.0019775/10-24),
0 qual gerou a dissertagcdo de mestrado intitulada: “Dinamica da inversdo do saco vitelino
em preas Galea spixii Wagler, 1831”. Por conseguinte, blastocistos de oito e nove dias de
gestacdo; embribes aos 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19 e 22 dias gestacionais; amostras de
placentas vitelinas e corioalantoides nos dias 12, 14, 16, 17 e 38 dias p0s-concepc¢éao
foram processadas, analisadas e inseridas nos resultados como forma de contribuir para o

enriquecimento do presente trabalho.

n=5
Duracdo da
gestacdo
n="15
Ep'a;?”tigéof 45 fémeas =10
mbriogénese z
/ Morfologia nao Ciclo estral
Rep. feminino/  g€stantes
GAGs
n=15
Morfometria
Figura 17 - Representacdo da distribuicdo dos animais

amostrados ao longo do experimento. Fonte: acervo do
pesquisador.
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4.2 CITOLOGIA VAGINAL

Os esfregagos vaginais foram confeccionados coletando-se fluido vaginal com o
auxilio de um swab estéril embebido previamente em solucdo salina a 0,9%. Esse
procedimento foi realizado diariamente, no periodo das 6:00 as 7:00 horas da manha de
forma a garantir uniformidade no estabelecimento do primeiro dia de gestacdo bem como
para a caracterizagcdo do ciclo sexual. O material coletado foi distendido em lamina de
vidro e deixado a temperatura ambiente para secagem. Em seguida, realizaram-se
coloragBes utilizando corante pandtico rapido Instant-Prov (New Prov®) de acordo com
as recomendac0es preconizadas pelo fabricante.

No caso das 15 fémeas que foram separadas em trés boxes, acrescidas de um
macho e destinadas as posteriores coletas dos sacos gestacionais e sistema reprodutor
feminino, as amostras positivas para células espermaticas (Figura 18) culminaram com a
separacdo da respectiva fémea do box na qual se encontrava, evitando desta forma, o

estresse gerado pela coleta e ainda o contato com o macho.

WO “ . p by "" I|\ -
Figura 18 - Confirmacdo da copula pela presenca de
espermatozoides na citologia vaginal. Apds 24 horas,

considerou-se o primeiro dia de gestacdo. Coloragdo panotica
répida. Fonte: acervo do pesquisador.




118

Para a anélise do ciclo estral, considerou-se como o primeiro dia do ciclo aquele
periodo em que determinada fémea encontrava-se no estro, segundo o qual, apresentava
vulva edemaciada e predominio de células superficiais na citologia. Assim, em cada
lamina citoldgica corada, foram analisados diversos campos microscopicos, nos quais
eram contabilizadas as escamas anucleadas, células superficiais nucleadas,
intermedidrias, parabasais, basais de modo a se obter um total de 100 células. Além disto,
por meio do estabelecimento de cruzes, observou-se, qualitativamente, os leucdcitos,
bactérias e filamentos de muco; sendo uma, duas e trés cruzes, relacionadas com

pequena, moderada e grande quantidade, respectivamente.

4.3 ANALISE ESTATISTICA PARA O ESTUDO DO CICLO ESTRAL

A analise de variancia (ANOVA) para os dados de porcentagem dos diferentes
tipos celulares, no exame colpocitologico de preds, foi realizada pelo metodo dos
quadrados minimos (Da Silva, 1993) usando os modelos lineares gerais do software
estatistico Statistical Analysis System (SAS, 1999) para determinar o efeito da presenca
do macho e da fase do ciclo estral. As comparagdes entre médias foram realizadas
utilizando-se o teste de Tukey. Os dados foram expressos em porcentagem média + erro
padrdo e o nivel de significancia foi estabelecido em P<0,05. Posteriormente, 0s dados
foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (P=0,1528).

A ANOVA foi baseada no seguinte modelo matematico:

Yijk =pn+Mj+Fj+1jj +ijk

onde Yijk é a k-ésima andlise colpocitologica realizada no i-ésimo grupo experimental
durante a j-ésima fase do ciclo estral, u ¢ a média geral; M; é o efeito fixo do i-ésimo
tratamento (i = macho ausente, macho presente); F; é o efeito fixo da j-ésima fase do
ciclo estral (j = proestro, estro, metaestro, diestro); li; € o efeito aninhado da j-ésima fase
do ciclo estral dentro do i-ésimo tratamento; &ix € 0 efeito residual que inclui todas a
demais fontes de variacao ndo consideradas no modelo.

O efeito da presenca do macho sobre a duragéo de cada fase do ciclo estral foi
determinado aplicando-se o teste T de Student por meio da utilizagdo do SAS.

Inicialmente, os dados foram verificados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
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Wilk e quanto a homocedasticidade das variancias. Os dados que ndo apresentaram

distribuicdo normal foram transformados em logaritmo de base decimal.

4.4 PROCEDIMENTO ANESTESICO-CIRURGICO

Os animais utilizados para obtencdo de amostras bioldgicas oriundas da gestacao e
ainda aqueles em que se objetivou extrair representatividade de cada segmento do sistema
reprodutor feminino no tocante ao quantitativo de glicosaminoglicanos em duas fases
distintas do ciclo estral foram pesados e posteriormente pré-medicados com a associacao
de cloridrato de xilazina (1 mg. Kg ™) e cloridrato de cetamina (15 mg. kg ™) por via
intramuscular. Apds 10 minutos, a eutanasia foi realizada mediante sobredose anestésica
de tiopental (150mg. kg ) seguida da administragdo de cloreto de potassio 2,56 mEq.
Kg ambos por via intravenosa. Subsequentemente, realizou-se uma incisdo longitudinal
mediana de forma que se pudesse obter os sacos gestacionais, sistema reprodutor

feminino, embrides e fetos.

4.5 ANALISE MACROSCOPICA

Realizaram-se fotodocumentagdes macroscopicas com o auxilio de camera digital
(Nikon D7200®) em placentas corioalantoides, membranas fetais, sistema reprodutivo
feminino, sacos gestacionais, embrides e fetos, sendo tais amostras obtidas a fresco e
também por injecdo de latex Neoprene 650 centrifugado. E importante denotar que alguns
sacos gestacionais e embriGes foram previamente fixados em paraformaldeido a 4%
tamponado, cujo intuito objetivou aumentar a rigidez do material e facilitar o
procedimento fotografico. No caso dos animais nos quais injetou-se o latex, perfundiu-se
a arteria uterina com latex de cor branca e na veia uterina, de cor azul com o objetivo de
promover destaque para a placenta e saco vitelino. Para a analise do desenvolvimento

embrionario, utilizou-se lupa estereoscopica trinocular (Opticam®).
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4.6 DETERMINACOES DOS PARAMETROS MORFOMETRICOS
EMBRIONARIOS/FETAIS

Conforme descrito, embrides e fetos com idades anteriormente destacadas, foram
pesados em balanca analitica (Shimadzu AUW220D®) e posteriormente mensurados com
paquimetro digital (Mitutoyo®) e fio de algoddo. Tais medi¢Oes, dadas em gramas ou
milimetros, levaram em consideragdo os seguintes parametros: peso (em gramas), Crown-
rump (correspondendo, em linha reta, a distancia do crénio a base da cauda),
comprimentos total (partindo-se da margem anterior das narinas a extremidade da cauda),
cefalico (caracterizado da margem anterior das narinas a articulagdo com o occipital),
céfalo-caudal (medido do crénio a base da cauda, seguindo-se a curvatura dorsal), da
cauda; circunferéncia cefélica (medigdo de circunferéncia partindo-se de um olho até o
outro), diametro biparietal (verificado como uma medida, em linha reta, de um olho ao
outro), diametro do olho, comprimento do olho; comprimentos da orelha, dos membros
toréacicos e pélvicos, da tibia e do radio-ulna, das unhas dos membros toracico e pélvico
bem como a largura das unhas destes membros; comprimento dos dentes incisivos
superiores e inferiores além dos perimetros abdominal e tordcico (medidas das
circunferéncias circunscritas abdominais e toracicas respectivamente).

Vale destacar que medidas como comprimento da orelha foram avaliadas em
embribes a partir de 25 dias, enquanto aquelas relacionadas aos comprimentos da tibia,
radio/ulna, comprimento e largura das unhas dos membros pélvicos e toracicos,
ocorreram a partir de embriGes com 30 dias. Ja para a determinagdo do comprimento dos
dentes incisivos superiores e inferiores, fetos com 35 dias representaram condicao
limitrofe para a mensuracao, ao passo que, para as demais andlises, todos os periodos de
desenvolvimento foram utilizados (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e recém-nascidos).

Apds a realizacdo das referidas mensuracOes, foram feitas analises de regresséo
(com o auxilio do programa Origin 8) e caracterizacdes, de cada varidvel estudada, de
acordo com o tipo de funcdo que esta ultima determinava, sendo plotados, pois, graficos
de funcdes linear, quadratica, cubica, exponencial e sigmoide.
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4.7 MATERIAL PARA MICROSCOPIA DE LUZ

O processamento histoldgico foi realizado no laboratorio de Morfofisiologia dos
Animais Domésticos e Silvestres e no ndcleo de pesquisa do Centro de Multiplicagdo de
Animais Silvestres (CEMAS), ambos situados na UFERSA, sendo a metodologia
empregada baseada em técnicas de histologia preconizadas por Tolosa et al. (2003) com
adaptacdes em funcgéo da natureza do material.

Foram processados ovarios, tubas uterinas, corpo e cornos uterinos, cérvices,
vagina, vulva, sacos gestacionais, embrides, corddo umbilical, placenta e subplacenta.
Estas estruturas foram acondicionadas, de forma individual, em frascos contendo
paraformaldeido 4% tamponado com fosfato de sodio 0,1 M e pH 7,4 durante 24 horas
como forma de garantir a fixacdo. Apds esta etapa, cada material foi colocado em
cassetes histoldgicos previamente identificados, seguidos da imersdo em etanol 50%
“overnight™ e posterior desidratacdo em uma série de concentragdes crescentes de alcoois
(60%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%), por uma hora cada. A diafanizacdo foi obtida pela
utilizacdo de dois banhos de xilol com duracdo de uma hora cada. No tocante a
parafinizacdo, os materiais foram submetidos a trés banhos de parafina histoldgica
(Synt®, granulada com ponto de fusdo 58°C a 62°C, lote: 138199), com intervalo de
permanéncia em cada banho de uma hora. Subsequentemente, o material foi incluido em
uma nova parafina a 58°C para obtengdo dos blocos e consequente producdo dos cortes
com espessura de cinco micrometros em micrétomo (LEICA RM 2125 RT®). Os cortes
foram entdo aderidos em laminas de vidro e deixados em estufa a 60°C ““overnight™.
Posteriormente, foram realizadas coloragcbes das laminas seguindo a técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE) e acido periédico de Schiff (P.A.S) para analise em
microscopio optico (LEICA DM 500®) sendo as imagens analisadas e fotomicrografadas.

4.7.1 Reacgdes imunohistoquimicas para o Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular
(PCNA) e vimentina

Para as reagdes imunohistoquimicas, optou-se pela reacdo do PCNA (Antigeno

Nuclear de Proliferacdo Celular) na verificacdo da capacidade mitogénica do embrido e
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de células endodérmicas viscerais; e a vimentina, utilizada para evidenciar 0s vasos
vitelinicos deste epitélio e regides do labirinto placentario. Ambas as reacfes se basearam
em detecgdes de moléculas especificas a partir de rea¢fes antigeno/anticorpo.

Os cortes do saco gestacional apds serem aderidos em laminas silanizadas foram
imersos em concentracOes decrescentes de etanol para posterior bloqueio da peroxidase
enddgena pela utilizacdo de peroxido de hidrogénio a 3% por 20 minutos. Apds esta
etapa, o material foi imerso em tampao citrato a 0,1 M e pH 6 e submetido a irradiacfes
por micro-ondas a 700 MHz durante 15 minutos. Posteriormente, realizaram-se lavagens
do material em tampéao fosfato de so6dio a 0,1 M e pH 7,4, sendo em seguida, adicionado
proteina Dako para bloquear reagdes inespecificas.

A reacdo do PCNA e vimentina foi evidenciada pela incubagdo do material com
anticorpo monoclonal de camundongo anti-PCNA humano (PC 10, sc-56, diluigéo 1:800;
Santa Cruz Biotechnology, California, U.S.A) e anticorpo monoclonal de camundongo
anti-vimentina humano (V9, sc-6260, diluicdo 1:200; Santa Cruz Biotechnology,
California, U.S.A) respectivamente em cadmara Umida a 4°C ““overnight”. Desta forma,
revelaram-se estas reagcdes pela incubacdo com anticorpo secundéario, representado por
anticorpo conjugado com a biotina e posterior adicdo do complexo avidina e substrato
cromogénico (diaminobenzidina), sendo 30 minutos a duracdo desta ultima etapa. As

laminas foram montadas com o uso de Permount® (Fisher Scientific).

4.7.2 Imunolocalizagdo dos GAGs nos tecidos: ovarianos, tubaricos, vaginais,

uterinos, placentarios e subplacentarios

Os cortes de cinco micrémetros do sistema reprodutor e 6rgdo placentario foram
aderidos em la&minas previamente silanizadas, sendo realizada, em seguida, a
desparafinizacdo em xilol, reidratacdo em concentracdes decrescentes de etanol (100 a
15%) e ainda imersdo em tampao fosfato por cinco minutos (PBS; 137 mu NaCl/2.7 mu
KCI/4.3 mp Na2HPO4/1.4 mp KH2PO4; pH 7.3). A exposicdo antigénica dos tecidos
analisados foi realizada em tampdo citrato (10 mM pH 6,0 a 60° C por 5 minutos) e
posteriormente, duas lavagens em PBS foram realizadas. Para bloqueio da peroxidase

enddgena e reacdes inespecificas foram utilizadas solugdo de metanol com 3% de
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peréxido de hidrogénio (durante 10 minutos) e reagente imunologico (RUO) ABC Elite
VECTASTAIN (Vector Laboratories) respectivamente. Subsequentemente, as laminas
contendo os cortes aderidos foram incubadas com anticorpo primario a 4°C por 20 horas
em cadmara Umida, condicdo esta que possibilitou a realizacdo da expressdo tecidual dos
glicosaminoglicanos mediante utilizagdo posterior de anticorpos contra 0s seguintes
antigenos: condrotin sulfato (Anticorpo monoclonal [CS-56], Abcam), heparan sulfato
(Anticorpo monoclonal [SPM255], Abcam), dermatam sulfato (Anticorpo policlonal de
coelho, Sigma-Aldrich) e &cido hialurdnico (Anticorpo policlonal de ovelha, Abcam).
Finalmente, as quatro ultimas etapas consistiram na incubacdo do referido material com
anticorpo secundario universal (Anti-Mouse/Anti-Rabbit/Anti-Goat 1gG  (H+L),
Universal Pan-Specific, Vector Laboratories) por 45 minutos, amplificacdo do sinal por
meio da adicdo do complexo avidina-biotina (kit Vectastain Elite ABC®, Vector
Laboratories), visualizacdo da reacdo mediante o uso do Vector NovaRed® e montagem
das laminas com o auxilio do VectaMount Permanent® (Vector Laboratories).

As imagens mais representativas decorrentes das marcagdes imunohistoquimicas

foram analisadas e registradas em microscopio 6ptico (LEICA DM 500®).

4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA

4.8.1 Microscopia eletronica de varredura

As analises por meio da microscopia eletrénica foram realizadas no laboratorio de
histologia do setor de anatomia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo e no laboratério de microscopia eletronica do Centro de
Pesquisas em Ciéncias Vegetais do Semiarido Nordestino (CPVSA) da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido.

Um blastocisto aos seis dias de gestacdo, dois embrides com idades de 25 e 30
dias, sacos gestacionais aos 15, 20, 35, 40 e 45 dias, dois ovérios gestantes e um nao
gestante, Utero, vagina e vulva foram fixados em glutaraldeido 2,5% tamponado com
fosfato de sddio 0,1 M e pH 7,4 e lavados em tampao de fosfato de sédio 0,1 M e pH 7,4.
Em seguida, realizou-se a pos-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% tamponado com fosfato
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de sdédio 0,1 M e pH 7,4, por duas horas. Finalizada a pos-fixacdo, as amostras foram
submetidas a trés lavagens na solucdo tampdo anteriormente citada e duas, com agua
destilada. Subsequentemente, realizou-se tratamento com &cido tanico 1% e desidratacdo
em série de alcoois (etanol) com diferentes concentragdes (50%, 70%, 90% e 100%).

As etapas finais do referido processamento consistiram na secagem em aparelho
de ponto critico - utilizando gas carbonico (COz) -, montagem do material em suporte do
ponto de amostra (Stub) e recobrimento metélico com ouro por “‘sputtring”, para
observagdo em microscopio eletrénico de varredura (LEO VP® 435 — Carl-Zeis,
Oberkochen, Germany) na USP e TESCAN® vega 3 LMU na UFERSA, sendo as

imagens mais representativas, eletromicrografadas.

4.8.2 Microscopia eletronica de transmissao

Para analise ultraestrutural, utilizaram-se fragmentos com 0,5 cm? da placenta
vitelina (em regido de aposicdo entre os endodermas visceral e parietal) bem como da
placenta corioalantoide, no décimo quinto dia da gestacdo, para visualizacdo das células
cito e sinciciotrofoblasticas. Estes foram fixados em glutaraldeido a 2,5% tamponado e
pos-fixados em tetroxido de Osmio. ApoOs este procedimento, os fragmentos foram
lavados em solugdo tampdo de fosfato de sodio e desidratados em concentragOes
crescentes de alcool etilico: 50%, 70%, 80%, 90% e 100%.

Os fragmentos foram submetidos a lavagens em Oxido de propileno sob rotacdo e
depois, imersos em 6xido de propileno e resina Spurr. Finalmente, foram colocados em
contado com resina Spurr pura, em moldes especificos, para polimerizagdo. Obtidos 0s
blocos, foram realizados cortes semifinos com 0,4 um de espessura em ultramicrotomo
automatico (Ultracut R, Leica Microsystens - Germany), corados com azul de Toluidina a
1% para identificacdo de regides especificas de interesse para o trabalho de forma a
possibilitarem a realizacdo dos cortes ultrafinos.

Posteriormente, cortes de 0,07 um de espessura foram coletados em telas de
cobre e contrastados com acetato de uranila saturado a 2% e citrato de chumbo a 0,5%. O
material foi analisado em microscopio eletrénico de transmissdo (Morgagni 268D, FEI

Company, The Netherlands; Mega View Il camera, Soft Imaging, Germany).
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4.9 EXPRESSAO DOS GAGS

4.9.1 Extracao dos glicosaminoglicanos

O material coletado para analise qualitativa e quantitativa dos GAGs (&cido
hialurdnico, condroitim, dermatam e heparam sulfatos) consistiram em 0Orgdos como
ovarios, tubas uterinas, cornos uterinos, cérvices, vaginas, vulvas, placentas e
subplacentas, os quais foram acondicionados em tubos especificos contendo acetona PA
e, em seguida, deixados para secagem por meio da evaporagdo do referido solvente a
temperatura de 28°C apds a realizacao de duas trocas da acetona.

Posteriormente, cada amostra supracitada foi triturada e macerada em gral e
pistilo, cujo intuito foi a obtencdo de p6 finamente granular. Este procedimento tornou
possivel a adequada pesagem de cada material, sendo as determinacdes de 5mg para cada
ovario ou tuba uterina, e as de 20mg para as demais estruturas. Tal condic¢do favoreceu a
reacdo proteolitica da prozima, a qual foi adicionada num volume especifico de 200uL
em cada frasco de material macerado, sendo esta reacdo ocorrida em banho maria
(QUIMIS®) a 60°C por 48 horas. A enzima em questdo foi previamente preparada
mediante a utilizagcdo desta - numa concentracdo de 3mg/mL-, seguida da sua dilui¢do
numa solucdo de Tris a 99% (Tris HCL 0,05M em pH 8,0 diluida em NaCl 0,15M).

ApOs esta etapa, as amostras foram colocadas em banho de gelo e sofreram a
adicdo de 150uL de &cido tricloroacético a 90% (TCA) por 20 minutos de modo a
propiciar a precipitacdo de &cidos nucléicos e peptideos. Em seguida, realizou-se a
centrifugacio em centrifuga refrigerada (Solab SL-701®) sob uma for¢a G de 5000 por 20
minutos a 10°C, sendo o precipitado resultante descartado e ao sobrenadante, apds
mensuracdo do volume remanescente, adicionado solucdo de metanol PA na proporgédo
de dois volumes deste alcool para cada volume de amostra.

Finalmente, ap6s um periodo de 24 horas, cada amostra foi congelada com o
auxilio de nitrogénio liquido e acoplada de imediato em liofilizador (Terroni LS 3000®)
por trés dias ou até completa secagem, sendo enviados, em banho de gelo (4°C), ao
Laboratdrio de Biotecnologia de Polimeros Naturais da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (BIOPOL-UFRN), onde processou-se a eletroforese. O protocolo de
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extracdo foi padronizado pelo BIOPOL/UFRN mediante adaptacdes de Medeiros et al.
(2000) e Bezerra et al. (2004).

4.9.2 Eletroforese de polissacarideos em gel de agarose

O processamento para este método de separacdo consistiu na ressuspensao das
amostras em 15uL de &gua destilada para ovarios e tubas, e 30uL deste diluente, para 0s
demais Orgdos. Seguiu-se a eletroforese em gel de agarose mediante o método
preconizado por Jaques et al. (1968) e modificado por Dietrich e Dietrich (1976). O
referido gel foi preparado a 0,55%, cuja solucdo diluidora foi o tampdo 1,3 diamino
propano acetato 0,05M, pH 9,0 (PDA) e a solucdo resultante foi deixada para
solidificacdo em lamina de vidro a temperatura de 26°C. Estava pronto, entdo, o0 meio
especifico para aplicacdo das amostras e solucdo padrdo (solugdo com concentracdo de
1mg/ml contendo uma mistura de condroitim, dermatam e heparam sulfatos).

Para esta técnica, as amostras foram organizadas por 6rgdo e por idade. Desta
forma, 6rgdos como ovarios, tubas uterinas, cornos, corpos, cérvices, vaginas, vulvas e
placentas, nos quais foram obtidos uma quantidade maior de idades gestacionais — do dia
cinco até os 55 dias de gestacdo, com intervalo de cinco dias cada e perfazendo-se um
total de 11 amostras -, foram aplicados em géis de agarose que recobriam laminas
grandes com capacidade para até doze aplicacfes. No caso da subplacenta, foi possivel a
obtencdo de oito idades gestacionais — do vigésimo dia até os 55 dias, com intervalo de
cinco dias cada -, sendo as respectivas aplicacbes ocorridas também em Iaminas grandes.
Além disto, realizou-se estudo comparativo entre duas fases do ciclo estral: estro e
diestro. Para tanto, em cada fase, realizou-se a separacdo e quantificacdo dos GAGs em
orgdos reprodutivos (ovarios, tubas, cornos, corpos, cérvices, vaginas e vulvas), sendo
que as aplicacdes foram realizadas em geis que recobriam l&minas grandes ou pequenas,
cuja capacidade para até oito aplicacfes era possivel. Seguiu-se tais aplicagdes, de cada
Orgdo e de cada idade, sempre se obedecendo uma mesma sequéncia: iniciava-se da
direita para a esquerda, da menor idade gestacional para a maior, finalizando-se, na
ultima aplicacdo, com a utilizacdo da solucdo padrao.

A lamina preparada foi colocada em cuba de eletroforese horizontal que, por sua

vez, continha dois suportes de agarose para repouso da lamina, em area central, onde era
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acrescido a benzina PA; e duas regides opostas que continham os eletrodos positivo e
negativo, capazes de gerarem um campo elétrico, mediante acdo de uma fonte de corrente
elétrica, de modo a proporcionar a migracdo dos GAGs ao longo do gel. Estes locais
opostos da cuba continham solucdo de PDA. Todo o sistema era resfriado a 4°C com a
utilizacdo de gelo sintético e submetido a uma voltagem de 5V/cm por 50 minutos, tempo
este suficiente para a corrida das amostras e solucao padréo.

Decorrido este periodo, as laminas foram retiradas da cuba e colocadas em
recipiente contendo solucéo de brometo de cetiltrimetilamdnio & 0,1% (Cetavlon) durante
2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, o gel foi seco com o auxilio de calor e
ventilacdo para as etapas subsequentes de coloracéo e descoloracdo utilizando-se do azul
de toluidina a 0,1% e uma solucdo contendo &cido acético 1% em alcool etilico 50%,
respectivamente, sendo o gel aderido na lamina, deixado para secagem em temperatura
ambiente. As laminas contendo os géis secos e corados foram escaneadas para
digitalizacdo das imagens e analise dos resultados.

Deste modo, as fragGes que contiveram polissacarideos sulfatados desenvolveram
coloracdo roxa caracteristica, devido a capacidade de interacdo entre 0s grupamentos
sulfatos e o0 azul de toluidina. Os agUcares assim obtidos foram caracterizados baseando-
se em suas corridas ao longo do gel e comparados frente a solucdo padrdo de

concentracdo conhecida.

4.9.3 Quantificacdo dos GAGs em cada amostra

No tocante a quantificacdo dos GAGs, realizou-se o tratamento das imagens
digitais pos-escaneadas com o auxilio do programa ImageJ win64 versdo 1.45, o qual
possibilitou a inversdo das imagens e equalizacdo de histogramas compativeis com cada
area selecionada, que correspondia a regido de cada banda eletroforética separada,
traduzida como intensidade de pixels, em termos de Unidades Arbitrarias de
Densitometria (UAD). Tais valores medios, possibilitaram a verificacdo do
comportamento quantitativo, ao longo da gestacdo bem como entre duas fases do ciclo
estral (estro e diestro), dos glicosaminoglicanos sulfatados por meio de graficos de modo

a possibilitar inferéncias relativas a este processo.
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5 RESULTADOS

Os resultados que se seguem foram sequenciados em sintonia aos objetivos
propostos como forma de proporcionar as principais informacdes referentes aos processos
reprodutivos, que ocorrem na espécie em questdo, e ainda fornecer subsidios que

auxiliem ou melhorem a sua sustentabilidade.

5.1 CARACTERIZACAO MACRO E MICROSCOPICA DO APARELHO
REPRODUTOR FEMININO EM PREAS

O sistema reprodutor feminino de preds apresentou-se composto por um par de

ovarios, tubas uterinas; dois cornos uterinos, o corpo do Utero, cérvice, vagina e vulva
(Figura 19).

Figura 19 — Sistema reprodutor feminino de preés in situ (figura A) e ex situ (figura B).
OD: ovario direito; OE: ovario esquerdo; tubas uterinas (setas); CD: corno uterino
direito; CE: corno uterino esquerdo; CX: cérvix uterina; VA: vagina; VU: vulva. Cabeca
de seta na figura A: bexiga urinéria. Barra das figuras A e B: 1cm. Fonte: Acervo do
pesquisador.
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Os ovarios encontravam-se conectados a parede abdominal pelo ligamento
mesovario, apresentaram morfologia variando do elipsoide a irregular, superficie rugosa,
coloracéo rosa - contendo muitas regides palidas, em decorréncia do envoltério parcial de
tecido adiposo, - e estavam localizados na regido sublombar, caudalmente aos rins.

Aparentemente ndo houve diferenca na estrutura de ovarios gestantes quando
comparados aos de fémeas ndo gestantes (Figuras 20A, B, C, D, E, F, G, H e I). Ambos
apresentaram a tunica albuginea que revetiu o epitélio germinativo (Figura 20A), um
proeminente corpo lGteo e foliculos em diferentes estadios maturativos, incluindo os
primordiais (Figura 20E), antrais (Figuras 20A, D, E e I) e maduros (Figuras 20A, B, C,
D, E, F, G e I). Neste ultimo, evidenciou-se um 0ocito sustentado pelas células foliculares
do cumulos oophorus e envolto por células da corona radiata (figura 20G e 1).

O foliculo primordial localizou-se na regido cortical e apresentou-se constituido por
um ovaocito que continha um ndcleo grande, esférico e com nucléolo evidente, sendo tal
gameta envolto por camada simples de células foliculares achatadas (Figura 21A).

Em seguida, pela proliferacdo das células foliculares, a estrutura do foliculo passou
de uni para multilaminar. Paralelamente, surgia uma camada amorfa que envolveu o
odcito —zona pelucida- (Figura 21D) e por meio das células foliculares, acumulou-se certa
quantidade de liquido (Figura 21B e D) que, por sua vez, induziu a formacgdo de uma
cavidade também denominada antro folicular, nos foliculos antrais (Figura 21B).
Subsequentemente, verificou-se uma reorganizagdo das células foliculares que passaram
a apoiar o odcito (cumulos oophorus) e envolve-lo (corona radiata) (Figuras 21C e D)
bem como do estroma para formar as tecas foliculares (Figura 21F).

Nos foliculos maduros, foram observados corpusculos polares, 0s quais
apresentaram pequeno didmetro e encontravam-se imersos no liquido folicular, nas
proximidades do odcito (Figura 21D e F).

Outra situacdo merecedora de destaque foi a presenca das regibes cortical e

medular, esta ultima dotada de extenso leito vascular (Figura 21E).
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Figura 20— Ovarios de preas, oriundos de fémea ndo gestante (Figuras A, B e C) e gestante (Figuras D, E,
F, G, H e I) em corte transversal. A: observa-se um grande corpo liteo (*), foliculos ovarianos em
diferentes estagios maturativos (elipses tracejadas) e a tlnica albuginea (a). As figuras B e C representam
grandes aumentos de dois foliculos ovarianos da figura anterior, sendo possivel, na primeira, a deteccdo de
um odcito no interior folicular; ao passo que em C, ndo se evidenciou tal gameta feminino. As figuras D, E,
F, G e H caracterizaram, em aumentos microscopicos crescentes, um corpo lateo (*), foliculos em
diferentes estagios de maturacdo (elipses tracejadas), sendo o destaque promovido na figura E compativel
com foliculo primordial. As figuras E, F e G destacaram um foliculo maduro contendo o0 o6cito (cabeca de
seta) sustentado pelas células da granulosa que, possivelmente, encontrou-se representada, em sua porgao
inferior, pelo cumulos oophorus (células foliculares identificadas pelo retangulo tracejado) e envolvido pela
corona radiata (camadas de células foliculares destacadas na elipse tracejada). Em H: destacou-se o corpo
liteo (*) e um vaso sanguineo (seta). Em I: notou-se um proeminente corpo liteo (*), a albuginea (seta) e
dois foliculos ovarianos, sendo um deles maduro (FM) e o outro antral (FA). Figuras A, B, C,D, E, F, G e
H: microscopia eletrnica de varredura. Figura I: microscopia de luz com corte histologico corado em
hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo do pesquisador.
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Figura 21— Ovaérios de preés, oriundos de fémeas gestantes em inicio de gestacdo. A: evidencia-se, em destaque,
um foliculo primordial (circulo tracejado). B: observam-se trés foliculos ovarianos, sendo um deles maduro (FM)
e dois em desenvolvimento (FD). Notar ainda as regifes de cortex (C) e medula (M) ovarianas. C: estrutura de um
foliculo ovariano maduro. Notar a presenca do odcito (O), células foliculares do cumulos oophorus (retangulo
tracejado) e da corona radiata (CR). Em D: foliculo maduro apresentando: células do cumulos oophorus (CO), da
corona radiata (CR), liquido folicular (*), corpusculo polar (cabeca de seta). Verificar também a zona pelGcida
(ZP) e citoplasma (CITO) do odcito. E: regides do cdrtex (C) e medula (M) do ovario. Em F: neste foliculo
maduro evidenciou-se dois corpusculos polares (cabecas de seta) e a regido da teca (TE). Figuras A, B, C, D, E e
F: microscopia de luz com corte histologico tranversal corado em hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo do
pesquisador.

As tubas uterinas gestantes foram caracterizadas como pequenos ductos convolutos,
divididos nos segmentos: istmo, ampola e infundibulo, que promoviam a conexdo entre

0S 0Varios e cornos uterinos.



132

Histologicamente, as tubas apresentaram uma mucosa dotada de numerosas dobras
longitudinais na regido do infundibulo. Seu revestimento consistiu de epitélio colunar
simples e de uma ldmina propria de tecido conjuntivo frouxo. Além desta, a parede da
tuba era composta de uma camada circular de musculo liso e uma serosa de lamina
visceral de peritonio (Figuras 22C, D, E e F).

O istmo apresentou discretos processos digitiformes da mucosa, projetados para a
luz do 6rgdo, cujo revestimento constituiu-se por epitélio cilindrico simples que se
apoiava em tecido conjuntivo frouxo, seguido por espessa camada muscular lisa que

continha fibras bem organizadas (Figura 22A). Ja a regido da ampola, apresentou poucas

projecdes mucosas e uma muscular bem desenvolvida (Figura 22B).

Figura 22— Tubas uterinas oriundas de fémeas gestantes de preas. Em A (inicio da gestacdo): notar a luz do
oviduto (L), a mucosa (M) e camada muscular (m) na regido do istmo. Em B (meio da gestacdo): evidenciam-se
projecdes da mucosa direcionadas para a luz da tuba na regido da ampola. As figuras C, D, E e F representam
tubas no final da gestacdo na regido do infundibulo. Notar a crescente formagéo tortuosa das dobras da mucosa e a
serosa (S) que envolve a estrutura tubular. E e F: detalhe das dobras da mucosa no qual se evidencia o epitélio (E),
a lamina proépria que o sustenta (seta na figura E e LP na figura F) e a muscular (m). Figuras A, B, C, D e E:
cortes histologicos transversais corados em hematoxilina e eosina (HE). Figura F: microscopia eletrnica de
varredura. Fonte: Acervo do pesquisador.

BT
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No caso do utero de pred, este localizou-se em regido sublombar, caudal aos rins,
estendendo-se até a pelve, onde se aproximou dorsoventralmente da bexiga urinaria e
apresentou-se constituido por dois longos cornos uterinos retilineos, 0s quais convergiam
para a formagdo de uma cdmara Unica, porém separada em regides direita e esquerda do
corno, em decorréncia da presenca de um septo de tecido conjuntivo. Disto resultou a
presenca de dois Ostios independentes que se comunicavam com uma cérvice Unica, a
qual, por sua vez, continha um 4stio que se abria na vagina.

A dissecacdo do Utero ndo gestante a fresco e ainda os achados obtidos por meio da
microscopia eletrénica de varredura estabeleceram que o referido septo dividia o corno
em duas porc¢oes, direita e esquerda, ndo sendo verificado corpo do Utero (Figuras 23A, B
e C). A ceérvice, em andlise ultraestrutural, mostrou-se intensamente pregueada (Figuras
23A, CeD).

Ademais, num saco gestacional, aos 30 dias de gestacdo, observaram-se estruturas
uterinas transformadas pela reacdo decidual, em decorréncia da invasdo blastocistica e
estabelecimento placentario. Disto resultou na formacdo das deciduas basal — situada
abaixo da placenta corioalantoide — e parietal, que contornava o saco vitelino visceral
(Figura 23E).

A anélise histoldgica revelou que os cornos uterinos, em posicédo distal a cérvice,
possuiam revestimento epitelial, na luz do 6rgdo, o qual era constituido por células
epiteliais cilindricas, em arranjo pseudoestratificado, que apoiavam-se em tecido
conjuntivo frouxo (Figuas 24A, B, C, D, E, F, G, H e I). Tal conformagéo manteve-se
constante ao longo da gestacéo, excetuando-se o calibre tubular que aumentou de forma
acentuada.

No caso dos cornos uterinos situados proximalmente a cérvice, verificou-se que o
epitélio evidenciado foi unilaminar e cilindrico (Figuras 25A, B, C, D, E e F) que era
sustentado por tecido conjuntivo frouxo (Figuras 25B, C, E, F, H e 1), sendo este dltimo
apoiado por conjuntivo denso ndo modelado (Figuras 25E e F). O septo foi revestido,
externamente, por epitélio prismético simples e internamente, constituido por conjuntivo
frouxo (Figuras 25G, H e I). Desta forma, as duas cavidades formadas tornavam-se

propicias ao acumulo de secrec¢des uterinas, em especial, 0 muco (Figura 25G e H).
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A cérvix, em corte transversal na regido do Ostio cervical externo — que termina no
fornix e finalmente se comunica com a vagina-, apresentou uma luz contendo pregas
revestidas por epitélio cilindrico simples mucosecretor, sustentado em tecido conjuntivo
frouxo que, por sua vez, envolvia glandulas tubulosas. Além disto, observou-se uma
tendéncia ao aumento proliferativo das células secretoras conforme a gestacao progredia
(Figuras 26A, B, C,D,E,F,G,Hel).
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Figura 23— Utero de preés, oriundos de fémeas ndo gestantes (figuras A, B, C e D) e saco gestacional contendo
estruturas uterinas (figura E). Em A: representacdo do aparelho reprodutor feminino dissecado para facilitar o
entendimento dos seus componentes. TD: tuba uterina direita; TE: tuba uterina esquerda; CD: corno uterino
direito; CE: corno uterino esquerdo; CER: cérvix; VA: vagina; VE: vestibulo da vagina; VU: vulva. Notar
também o septo uterino (seta vermelha) o qual divide o Gtero em dois cornos, direito e esquerdo (setas
amarelas). Figuras C e D: detalhe do septo uterino (retdngulo tracejado) e os cornos do Utero assim formados
(COD: corno do Utero direito e COE: corno do Utero esquerdo). Figuras C e D: observou-se a cérvix uterina
(CE) contendo muitas dobras. Em E: saco gestacional aos 30 dias onde pode ser observada a disposi¢éo
espacial do saco vitelino visceral (SVV) e sua inser¢do (seta) na placenta corioalantoide (PL). Notar ainda a
localizacdo da decidua basal (DB) e parietal (DP). O SVV mantém estreita relacdo com a PL e o (tero
caracterizando uma estrutura anatbmica favoravel aos processos absortivos. Figura A: fotodocumentacgéo
macroscopica do parelho reprodutor feminino. Barra: 1cm. Figuras B, C, D e E: Microscopia eletrnica de
varredura. Fonte: Acervo do pesquisador.
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Figura 24— Microscopia de luz com coloracdo em hematoxilina e eosina (HE) dos cornos uterinos em
regido distal a cérvice (corte transversal) em inicio (figuras A, D e G), meio (figuras B, E e H) e fim
(figuras C, F e 1) da gestagdo. Figuras A, B e C: observar a luz do 6rgdo (L), o epitélio de revestimento
(cabeca de seta) e conjuntivo (C) associado. A arquitetura tecidual permanece sem alteracdes ao longo da
gestacdo. Notar, nas figuras D, E, F, G, H e |, o epitélio de revestimento (cabeca de seta) e tecido

conjuntivo frouxo (CF) que o sustenta. Figuras F e I: 0 * representa vasos sanguineos no conjuntivo.
Fonte: Acervo do pesquisador.
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Figura 25— Microscopia de luz com coloracdo em hematoxilina e eosina (HE) do corno uterino em regido
proximal & cérvice (corte transversal). Figuras A, B e C: observar a luz do 6rgdo (L), o epitélio de
revestimento (cabeca de seta) e conjuntivo frouxo (Cf) associado. Figuras D, E e F: notar o epitélio de
revestimento (cabeca de seta), conjuntivo frouxo (Cf) e denso ndo modelado (Cd). Figuras G, H e I: verificar
0 septo (S) de tecido conjuntivo frouxo (Cf) que divide o corno do Utero em duas cdmaras, nas quais
acumulam-se secrecdes (M). As cabecas de setas referem-se ao epitélio que reveste os dois lados do septo.

Fonte: Acervo do pesquisador.



137

Figura 26— Microscopia de luz com coloragdo em hematoxilina e eosina (HE) da cérvice uterina (corte
transversal) em inicio (figuras A, B e C), meio (figuras D, E e F) e fim (figuras G, H e I) da gestacéo.
Figuras A, B e C: observar a luz do 6rgéo (L), o epitélio de revestimento (cabeca de seta), conjuntivo frouxo
(C) associado e camada unilaminar de epitélio glandular (Eg). Do meio para o fim da gestacdo verificou-se
tendéncia ao aumento do desenvolvimento do tecido glandular secretor. Eg: epitélio glandular. C:
conjuntivo. M: muco. Fonte: Acervo do pesquisador.

Seguindo-se a estrutura tubular do colo uterino, observou-se, em continuidade, a
vagina, a qual, em sua regido proximal, apresentou a regido do férnix vaginal e

juntamente com a uretra continuavam-se, em tubo comum (seio urogenital ou vestibulo
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vaginal), até a superficie externa da genitadlia (Figura 27A). A regido vestibular
apresentou-se extremamente pregueada conforme se verifica ultraestruturalmente nas
figuras 27C. A regido da cérvice comunicou-se com a vagina mediante a presenca de um
Ostio unico (Figura 27B). Ja a vulva, apresentou-se constituida pelo clitoris e labios
vulvares (Figuras 28A, B, C e D).

A microscopia de luz revelou que o vestibulo da vagina apresentou revestimento
interno de epitélio cubico simples, seguidos de glandulas imersas em tecido conjuntivo
frouxo (Figuras 27D e E) além de musculatura estriada esquelética em disposicéo circular
(Figuras 27D, F e G). Ao final da gestacdo, observou-se riqueza de epitélio glandular e
intensa producdo de muco como se verifica nas figuras 27H e 1.

Em relacdo a genitalia externa foi possivel observar o clitéris (Figura 28A), a
abertura vulvar ou orificio vaginal, o qual era circunscrito pelos labios vulvares e, na
porgéo inferior, a comissura posterior (Figuras 28B e C).

A microscopia de luz dos labios vulvares revelou epitélio glandular, conjuntivo
frouxo e musculatura estriada esquelética (Figuras 28D e E).

Na regido do clitdris verificou-se a presenca de formacdes cartilaginosas, cujos
agrupamentos de condrécitos estiveram delimitados por camadas simples de melandcitos
(Figuras 28F e G).
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Figura 27— Macroscopia da vagina e vestibulo (figuras A e B), analise ultr

em fémeas ndo gestantes e histologia convencional do vestibulo vaginal no inicio (figuras D, E e F), meio
(figura G) e fim (figuras H e 1) da gestacdo. A: verificar a vagina (VAG) e seu vestibulo (VEST). Este
altimo, apresentou-se extremamente pregueado conforme se verifica nas figuras B e C. Em B: verificou-se o
Ostio (seta) que promove a comunicacdo entre a cérvice e a vagina. Além disto, ao longo da gestacéo,
verificou-se a presenga da luz do vestibulo (L), o epitélio de revestimento (cabecas de setas), a musculatura
estriada esquelética (Mes) e a riqueza de epitélio glandular (Eg) com atividade secretéria ao final da
gestacdo como se observa pela intensa produgdo de muco (M). Notar ainda, na figura I, a lamina prépria de
tecido conjuntivo (C) que sustenta o epitélio secretor anteriormente citado. Figuras A e B: macroscopia.
Barras: 1cm. Figuras B e C: microscopia eletrdnica de varredura. Figuras D, E, F, G, H e I: microscopia de
luz com coloracdo em hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo do pesquisador.
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Figura 28— Vulva de preas em fémea gestante. A notar 0 aspecto macroscopico da genitalia
externa. 1: vulva e c: clitéris. B: detalhe do canal uretral situado no clitéris (seta amarela), canal
vaginal (seta branca) e bexiga (cabeca de seta). C: detalhe tridimensional da vulva indicando a
sua abertura (orificio vaginal) e regido de comissura posterior (elipse tracejada). D: regido
vulvar apresentando epitélio glandular (Eg), conjuntivo frouxo (Cf) e musculatura estriada
esquelética (mes). E: notar a riqueza de epitélio glandular (Eg) e tecido conjuntivo frouxo
associado (C). As figuras F e G referem-se a regido do clitéris onde verificou-se a presenga de
tecido conjuntivo frouxo e formagdo cartilaginosa (setas), as quais estiveram delimitadas por
camada unilaminar de melandcitos (cabeca de seta). Figuras A e B: macroscopia. Barras: 1cm.
Figura C: microscopia eletronica de varredura. Figuras D, E, F e G: microscopia de luz com
coloracdo em hematoxilina e eosina (HE). Fonte: Acervo do pesquisador.
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5.2 DURACAO DA GESTACAO E NUMERO DE PARICOES

A duracdo da gestacdo em preas apresentou média de 59 dias e desvio padrdo de
2,7487 nas cinco fémeas utilizadas para este fim, parindo de um (20%) a dois filhotes
(80%).

5.3 CARACTERIZACAO DO CICLO ESTRAL EM PREAS

A espécie em analise (dez fémeas do outro experimento) apresentou ciclo sexual
poliéstrico continuo, cujo periodo médio foi 14,8 + 0,73 dias (12-16) (n=5) para as
fémeas mantidas em contato com o macho e 14,6 + 0,75 dias (13-17) (n=5) para aquelas
isentas do efeito deste ultimo, ndo sendo verificadas diferencas estatisticas significativas
(P>0,05) entre as fémeas dos dois grupos analisados (Tabela 3).

Por outro lado, comparando-se cada fase do ciclo com a respectiva duracdo e ainda
0s dois grupos experimentais, verificou-se que a presenca do macho influenciou,
significativamente, a fase de diestro, a qual se apresentou mais longa (4,0 £ 0,63 dias)

como se observa na tabela 3.
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Tabela 3 — Efeito da presenca do macho sobre a duracdo das fases do ciclo estral

(média + erro padrdo, dias) de preas.

Grupos experimentais
Fase do ciclo estral

Macho presente Macho ausente
Proestro 4,0+ 0,55 3,0+0,89
Estro 3,2+ 0,49 4,0+0,55
Metaestro 3,6 £0,68 5,2+0,58
Diestro” 4,0+0,63 2,4+0,24
Ciclo estral 14,8 + 0,73 14,6 +£0,75

“P<0,05

O ciclo estral foi também caracterizado por meio da analise descritiva de acordo
com o padrdo da citologia esfoliativa do epitélio vaginal bem como dos elementos
figurados associados como leucacitos, filamentos de muco e bactérias como demonstra o
paragrafo a seguir.

Nesse sentido, denominaram-se as células descamativas vaginais como sendo, em
ordem decrescente de maturacdo: células superficiais anucleadas (escamas anucleadas),
contendo morfologia poligonal, citoplasma eosinofilico, delimitado e auséncia de nucleo
- muitas vezes podendo serem encontradas granulagGes basofilicas resultantes da
cariorrexe (fragmentagdo nuclear) — (Figuras 29B, C e D) ; células superficiais nucleadas,
dotadas de formato poligonal, limites citoplasmaticos bem definidos, citoplasma
levemente basofilico ou eosinofilico e nucleo pequeno, contendo cromatina finamente
granulosa (Figura 29B) ou acentuadamente condensada (picnose nuclear) (Figura 29D);
células intermediérias, possuindo forma variando do redondo ao poligonal, citoplasma
basofilico, limites celulares pouco definidos, nucleo pequeno, porém maior do que na
célula superficial, e cromatina finamente granular (Figuras 29A, E, F, G, H e I); células

parabasais, caracterizadas por serem basofilicas, redondas e de moderada relacéo
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nucleo/citoplasma (Figuras 29A, E, F, G, H e 1); células basais, redondas,
acentuadamente basofilicas, diminutas em tamanho e com elevada relacdo
nucleo/citoplasma (Figuras 29G, H e I).

O inicio do proestro caracterizou-se pelo predominio de células parabasais e
intermediarias bem como pela presenca de bactérias e leucocitos (Figura 29A), sendo o
final deste periodo, similar a fase estrogénica.

Durante o estro, observaram-se numerosas células superficiais, cujos percentuais,
por diversas ocasides, ultrapassavam 80%, no tocante a celularidade deste tipo. Nesta
fase, houve predominio das escamas anucleadas em detrimento das superficiais nucleadas
(Figuras 29B, C e D). Outro aspecto importante consistiu na auséncia de leucocitos e
presenca de bactérias, estas Ultimas em pequeno numero ou até mesmo ndo sendo
visualizadas em alguns esfregacos citoldgicos (Figura 29D).

Posteriormente, na fase de metaestro, verificaram-se grande quantidade de células
intermediarias, neutrofilos e bactérias, seguidas de regular quantidade de células
parabasais (Figuras 29E e F).

Por fim, no diestro, verificou-se a predominancia de células basais, parabasais e
intermediarias. Os esfregacos apresentaram-se com 0 aspecto “sujo” mediante intensa
producdo de muco vaginal bem como pela grande quantidade de neutréfilos e bactérias
(Figuras 29G, He I).
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Figura 29- Fases do ciclo estral em fémeas de preas. Em A: Proestro |n|C|aI Observam -se celulas parabasals (setas pretas) e
intermediarias (setas vermelhas) como predominantes desta fase. Notar ainda a presenca de bactérias (cabeca de seta preta) e
um neutréfilo (cabeca de seta amarela). Figuras B, C e D: Estro. Em B: evidenciam-se trés células superficiais nucleadas
contendo cromatina finamente granular (setas) e o restante, constituido por células superficiais anucleadas (escamas
anucleadas). Observar ainda a presenca de bactérias (cabeca de seta). Em C: no transcorrer do estro, ocorre aumento da
descamacéo de células superficiais, presenca de bactérias e auséncia de leucocitos. Em D: notar o predominio das escamas
anucleadas e apenas uma célula superficial contendo nicleo picnético (seta). Tal esfregaco apresentou fundo limpo, ou seja,
isento de bactérias e leucdcitos. Barra desta figura: 20um. As figuras E e F remetem a fase de metaestro em estagio inicial e
avancado, respectivamente. Em E: verificar duas células parabasais justapostas (elipse tracejada), duas células intermediarias
(setas) e bactérias (cabeca de seta). Em F: nota-se o predominio de células intermediarias, de diferentes tamanhos, seguidas
das células parabasais. As bactérias e leucocitos também estiveram presentes, sendo dois destes Ultimos, representados pela
elipse tracejada. As figuras G, H e | caracterizaram o diestro. Em G: observar duas células intermediarias (setas) e o
aparecimento de células basais (elipse tracejada), as quais predominaram nesta imagem. Seguiu-se, nas figuras H e I, aumento
progressivo na quantidade de células profundas (basais) e a presenca de bactérias (elipse tracejada na figura H), filamentos de
muco (seta na figura 1), numerosos neutrdfilos e uma célula intermediaria binucleada (* na figura 1) além de células
parabasais. Os esfregacos citologicos vaginais foram corados mediante coloracdo pandtica répida. Fonte: Acervo do
pesquisador.
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Além disso, por meio do célculo percentual das médias gerais dos tipos celulares
identificados pela citologia vaginal, foi possivel observar, na fase de estro, que 0s
percentuais de escamas anucleadas e superficiais nucleadas (59,42+1,48 % e 15,84+0,79,
respectivamente) representaram mais de 70% da celularidade total, ao passo que no
diestro, as células profundas (parabasais e basais), cujos percentuais médios foram
30,65+1,06 % e 18,67+0,87 %, respectivamente, estiveram constituindo quase a metade
de todas as celulas identificadas e contabilizadas nessa fase. Ademais, as fases de
proestro e metaestro demonstraram-se semelhantes no que se refere a celularidade
encontrada, sendo as médias de células superficiais nucleadas maiores no proestro e as

intermedidrias, superiores no metaestro (Figura 30).
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Figura 30 — Percentual médio geral dos diferentes tipos celulares identificados pelo
método colpocitolégico durante as fases do ciclo estral de preas.
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5.3.1 Avaliacéo do ciclo estral em preas apds analise estatistica

A contagem (porcentagem) de escamas anucleadas sofreu efeito significativo
(P<0,05) da interacdo entre tratamento (macho ausente, macho presente) e fase do ciclo
estral (Figura 31). A diferenca entre os tratamentos foi observada no proestro, com as
fémeas mantidas na presenca do macho (35,05+1,97 %) apresentando uma porcentagem
média de escamas anucleadas superior a daquelas privadas da presenca do macho
(18,00+£2,28 %). No estro foram registrados os maiores valores médios em ambos 0s
tratamentos, 59,19+2,21 % para as fémeas mantidas com o macho e 59,65+1,97 % para
aquelas sem a presenca deste ultimo. O grupo com o macho presente apresentou menor
valor médio de escamas anucleadas na fase diestro (14,55+1,97 %). Por outro lado, nédo
houve diferenga significativa entre os resultados obtidos no proestro (18,00+2,28 %) e
diestro (8,33£2,55 %) para 0 grupo em gue 0 macho esteve ausente.
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Figura 31 — Efeito do macho sobre a contagem média de escamas anucleadas pelo
método colpocitologico em preas nas diferentes fases do ciclo estral.
Médias seguidas por letras minGsculas iguais dentro de cada grupo experimental (macho
presente, macho ausente) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Médias seguidas por letras mailsculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral (proestro,
estro, metaestro, diestro) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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As células intermediarias também sofreram efeito significativo (P<0,05) da
interacdo entre tratamentos e fase do ciclo estral (Figura 32). No proestro, as fémeas
mantidas isoladas do macho apresentaram uma porcentagem média (48,73+£2,17 %)
significativamente superior aquela encontrada no grupo com o macho presente
(37,85+1,88 %). Naquele grupo, ndo foi observada diferenca significativa no valor médio
de células intermediarias entre as fases proestro e metaestro (46,34+1,65 %), sendo a
menor média obtida no estro (18,45+1,88 %). No grupo de fémeas mantidas na presenca
do macho néo foram encontradas diferencas significativas para esse tipo celular entre o
proestro (37,85+1,88 %), metaestro (44,05+1,98 %) e diestro (30,75+1,88 %), sendo o

estro a fase com a menor média (20,69+2,10 %).
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Figura 32 — Efeito do macho na contagem meédia de células intermediarias pelo
método colpocitoldgico em preés nas diferentes fases do ciclo estral.
Médias seguidas por letras mindsculas iguais dentro de cada grupo experimental (macho
presente, macho ausente) nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Médias seguidas por letras mailsculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral (proestro,
estro, metaestro, diestro) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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As células superficiais nucleadas, parabasais e basais sofreram efeito significativo
da fase do ciclo estral (P<0,05). A proporcdo média de células superficiais nucleadas foi
significativamente mais elevada durante as fases proestro (12,94+0,80 %) e estro
(15,84+0,79 %), ndo diferindo entre si. O estro ainda foi marcado pela menor
porcentagem média de células parabasais (4,10+0,97 %) e basais (0,72+0,79 %). Por
outro lado, o diestro foi caracterizado pela maior porcentagem média de células
parabasais (30,65+1,06 %) e basais (18,66+0,86 %). A porcentagem média de células
parabasais ndo diferiu entre o proestro (13,03+£0,99 %) e o metaestro (16,23+0,89 %)

conforme se observa na figura 33.
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Figura 33 — Contagem média de células superficiais nucleadas, parabasais e basais
pelo método colpocitoldgico em preas nas diferentes fases do ciclo estral.

Médias seguidas por letras minUsculas iguais dentro de cada tipo celular (superficiais
nucleadas, parabasais e basais) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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5.4 PLACENTACAO VITELINICA E CORIOALANTOIDE

O processamento de um saco gestacional aos 13 dias de gestacdo possibilitou o
entendimento da organizagdo da placenta vitelina, a qual era constituida pelos
endodermas parietal e visceral que, por sua vez, delimitavam a cavidade do saco vitelino.
No entanto, ndo foi possivel a observacdo do trofoblasto mural, membrana de Reichert
subjacente e endoderma parietal, os quais estariam relacionados a composicdo da
onfalopleura bilaminar. Tal condicdo poderia estar relacionada ao processamento do
material, levando-se em conta a fragilidade das membranas fetais e a dificuldade em se
manter de forma inalterada todos os componentes do saco gestacional.

Por outro lado, a amostra em questdo poderia encontrar-se numa situacao durante a
inversdo do saco vitelino, fato este que indicaria ser a referida onfalopleura o primeiro
complexo de membrana a sofrer processo de degeneragdo, restando, pois, 0 endoderma
parietal, que apds posterior desaparecimento, possibilitaria o desenvolvimento e expansao
do endoderma visceral, caracterizando-se, assim, a inversao completa do saco vitelino.

Desta forma, independente da explicacdo real para o arranjo anatdomico observado
foi a possibilidade de se estabelecer como condigéo primordial para a caracterizagdo de
uma condicdo anterior a inversao, a persisténcia de pelo menos um dentre os trés
componentes que compdem a onfalopleura bilaminar, neste caso o endoderma parietal
(Figura 34A).

Conforme descrito, ndo se descarta que algumas disposi¢es anatdmicas observadas
sejam oriundas de artefatos gerados pelo processamento histologico, porém a anélise de
dois sacos gestacionais no décimo quarto dia de gestacdo revelaram desorganizacdo e
desprendimento de células endodérmicas parietais que recobriam o Gtero bem como o
contorno promovido pelo trofoblasto mural e superficie fetal da placenta corioalantoide
(Figura 34B).

E importante destacar que a partir do décimo quinto dia ndo mais se evidenciou
onfalopleura bilaminar, fato este que vem corroborar que a inversdo do saco vitelino
ocorre aos 14 dias de gestacdo. Apos este periodo, destacaram-se expansdes do embrido e
placenta principal, além do endoderma visceral que circunscrevia todo o contorno da

decidua parietal. Com efeito, criou-se um mecanismo de aposicdo entre o endoderma
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visceral e Utero como forma de otimizar o intercambio de substancias entre mée e
embrido, situacdo esta verificada pela completa exposicdo do epitélio visceral ao
contetido secretado pelas glandulas uterinas (Figuras 34C e D).

Além disso, evidenciaram-se relagdes de aposi¢do entre os endodermas localizados
proximos a placenta corioalantoide (vale lembrar que esta interface formada resulta de
aproximacdes entre o endoderma visceral e o parietal, este Gltimo representando o
epitélio que recobre a placenta corioalantoide e que ndo degenera apds a inversdo)
favorecendo, pois, a interpretacdo de importante regido para as trocas de substancias,
constituindo vias bidirecionais entre placenta e embrido (Figuras 34E, F, G, He I).

Nestes locais as celulas endodérmicas viscerais possuiram formato colunar, nucleos
situados na posicdo basal e numerosas vilosidades em arranjo de tufos ou vilos, como
verificado no vigésimo dia de gestacdo (Figuras 34E, F e G) e aos 25 dias de gestacdo
(Figuras 34H e 1), os quais apresentaram maiores intensificagdes das formacdes vilosas
nos dias 35 da gestacdo (Figuras 35A e B) de acordo com o que se observou nas
microscopias de luz e varredura respectivamente.

O endoderma parietal, remanescente a inversao, foi aquele que se situou recobrindo
a superficie fetal da placenta principal, porém sem entrar em contato direto com esta
ultima, pois encontrou-se interposto por uma membrana basal de Reichert a qual se
apresentou positiva para a reacdo do acido periodico de Shiff (P.A.S) como observado na
figura 35C. Pela microscopia eletrbnica de varredura, observou-se que a referida
membrana era continua, relativamente espessa e com aspecto amorfo (Figura 35D).
Nestes locais, as células endodérmicas apresentaram formato colunar e numerosas
vilosidades ao longo do disco placentario, cuja aproximacdo ao endoderma visceral foi
evidente (Figuras 34E, F, G, He 35A e E).

A esplancnopleura foi caracterizada pela presenca de células endodérmicas
viscerais que repousavam sobre uma membrana basal visceral (Figuras 34F e H).
Externamente a este endoderma, evidenciou-se uma segunda membrana basal revestindo
as células mesoteliais que margeavam o celoma extraembrionario, sendo denominada
membrana basal serosa (Figura 34E e H). A reacdo imunohistoquimica para vimentina
promoveu marcacdo especifica para células mesenquimais envolvidas na organizacao da

vascularizagdo vitelinica juntamente com a membrana basal visceral que, por sua vez,
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promovia a sustentacdo das formacdes vilosas direcionadas para o epitélio parietal da
placenta principal (Figura 34H e ). No caso da superficie que recobria a placenta
principal verificou-se reacdo para vimentina com marcagdo intensa e especifica para a
membrana de Reichert e de forma inespecifica para as células endodérmicas parietais que
se apoiavam naquela membrana (Figura 34H).

As células endodérmicas viscerais mostraram-se heterogéneas com relacdo a
superficie externa das membranas citoplasmaticas, quando analisadas em locais
proximais ou distais a placenta corioalantoide. Na regido peri-placentaria, observaram-se
numerosas projecdes da membrana celular nas células endodérmicas, as quais variaram
de formas curtas a longas e cujo aspecto possuiu similaridade a pseudopodes, podendo-se
inferir, neste caso, que tal epitélio apresentou elementos primordiais de dindmica motora
(Figura 35H). J& em locais distantes ao disco placentéario, evidenciou-se um endoderma
visceral dotado de células pequenas com formato redondo ou oval, nlcleo também
situado em posicdo basal (Figura 35F) e superficie externa lisa (Figura 35G).

A aparéncia vilosa do endoderma visceral principalmente nas regides proximas a
placenta principal foi ratificada também pela macroscopia em sacos gestacionais de preas
obtidos a termo e processados mediante perfusdo com latex Neoprene 650 centrifugado
(Figura 351).
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Figura 34— Placentacdo vitelina em gestacdo inicial e intermedidria. Em A: notar a presenca do
embrido (*), aos 13 dias de gestacdo, inserido no interior da cavidade amnidtica e recoberto pelo
ectoderma do &mnio; o Utero (U) e a cavidade do celoma extraembrionario (CEE). Observar ainda os
gndodermas visceral (seta vermelha) e parietal (seta preta) delimitando a cavidade do saco vitelino
(CV). Em B, verifica-se, aos 14 dias, descontinuidade e desorganizacdo do endoderma parietal que
recobre o utero (U) e placenta corioalantoide (PLC). Desta forma, as células endodérmicas ainda
aderidas a tais estruturas sdo apontadas pelas setas azuis. Apds a inversdo, aos 15 dias, destaca-se, na
figura C, expansdes do endoderma visceral, o qual envolve o embrido e mantém intima relacdo com
os tecidos uterinos (circulo amarelo), fato este também demonstrado na figura D. As figuras E, F e G
(aos 20 dias de gestagdo), H e | (aos 25 dias) referem-se as relacdes de aposi¢do que se estabelece
entre os endodermas parietal (EP) e visceral (EV) em regido proxima a placenta principal (PLC). O
endoderma visceral forma nimerosas vilosidades e arranjo em tufos ou vilos que se aproximam do
endoderma parietal. Notar ainda, nas figuras E e H, representadas pelas setas azuis, a membrana
basal serosa. Em H, a seta preta destaca a vascularizacdo vitelina e membrana basal visceral
associada. As figuras A, B, C, E e F foram processadas por histologia convencional e coradas por
hematoxilina e eosina (HE). Em I: notar a reagdo positiva para a vimentina na placenta principal e a
localizacdo do embrido (*). H e I: reacdo imunohistoquimica para vimentina. Figura D: microscopia
eletrébnica de varredura e figura G: microscopia eletrdnica de transmissdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

500
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Figura 35— Placentacdo vitelina em gestacdo avancada. Em A e B: observar a expansdo das formacdes
vilosas do endoderma visceral (EV) aos 35 dias de gestagdo. Em C (40 dias de gestacdo): verifica-se, em
destaque, a membrana de Reichert (seta espessa), a qual separa a placenta princial (PLC) do endoderma
parietal (EP) que permanece ap0s a inversdo. Esta membrana apresentou-se continua e com aspecto amorfo
(Figura D). Em E: notar o desenvolvimento da placenta principal (PLC), aos 40 dias de gestacdo, a qual
contribui para as aproximagdes do endoderma visceral e embrido (*) a referida placenta. Evidenciar ainda a
deciduas basal (DB) e parietal (DP). As figuras F e G (aos 45 dias de gestacdo) indicam regides distantes da
placenta principal em que células endodérmicas viscerais apresentaram-se com superficie externa bastante
lisa. Na figura H (quadragésimo quinto dia de gestacdo), verificou-se uma situacdo oposta, onde células
endodérmicas viscerais demonstraram superficie externa dotada de numerosas projecdes similares a
pseudopodes. Em I: saco gestacional obtido a termo. Evidenciou-se o corddo umbilical (seta) promovendo
conexdo entre o feto e placenta corioalantoide (estrutura discoidal destacada em azul). O saco vitelino
visceral (* vermelho) apresentou aparéncia vilosa em locais préximos da placenta principal e lisa em
regides distais do referido 6rgdo (* azul). U: Gtero. Figura A: histologia corada por hematoxilina e eosina
(HE). Figura C: histologia corada pelo &cido periodico de Shiff (P.A.S). Figura E: histologia corada pelo
azul de toluidina (AT). Figuras B, D, G e H: microscopia eletrénica de varredura. Figura I: macroscopia
mediante perfusdo com latex neoprene 650. Barra desta figura: 1cm. Fonte: Acervo do pesquisador.

: F.



154

Com relacdo a placenta principal, observou-se, aos 10 dias de gestacdo, muitas
areas de sangue materno intercaladas com camadas de citotrofoblasto, espongio e
sinciciotrofoblasto, cuja predominancia ja assinalava este dltimo (Figura 36A). No
décimo segundo dia, verificou-se que a proliferacdo trofobléastica foi mais intensa na
regido do cone ectoplacentario e expandia-se até os endodermas parietal e visceral que
estiveram delimitando a cavidade do saco vitelino e ao mesmo tempo contribuindo para o
surgimento de outra cavidade: o celoma extraembrionario (Figura 36B). Assim, no
referido intervalo de dois dias, a placenta permanece desorganizada estruturalmente,
porém modificando de formato, que passa do eliptico achatado ao ovalado, mediante um
maior preenchimento do espacgo proporcionado pela luz uterina.

Aos 14 dias, a placenta corioalantoide comecou a apresentar forma discoidal e
continha duas extremidades afiladas nas quais partiam epitélio endodérmico visceral que
se projetava, internamente, de modo a envolver o embrido. Em disposicdo externa,
verificou-se 0 endoderma parietal que acompanhava o contorno promovido pelo visceral
e ainda recobria toda a placenta principal. Nesta fase, tal 6rgdo placentario demonstrou
arranjos cito e sinciciotrofoblastos que sinalizaram os primérdios do labirinto (Figura
36C) bem como tornou-se evidente, aos quinze dias de gestacdo, o pedinculo placentério
que inseria a placenta no estroma decidualizado (Figura 36D). Neste local, células
mesenqguimais fusiformes com limites celulares indistintos e anisocitose coexistiram com
0s agregados multinucleados sinciciais que caracterizaram o sinciciotrofoblasto (Figura
36E) e células citotrofoblasticas (Figura 36F), sendo ambas as linhagens de origem
corionica, dotadas de elevada relacdo nucleo/citoplasma, macronucléolos Unicos e

citoplasma densamente corado.
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Figura 36— Placentacdo corioalantoide no inicio da gestagdo. Em A: corte transversal do saco
gestacional, aos 10 dias de gestacdo, demonstrando uma placenta principal imatura, contendo vérias
areas de sangue e camadas trofoblasticas desorganizadas. O formato evidenciado foi eliptico e
achatado. Em B: notar, aos 12 dias de gestacdo, o aumento da proliferacdo trofoblastica da placenta
principal (PLC), principalmente no local de insercéo desta com a decidua basal (*). Observar ainda
as localizagBes dos endodermas parietal (EP) e visceral (EV) do saco vitelino, os quais contribuem
para a delimitacdo de outra cavidade: o celoma extraembrionario (CEE). Em C: corte transversal de
um saco gestacional aos 14 dias de gestacdo. Notar o estabelecimento da forma discoidal da placenta
(PLC), o local de insercdo desta na decidua basal (*) bem como as suas extremidades afiladas das
quais partem os endodermas parietal (EP) e visceral (EV), sendo todas as estruturas citadas
delimitadas pela decidua parietal (DP). Em D: observar a ancoragem da placenta principal (PLC) na
decidua basal (DB) por meio do pedunculo placentario (*). Em E: verificar a proximidade das
células sinciciotrofoblasticas (ST) com o estroma da decidua basal (DB). Em F: observou-se o
sinciciotrofoblasto (ST) e célula citotrofoblastica (CT) oriunda de uma regido da figura anterior. As
figuras D, E e F constituiram amostras aos 15 dias de gestagdo. Figuras A, B, C, D e E: histologia
convencional e coloracdo por hematoxilina e eosina (HE). Figura F: microscopia eletrbnica de
transmissdo. Acervo do pesquisador.

Entre os dias 16 e 17 da gestacdo verificou-se um aumento acentuado de tamanho
do oOrgdo placentario (localizado no lado anti-mesometrial do Utero) acarretando em
aproximacdes do embrido (inicialmente no lado mesometrial) e endoderma visceral a
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referida placenta como se verifica nas figuras 37A e B. Esta ultima figura proporcionou a
observacao de duas areas bem definidas, sendo o lado convexo do disco constituido por
espongiotrofoblasto intercalado por numerosos canais de sangue materno e a metade
posterior, representada por arranjos anastomosados, 0s quais delimitavam vasos fetais e
lacunas maternas, sendo, pois, um verdadeiro labirinto contendo areas de trocas materno
fetais.

No vigésimo dia da gestacdo, verificou-se, em destaque, as relagdes anatdmicas
observadas entre o disco placentério e a decidua basal, sendo a ancoragem daquela no
estroma endometrial, promovida pelo pedunculo placentario. A placenta principal
apresentou regides bem definidas do espongiotrofoblasto que constituia a superficie fetal
desta placenta, o labirinto, o qual continha os principais locais destinados as trocas entre
mée e embrido e finalmente a subplacenta, que se configurou numa estrutura lobular,
situada entre o labirinto e decidua basal (Figura 37C).

Em termos de organizacdo da vascularizacdo, a regido do labirinto ndo esteve
completamente estruturada nesta fase (aos 20 dias) e o0 quantitativo vascular de ambos 0s
organismos ainda ndo se mostrou tdo numeroso (aos 25 dias de gestacdo), como se
comprovou na reagdo imunohistoquimica para vimentina (Figuras 37D e E), quando
comparado ao trigésimo dia, periodo este em que se verificou o desenvolvimento
predominante do labirinto, o qual passou a ocupar grande parte do volume placentario
(Figura 37F).

A subplacenta, aos 35 dias, apresentou aspecto lobular e localizou-se entre a
placenta e decidua basal, mais especificamente na base da placenta corioalantoide, onde
se encontra a escavacdo central (Figura 37G). Esta Ultima reflete um espago vazio
delimitado por laterais compostas de tecido conjuntivo extraembrionario. Este
mesénquima, entdo, passa a ser revestido por camadas citotrofoblasticas, as quais sdo
sustentadas por sinciciotrofoblastos expansivos das referidas laterais até a superficie
decidual (Figura 37H). As células citotrofoblasticas deste 6rgdo apresentaram contornos
celulares bem definidos, basofilia citoplasmatica, elevada relagdo nucleo/citoplasma,
nucléolos Unicos e grandes, cromatina nuclear finamente granular e normocitose, 0 que
contribuiu para a caracterizacdo de camadas homogéneas no que se refere a celularidade.

Ja o sinciciotrofoblasto caracterizou-se pela presenca de grandes agregados celulares, por
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vezes contendo amoldamento nuclear, nucléolo evidente, limites celulares mal definidos,
eosinofilia citoplasmatica e numerosos vacuolos citosolicos (Figura 37H).

No caso da andlise macroscopica oriunda da obtengdo de um saco gestacional
colhido a fresco, aos 40 dias de gestacdo, destacou-se a presenca de uma placenta
discoidal, cuja coloragéo intensamente vermelha, refletiu o continuo aumento do aporte

vascular direcionado a este 6rgdo (Figura 371).
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Figura 37— Placentacdo corioalantoide em gestacdo intermedidria e inicio da avancada. Em A: corte transversal do
saco gestacional, aos 16 dias de gestacdo, demonstrando uma placenta principal discoidal (PLC), o endoderma visceral
do saco vitelino, o Utero (U), decidua parietal (DP) e dois embrides (setas). Em B: aos 17 dias de gestagdo, evidenciou-
se um aumento pronunciado no tamanho do 6rgéo placentario (PLC), resultando em aproximacfes do embrido (*) e
endoderma visceral associado. Notar ainda a decidua parietal (DP), basal (DB) e duas regides placentarias
discerniveis: o espongiotrofoblasto (SPT) e labirinto (LAB). Em C: no vigésimo dia de gestacdo, observar as relagdes
anatdbmicas entre a decidua basal (DB) e placenta corioalantoide (PLC), sendo esta Gltima constituida por
espongiotrofoblasto (SPT), labirinto (LAB) e subplacenta (SP). A insercdo da placenta na referida decidua ocorre pela
formagédo do pedinculo placentéario (PP). Verificar ainda o endoderma visceral (EV). Em D: caracterizou-se a regido
do labirinto placentario, aos 25 dias de gestagdo, o qual apresentou imunorreatividade para a vimentina. Em E:
controle negativo para a reagdo imunohistoquimica evidenciada na figura anterior. Em F: no trigésimo dia gestacional,
evidenciou-se o desenvolvimento predominante do labirinto (LAB), o qual passou a ocupar grande parte do volume
placentario. Verificar também a presenca do espongiotrofoblasto (SPT), endoderma visceral (EV) e parietal (EP) do
saco vitelino. Em G: destacou-se uma visdo geral do saco gestacional, aos 35 dias de gestacdo, onde podem ser
observadas as deciduas parietal e basal, o endoderma visceral (EV), a placenta corioalantoide (* amarelo) e
subplacenta (* vermelho). Em H (grande aumento da regido subplacentaria da figura anterior): verificar o processo de
crescimento da subplacenta, os quais demonstram invaginagdes de camadas citotrofoblasticas (CT), as quais se apoiam
em pronunciados sinciciotrofoblastos (ST). Em I: demonstraram-se dois sacos gestacionais, aos 40 dias de gestacéo,
nos quais evidenciaram-se duas placentas corioalanoides discoidais em amostras obtidas a fresco. Figuras A, B, F, G e
H: histologia convencional e coloracdo pela hematoxilina e eosina (HE). Figura C: microscopia eletronica de
varredura. Figura D: imunohistoquimica para vimentina. Figura E: controle negativo da reagdo da figura anterior.
Figura I: macroscopia. Barra desta figura: 1cm. Fonte: Acervo do pesquisador.
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Desta forma, com o subsequente desenvolvimento, observou-se, no trigesimo
oitavo dia de gestacdo, uma placenta principal, a qual passou a apresentar formacoes
lobulares contendo, em cada I6bulo, uma zona externa espongiotrofoblastica (formada
por ectoderma coridnico cujo citoplasma é vacuolado e intensamente basofilico), uma
zona intermediaria composta pelo labirinto e outra central, sendo tal formacao separada
de outros l6bulos por uma area mesenquimatosa também conhecida como interlobulo
(Figura 38A). No dia em questdo, verificou-se reducdo significativa da regido
espongiotrofoblastica, a qual passou a margear a superficie fetal da placenta
corioalantoide (Figura 38B).

Aos 40 dias, destacou-se ainda a verificacdo de grandes vasos fetais, situados no
labirinto placentario, cuja distancia para um canal de sangue materno (lacuna materna) se
limitava a apenas uma camada de sinciciotrofoblasto, fato este que possibilitou a
classificacdo da barreira interheméatica como hemomonocorial (Figura 38C).

A reacdo imunohistoguimica para vimentina apresentou, do quinquagésimo dia em
diante, intensa marcacdo especifica, na regido do labirinto placentario (Figura 38E),
sendo este local reconhecidamente como o principal reduto de trocas gasosas e
substancias necessarias ao desenvolvimento do concepto (Figuras 38D, E e F).

Seguiu-se ainda marcacdo especifica e crescente para a presenca do antigeno
nuclear de proliferagdo celular (PCNA) no endoderma parietal, espongio e
sinciciotrofoblasto, sendo a reacgéo verificada pela coloragdo nuclear, em marron, no
ensaio imunohistoquimico produzido e indicando-se tratar de células em intensa atividade
mitotica (Figura 38G).

Finalmente, demonstrou-se, macroscopicamente, os aspectos morfoldgicos da
placenta principal, a termo, tanto em amostra processada pela perfusdo de latex neoprene
650 como naquela obtida a fresco (Figuras 38H e 1).
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Figura 38— Placentacdo corioalantoide em gestacdo avancada. Em A: Verificar, aos 38 dias de gestacdo, o
elevado grau de organizacdo da estrutura placentaria, a qual apresentou formagdes lobulares organizadas
em: centro do lébulo (C), labirinto (LAB) e regides de interldébulo (I). Notar ainda a escassez de
espongiotrofoblasto (SPT), também demonstrado na figura B. Em C: aos 40 dias de gestacéo, na regido do
labirinto placentario, verificou-se a presenca de um grande vaso fetal, contendo numerosos eritrocitos em
sua luz (*) bem como o contorno produzido pelo seu endotélio (seta preta). Muitos canais de sangue
materno localizaram-se nas proximidades, sendo um deles, destacado pela seta espesssa em azul. Em D:
promoveram-se destaques aos endodermas visceral (EV), parietal (EP), espongiotrofoblasto (SPT),
interlébulo (1) e labirinto placentéario (LAB), em amostra colhida aos 45 dias de gestagdo. Notar a marcagéo
positiva, em marrom, para a vimentina. Em E: evidenciou-se, aos 50 dias de gestacdo, intensa
vascularizacdo, na regido do labirinto placentario, fato este demonstrado pela reacdo da vimentina. Em F:
controle negativo da reacdo imunohistoquimica evidenciada na figura anterior. Em G: Demonstrou-se, aos
55 dias de gestacdo, reacdo positiva para 0 PCNA (antigeno nuclear de proliferacéo celular) pela marcacéo
especifica, em marrom, do nucleo das células situadas no labirinto (LAB) e endoderma parietal (EP). I
interldbulo. As figuras H e | caracterizaram sacos gestacionais obtidos a termo em amostra colhida
mediante injecdo de latex Neoprene e a fresco, respectivamente. Barras destas figuras: 2cm. Figuras A, B e
C: histologia convencional e coloracdo por hematoxilina e eosina (HE). Figuras D e E: reacdo
imunohistoquimica para vimentina. Figura G: reagdo imunohistoquimica para 0 PCNA. Fonte: acervo do
pesquisador.
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5.5 EMBRIOGENESE E DESENVOLVIMENTO FETAL

Inicialmente, o blastocisto possuiu forma arredondada ou oval e encontrou-se
inserido na camara de implantacdo da luz uterina. Sua localizacdo ocorreu na regido
mesometrial do Utero e o consequente processo de implantacdo foi caracterizado como
intersticial. Aos seis dias de gestacdo verificou-se, por meio de analise tridimensional, a
estreita relacdo de aposi¢do com os tecidos maternos (Figuras 39A e B).

No oitavo dia, evidenciou-se, na estrutura esférica blastocistica, 0 desenvolvimento
de uma cavidade central, a qual preenche-se com liquido e foi denominada bastocele.
Num dos seus polos, desenvolveram-se proliferacfes de células embrioblasticas (massa
celular interna), as quais formaram o assoalho da referida cavidade e denotavam que a
expansdo gradual iria se direcionar para o interior desta. Externamente, o blastocisto foi
constituido pelo trofoectoderma (ou trofoblasto mural), e apresentou, na posi¢cdo mais
externa da mesma extremidade em que se localizou o embrioblasto, proliferacdo de
células  trofoectodérmicas (cone ectoplacentario) responsaveis pelo  futuro
desenvolvimento da placenta corioalantoide (Figura 39C).

Aos nove dias de gestagdo, evidenciou-se um blastocisto alongado ou cilindrico, o
qual apresentou-se revestido externamente pelo trofoblasto mural e internamente, por
células do hipoblasto (Figuras 39D e E). No décimo dia, desenvolveram-se proliferacGes
de células ectodérmicas amnioblasticas que envolveram o embrioblasto e a0 mesmo
tempo delimitavam a cavidade amniotica (Figuras 39F e G), resultando em projecfes da
massa celular interna para o centro dessa cavidade, possibilitando, pois, o
estabelecimento dos primdrdios do embrido aos 12 dias de gestacdo (Figura 39H).

No décimo quarto dia de gestacdo, o embrido passou a diferenciar suas trés
camadas germinativas: ectoderma, mesoderma e endoderma embrionarios. Da mesma
forma os trés folhetos extraembrionarios foram visiveis e discerniveis, o que também

contribuiu para uma estrutura linear e trilaminar do embrido (Figura 391).
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Figura 39— Desenvolvimento embrionario inicial em preds. Em A e B: aos seis dias de gestacao,
evidenciar o blastocisto inserido na cdmara de implantacéo da luz uterina. Em C: aos oito dias, a estrutura
blastocistica permanece arredondada ou oval, sendo o0 seu revestimento externo composto por
trofoectoderma (trofoblasto mural) e no seu centro, desenvolve-se uma cavidade denominada blastocele
(*). Num dos pélos, evidenciaram-se proliferacdes de células embrioblasticas (massa celular interna)
(seta) e ainda proliferacdes de células do trofoblasto nos limites externos desse pélo (cone
ectoplacentéario) (CE). Figuras D e E (9 dias de gestacdo): a forma do blastocisto torna-se alongada, com
revestimento externo constituido por trofoblasto mural (T) e interno, por células hipoblasticas (seta).
Figuras F e G (10 dias de gestacdo): notar a formacdo da cavidade amniética (CA) e desenvolvimento do
embrioblasto (*). Figura H (12 dias de gestacdo): observar o aumento proliferativo do embrioblasto
(massa celular interna) (seta) no interior da cavidade amniética (CA). Figura | (14 dias de gestag&o): notar
a diferenciacdo dos trés folhetos embrionarios (camadas germinativas): ectoderma embrionério (ECE),
mesoderma embrionario (ME) e endoderma embriondrio (ENE). Evidenciar ainda o ectoderma
extraembriondrio (setas pretas), 0 mesoderma extraembrionério (*) e endoderma extraembrionario (seta
azul). Figuras A, B: microscopia eletrdnica de varredura. Figura C: histologia convencional corada em
azul de toluidina (AT). Figuras D, E, F, G, H e I: histologia convencional e coloragdo por hematoxilina e
eosina (HE). Fonte: Acervo do pesquisador.

L A .
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No entanto, com a chegada do décimo quinto dia gestacional, observaram-se
dobramentos embrionarios que sinalizaram o inicio da formagéo do tubo neural, mediante
invaginacgdo prévia do ectoderma embrionario (sulco neural) como pode ser evidenciado
na figura 40A. Nesta fase, o endoderma visceral foi proeminente, resultado da
diferenciacdo do hipoblasto nos endodermas parietal e visceral do saco vitelino. Porém,
apenas o visceral foi observado por se tratar de um periodo pds-inversao do saco vitelino.

Aos dezesseis dias, detectou-se a delaminacdo do mesoderma lateral em somaético
(adjacente ao ectoderma embrionario) e esplancnico (vizinho ao mesoderma embrionario)
como pode ser verificado na figura 40B. No décimo sétimo dia, notou-se o aparecimento
da vesicula auditiva (situada na lateral do embrido) e do mielencéfalo, o qual promove
maior complexidade morfoldgica ao embrido (Figura 40C).

O décimo oitavo dia de gestacdo cursou com diferenciagcdes importantes do sistema
nervoso: o aparecimento do diencéfalo e mielencéfalo bem como de 6rgdos sensoriais
como o auditivo (pela presenca de um par de vesiculas auditivas) e o Optico, mediante
formacéo da vesicula oOptica, a qual foi constituida pela retina e cristalino (Figura 40D).
Além disto, invaginagfes na regido bucofaringea culminaram com o surgimento do
estomodeu (primordios da boca), conforme encontra-se demonstrada na figura 40E.

Verificou-se, aos 19 dias, um embrido extremamente encurvado ventralmente, fato
este que dificultava o discernimento das caracteristicas morfoldgicas dos membros
toracicos e pélvicos. As trés vesiculas encefalicas ja estavam presentes (prosencéfalo,
mesencéfalo e rombencéfalo) bem como os placoides do cristalino e saliéncia cardiaca
(Figura 40G). Acrescido a isto, observaram-se, aos 20 e 22 dias de gestacéo, a saliéncia
auricular, inicio da formacéo do focinho, presenca do sulco labial e membros toracicos e
pélvicos em formato de nadadeiras. A face embrionéria ainda se encontrou voltada para a
proeminéncia cardiaca, caracterizando o formato em “C”, peculiar para esta fase de
desenvolvimento (Figuras 40H e 1).

As referidas curvaturas nos dias supracitados estavam acompanhadas por um maior
desenvolvimento da cabeca em relacdo ao resto do corpo (Figuras 40G, H e 1); a pele, até
entdo, foi considerada lisa e transparente, fato este que possibilitou a visualizagdo de
NUMEerosos vasos sanguineos na regido da cabeca (Figura 401); a cauda apresentou-se

longa e com uma pequena curvatura na posicao distal (Figuras 40G, H e I).
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Figura 40— Embriogénese intermediaria preas. Em A (embrido aos 15 dias de gestacdo): verificar a estrutura
embrionaria, cujos dobramentos sinalizam a formagdo do tubo neural (seta) e retrataram o ectoderma embrionério
(Ec), mesoderma embrionario (M) e endoderma embrionario (En). EV: endoderma visceral. U: Utero. Em B (embrido
aos 16 dias de gestagdo): Evidenciar uma camada de ectoderma coridnico (C), o ectoderma embrionério (ECE) e a
formacdo de uma invaginagdo que resulta na origem do sulco neural (seta preta). O mesoderma embrionério (M) é
visualizado logo abaixo da estrutura anteriormente citada. Notar ainda a diferenciacdo do mesoderma em: somatico
(Ms) e esplancnico (Me). Os endodermas embrionarios e extraembrionarios sdo identificados pela seta vermelha e *,
respectivamente. U: Gtero. Em C (embrido aos 17 dias de gestagdo): notar o aparecimento do mielencéfalo (M) e uma
vesicula auditiva (VA) na lateral do embrido. As figuras D, E e F representam embrides no décimo oitavo dia de
gestacdo. Em D: verificou-se a presencga do diencéfalo (D), vesicula Optica (estrutura destacada pelo circulo tracejado
em amarelo), a qual foi composta pela retina (R) e cristalino (C). Notar ainda, na figura E, uma invaginag&o,
resultando na formacéo do estomodeu (E). Em F: reagdo intensa para 0 PCNA, em todas as células que comp&em o
embrido bem como na placenta corioalantoide (PLC). Em G (embrido aos 19 dias de gestacdo): observar a acentuada
curvatura ventral e pequena protuberancia da saliéncia cardiaca (7). Figuras H e | (embrifes aos 20 e 22 dias de
gestagdo, respectivamente): notar o formato de nadadeira dos membros toracicos (6) e pélvicos (8), o inicio da
formacdo do focinho (*) e sulco labial (setas vermelhas). Figuras A, B, C, D e E: cortes transversais de sacos
gestacionais, seguidos de processamento histolégico e coloragdo com hematoxicilina e eosina (HE). Figura F: reagdo
imunohistoquimica para o PCNA. Figuras G, H e I: fotodocumentacdo macroscOpica com o auxilio de lupa
estereoscopica. Barra das figuras: 1cm. Significado das numeragdes: 1 (placoide do cristalino); 2 (prosencéfalo); 3
(mesencéfalo); 4 (rombencéfalo); 5 (saliéncia auricular); 6 (membro toracico); 7 (saliéncia cardiaca); 8 (membro
pélvico); 9 (cauda); 10 (corddo umbilical). Fonte: Acervo do pesquisador.
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Aos 25 dias de gestacdo evidenciou-se maior proporcionalidade da cabeca em
relacdo ao resto do corpo, reducédo da curvatura dorsal, membros toracicos e pélvicos em
formato de nadadeiras e a saliéncia auricular demonstrou indicios de desenvolvimento
inicial do pavilh&o auricular externo (Figura 41A).

Ja o trigésimo dia de gestacdo revelou um embrido dotado de raios digitais
(primérdios dos dedos) e o contorno circular externo do placoide do cristalino sugeriu se
tratar do inicio da formacgdo das péalpebras, esta ultima verificada pela microscopia
eletronica de varredura (Figura 41B).

O trigésimo quinto dia denotou similaridades quando comparadas a data anterior,
no entanto, por se tratar de uma amostra analisada a fresco e observada em lupa
estereoscopica, nao foi possivel a visualizacdo das péalpebras, j& que, nesta fase, o
embrido apresentou-se opaco (Figura 41C).

A fase fetal iniciou-se a partir do quadragésimo dia de gestagdo, a qual foi
caracterizada pelo crescimento dos pélos bem como a formacéo das unhas. Nesta data, as
regides do corpo estavam bem definidas, os ossos dos membros toracicos e pélvicos
estavam diferenciados, sendo nos primeiros observados quatro digitos e nos segundos,
trés (Figuras 41D, E, F, G, H e I). As orelhas e os olhos apresentaram-se formados e estes
ultimos ainda se encontravam fechados e continham manchas perioculares de tonalidade
clara, cuja cor aproximava-se do branco (Figura 41D). A pelagem apresentou-se curta,
fina e com a face ventral clara e o restante do corpo constituido por uma mistura de cores
cinza, preta e marrom. No caso da cauda, verificou-se que esta era curta e afilada, sendo
tal padrdo mantido até o final da gestacdo. As caracteristicas citadas foram similares as
observadas aos 45 dias de gestacao (Figura 41E).

Aos 48 e 50 dias de gestacdo, verificaram-se inicio da abertura dos olhos e aumento
do crescimento dos pelos, os quais adquiriram tonalidade mais clara de acordo com o que
se pode observar nas figuras 41F e G, respectivamente.

Finalmente, aos 55 e 60 dias da gestacdo, observaram-se abertura completa dos
olhos, presenca de manchas perioculares e pos-auriculares brancas, pélos grandes e
espessos, cuja coloracdo mostrou-se caracteristica da espécie; e medidas morfométricas

atingindo os maiores valores no tocante as detec¢fes quantitativas (Figuras 41H e 1).
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Figura 41- Embriogénese avangada e desenvolvimento fetal em preas. Em A: embri&o aos 25 dias de
gestacdo apresentando-se encurvado e com os membros em formato de nadadeiras. Figuras B e C
(embrides aos 30 e 35 dias de gestacdo, respectivamente): notar a presenca dos raios digitais (seta) e
formacéo do focinho (*). Figuras D, E, F, G, H e | (fetos aos 40, 45, 48, 50, 55 e 60 dias de gestacéo,
respectivamente): o continuo desenvolvimento caracterizou-se pela formacdo das unhas, a partir do
quadragésimo dia gestacional (seta apontada na figura E), crescimento dos pelos, aparecimento dos
coxins palmares, estes a partir dos 55 dias de gestacdo (seta da figura H). Notar ainda que a abertura
dos olhos dar-se-4 também no dia gestacional anteriormente citado. Figuras A e B: microscopia
eletronica de varredura. Figura C: fotodocumentagdo macroscopica com o auxilio de lupa
estereoscopica. Barra da figura: 1cm. Figuras D, E, F, G, H e I: fotodocumentagdo macroscopica com
0 auxilio de camera digital. Barra das figuras: 2cm. Significado das numeragdes: 1 (placoide do
cristalino); 2 (prosencéfalo); 3 (mesencéfalo); 4 (robencéfalo); 5 (saliéncia auricular); 6 (membro
toracico); 7 (saliéncia cardiaca); 8 (membro pélvico); 9 (cauda); 10 (corddo umbilical). Fonte: Acervo
do pesquisador.
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5.6 ANALISE MORFOMETRICA EMBRIONARIA E FETAL

A caracterizagdo morfométrica possibilitou o equacionamento dos pardmetros
estudados mediante estabelecimento de funcGes especificas que determinaram uma maior
conformidade dos dados em cada curva ou reta grafica explicativa.

Neste sentido e nas figuras a seguir, agruparam-se os graficos segundo critérios
baseados em medidas gerais de determinagdo, cujos exemplos foram o0 peso,
comprimento total e Crown-rump (Figura 42); similaridades anatdmicas como
comprimento cefalico, céfalo-caudal, circunferéncia cefalica e diametro biparietal (Figura
43) bem como comprimento toracico, pélvico, das unhas dos membros toracicos e
pélvicos e largura das unhas (Figura 45); estruturas contidas na regido da cabeca como
comprimento do olho, da orelha, dos dentes incisivos superiores e inferiores, didmetro do
olho (Figura 44); regides dos membros anteriores, posteriores e comprimento da cauda
(Figura 46).

Desta forma, a primeira figura em questdo possibilitou o entendimento que o
pardmetro peso seguiu uma funcdo exponencial, dotada de aumento continuo e
progressivo, ao longo da gestacdo, cujo crescimento acentuava-se cada vez mais,
sobretudo a partir do quadragésimo quinto dia de gestacédo (Figura 42A).

O comprimento total demonstrou aumento continuo, porém, representado por uma
parabola com concavidade para baixo, fato este que possibilitou afirmar que houve
pequeno decrescimento na taxa de variagdo (Figura 42B). J& o Crown-rump pode ser
explicado por uma fungdo cubica e constituida por trés situaces distintas: aumento
continuo e acentuado até o trigésimo dia, seguido pelo aspecto quase linear de
crescimento progressivo do dia 30 ao 45 além da tendéncia a estabilizagdo do pardmetro
em estudo ap0s este intervalo (Figura 42C).
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Figura 42— Variacao do peso (em gramas), comprimento total e Crown-rump, em milimetros, de
embrides e fetos de preés segundo a idade gestacional. Fonte: Acervo do pesquisador.

As variaveis analisadas na figura 43 constituiram fungdes quadraticas dotadas de
arcos parabolicos com concavidade para baixo e comportamentos similares no tocante ao
decaimento das taxas de variacdo. Desta forma, na figura 42A observou-se um aumento
continuo e moderado do comprimento cefalico, evidenciado pela menor inclinacdo das
retas tangentes aos pontos de aferi¢cdo da curva, em relacdo ao eixo das abscissas.

Nas figuras 43B e D, observaram-se comportamentos similares entre as curvas,

com aumentos continuos do comprimento céfalo-caudal e didmetro biparietal,
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respectivamente, destacando-se o intervalo entre os dias 25 e 30, nos quais perceberam-se
as maiores variagcoes dos respectivos valores aferidos. Ja na figura 43C, verificou-se um
aumento continuo e acentuado da circunferéncia cefalica, com diminuicdo gradativa, no
que se refere ao ritmo do crescimento, o qual tendeu a estabilizacdo, do referido

parametro, a partir do quadragésimo quinto dia.

- . 110
A 10 U Comprimento cefalico B = Comprimento céfalo-caudal
100 100+
-
lj[}.. E %'
- g A
S 80 = 80
g =
8 70 R E
= b
l:i 604 2 60 <
v &
g s 3 50+
9 8
E w1 5 40
= -
g . B »
g 304 ; 30+
Yo 5 0
o ¥=-20,60+2,06x-0,014¢* 6 1 y=-30.78+ 248x - 0011
10 4 R2=097 10 R* =098
0 I i I I 1 | 1 I | i 0 T I T T T T T T T 1
20025 30 35 40 45 0 55 60 65 0 25 30 3 40 45 50 55 60 65
Tempo de desenvolvimento (dias) Tempo de desenvolvimento (dias)
Cuwq . Doy
& Circunferéncia cefdlica < Didmetro biparictal
100
2 -
~ 90
] -
=) =
5 80+ £ 21
a Gl
9704 =
g 3 164
g 604 @
8 2
‘T s B
é 0 o 127
te :
8 404 2
=] 1=
5 304 28
- a
@) . N =_ - Syl
09 y=- 4809+ 377 - 0028¢ N y==- 1171+ 0830005
) =09
10- RI=098 Ri=08
0 | R S E— S R — m— — 0 T T T T T T T T T
0025 30 35 40 45 S0 55 60 65 20025 30 35 40 45 S0 55 60 65
Tempo de desenvolvimento (dias) Tempo de desenvolvimento (dias)

Figura 43— Variagdo do comprimento cefélico, céfalo-caudal, circunferéncia cefélica e diametro
biparietal, em milimetros, de embrides e fetos de preds segundo a idade gestacional. Fonte:
Acervo do pesquisador.
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O comprimento do olho revelou aumento continuo e acentuado até o trigésimo
quinto dia, ao passo que, apés o referido periodo, houve decréscimo significativo na
variacdo, das medicOes realizadas, cuja tendéncia a estabilizacdo ficou evidente (Figura
44A). Com relagdo ao didmetro do olho, a maior variagdo do crescimento ocorreu entre
os dias 25 e 30 da gestacdo, com afericdes subsequentes evidenciando um ritmo mais
lento no tocante ao referido desenvolvimento (Figura 44B).

Para o comprimento da orelha, o crescimento demonstrou-se acentuado, sendo o
intervalo entre o quadragésimo e quadragésimo quinto dias, periodo no qual se observou
a maior variacdo no desenvolvimento do pardmetro em andlise (figura 44C). Na figura
44D, observou-se que os incisivos inferiores sempre apresentaram maiores determinacées
morfomeétricas quando comparadas aos incisivos superiores, observando-se uma maior

taxa de variacao entre os dias 40 e 45, para as duas variaveis em questao.
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Figura 44— Variacdo do comprimento do olho, didmetro do olho, comprimento da orelha e
comprimento dos dentes incisivos superiores e inferiores, em milimetros, de embriGes e fetos de preas
segundo a idade gestacional. Fonte: Acervo do pesquisador.

Analisando-se a figura 45A percebeu-se que o comprimento do membro toracico
apresentou pequena variacdo do crescimento entre os dias 20 e 25, o qual acentuou-se
uniformemente nos demais dias gestacionais analisados. O comprimento do membro

pélvico refletiu menores variagdes do crescimento entre os dias 20 e 25 e 60 e 65, ao
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passo que nos intervalos compreendidos entre os dias 25 e 30 e 35 e 40 constituiram as
maiores varia¢fes do desenvolvimento do parametro em destaque (Figura 45B).

As dimensdes de comprimento e largura das unhas dos membros toracico e pélvico,
demonstraram que o comprimento se desenvolveu mais do que a largura, sendo ambas as

dimensBes sempre maiores nos membros pélvicos (Figuras 45C e D).
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Figura 45— Variacdo do comprimento toracico, pélvico, das unhas dos membros toracicos e pélvicos
bem como da largura das unhas, em milimetros, de embrides e fetos de preds segundo a idade
gestacional. Fonte: Acervo do pesquisador.
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A funcdo sigmoide que determinou o comprimento da cauda revelou que o
crescimento desta variavel apresentou um ritmo bastante lento do dia 20 até o trigésimo,
sendo, apos este Ultimo, detectado um aumento acentuado da variavel em analise, no
intervalo entre os dias 35 e 45 da gestacdo. Apos tal periodo, seguiu-se um decaimento da
variacdo, verificado pela tendéncia a estabilizacdo da curva conforme se verifica na figura
46A.

No tocante ao gréfico observado na figura 46B, verificou-se uma variacdo
equivalente da tibia e do radio/ulna, do dia 30 ao 45, verificando-se neste Gltimo, valores
muito préximos para os dois pardmetros estudados e, apos este intervalo, detectou-se um
decaimento significativo na variacdo dos valores do radio/ulna, tendendo a estabilizar-se,
enquanto a tibia continuou com ritmo semelhante de crescimento, excetuando-se 0S
ultimos 5 dias, intervalo no qual observou-se uma variacéo significativa.

Com relacéo a figura 46C, observou-se um crescimento continuo e acentuado do
perimetro toracico, com um pico de variacdo entre os dias 40 e 45 e uma reducéo do
ritmo do crescimento nos ultimos 5 dias da gestacéo.

Por fim, o crescimento do perimetro abdominal foi moderado, do dia 20 ao 25,
acentuando-se apos este perido e estendendo-se até os 50 dias de gestacdo, diminuindo
bruscamente a variacdo do crescimento do dia 50 ao 55, e deste ultimo dia em diante,
observou-se um aumento acentuado, permanecendo desta forma até o final da gestacdo
(Figura 46D).
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5.7 EXPRESSOES DOS GLICOSAMINOGLICANOS (GAGS) E SUAS RELACOES
COM 0S ORGAOS REPRODUTIVOS, PLACENTARIOS E DUAS FASES DO
CICLO ESTRAL (ESTRO E DIESTRO)

A realizacdo da eletroforese foi realizada para separacdo dos GAGs, nos dias de
gestacdo preconizados, em cada 6rgdo analisado, bem como contribuiu para que se
pudesse ter informacdo quantitativa entre duas fases do ciclo estral: estro e diestro. Tal
metodologia auxiliou ainda a verificacdo do periodo gestacional em que houve maior
producdo de GAGs e desta forma, a imunolocalizagédo destes compostos foi realizada
apenas no referido periodo.

No entanto, pela técnica da eletroforese, ndo foi possivel o processo de separacdo
de cada glicosaminoglicano contido nas amostras — salvo duas excegdes - em estudo para
a posterior comparagdo com a solucdo padrdo previamente conhecida em termos de
concentracgdo, visto que nao se verificaram formac6es de bandas distintas.

Nesse sentido e diferentemente do que ocorreu para as amostras, todas as corridas
eletroforéticas realizadas demonstraram separagdes completas entre as moléculas de
condroitim, dermatam e heparam sulfatos do padrdo, verificadas pela formacdo de trés
bandas bem definidas. Entretanto, usou-se tal solucéo de referéncia apenas para controlar
as corridas realizadas e comparagdes subjetivas relaciondveis com as amostras testadas, ja
qgue estas Ultimas foram analisadas e quantificadas como a soma de todos o0s
polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria (UAD) pelos motivos ja
elencados.

Pelo exposto, os resultados a seguir foram demonstrados por 6rgdo reprodutivo,
placenta e subplacenta, ao longo de todo o periodo gestacional, seguido de quantificacfes
das bandas eletroforéticas. Ao final destes resultados, deixou-se evidente um comparativo
entre os valores de UAD e os 6rgdos do sistema reprodutor e placentério.

Diante disso, com relacdo aos ovarios, verificou-se um aumento progressivo na
guantidade de GAGs do dia cinco até o vigésimo (58,781; 59,052; 62,121 e 64,253 UAD,
respectivamente) seguido de pequenas variagdes nos dias 25, 35 e 40 (64,224; 66,526 e
65,707 UAD) além de picos de concentracdo nos dias 30, 45 e 50 (69,327; 72,725 e

70,245 UAD) conforme se observa na figura 47B e qualitativamente na figura 47A.
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Figura 47— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificacdo em
ovarios de fémeas de preas gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em
diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras
comparadas frente a uma solucdo padrdao (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim
sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima
para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos
em Unidades Arbitrarias de Densitometria e a consequente variacdo ao longo da gestacéo.
Fonte: Acervo do pesquisador.

Analisando-se as tubas uterinas, demonstrou-se que houve um grande aumento na
concentracéo de GAGs - entre os dias 10 e 15 -, partindo-se de 69,192 para 78,959 UAD,
sendo este Ultimo valor o mais representativo da quantidade maxima de polissacarideos
identificaveis para este 6rgdo. Seguiu-se ainda duas elevacdes, em menor magnitude, na
gestacdo intermediaria — entre os dias 25 e 30, cujos valores passaram de 72,326 para
75,739 UAD - e gestacdo avancada (entre os dias 40 e 45), nos quais detectou-se
aumento na producédo de polissacarideos sulfatados de 70,734 para 75,885 UAD (Figura
48B).

Além disto, subjetivamente, pode-se inferir, mediante analise da figura 48A, que
0 glicosaminoglicano predominante em todo o periodo gestacional foi o dermatam
sulfato, sendo o segundo tipo mais frequente representado pelo heparam sulfato, cuja
producéo foi evidenciada nos dias cinco, 10, 15, 20, 25, 30 e 55 dias, a0 passo que
pequenas quantidades de condroitim sulfato foram verificadas nos dias 35 e 40 da

gestacéo.
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Figura 48— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificagdo em
tubas uterinas de fémeas de preés gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em
diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras
comparadas frente a uma solucéo padrao (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato,
dermatam sulfato e heparam sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo,
respectivamente. Em B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades
Avrbitrarias de Densitometria e a consequente variacdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do
pesquisador.

As concentracOes relativas de GAGs nos cornos uterinos apresentaram valores
elevados quando comparados com as demais estruturas analisadas (Figura 49A), sendo o
maior deles na ordem de 92,164 UAD, verificado no quinquagésimo dia de gestacdo e o
menor deles resultou em 75,457 UAD, aferido aos 25 dias. No entanto, excetuando-se
este menor valor, 0s demais apresentaram pequena variagdo entre si e tal homogeneidade
foi refletida em grafico plotado, cujo aspecto quase retilineo foi demonstrado na figura
49B.

Nos dias 20, 35 e 50 houve producdo quase que exclusiva de dermatam sulfato,
sendo possivel inferir também que tal glicosaminoglicano foi predominante na maioria

dos dias gestacionais estudados de acordo com o que se verifica na figura 49A.
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Figura 49— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificacdo em
cornos uterinos de fémeas de preés gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em
diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras
comparadas frente a uma solucdo padrdo (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim
sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato os quais formaram bandas distinguiveis de cima para
baixo, respectivamente. Em B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em
Unidades Arbitrarias de Densitometria e a consequente variacdo ao longo da gestacdo. Fonte:
Acervo do pesquisador.

Em relagdo ao corpo do Utero, verificou-se, de modo qualitativo, que nos dias 10,
15 e 20 da gestacdo o glicosaminoglicano sulfatado em maior concentracdo foi o heparam
sulfato (Figura 50A) e este agucar contribuiu para que o referido intervalo apresentasse as
maiores medig¢Oes de UAD: 93,731; 92, 161 e 91,050. Interessantemente, ainda houve um
aumento brusco no quantitativo de GAGs do dia cinco para o dia 10 da gestacdo (de
56,450 para 93,731 UAD) seguido de uma estabilizacdo com elevacdo gradual de
concentragdes relativas entre os dias 40, 45, 50 e 55 (68,267; 70,710; 73,140 e 75,033
UAD) em cujo grafico demonstrou-se uma reta levemente inclinada e, por conseguinte,

dotada de baixo coeficiente angular (Figura 50B).
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Figura 50— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificagdo em
corpos do utero de fémeas de preés gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em
diferentes dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras
comparadas frente a uma solucdo padrdo (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim
sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para
baixo, respectivamente. Em B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em
Unidades Arbitrarias de Densitometria e a consequente variacdo ao longo da gestacdo. Fonte:
Acervo do pesquisador.

Os dias cinco, 10, 15 e 20 foram responsaveis pelas maiores producdes de GAGs,
na cérvice uterina (ver figura 51A), os quais atingiram UAD na ordem de 91,623; 95,853,
95,784 e 99,332, sendo este Ultimo o maior valor isolado quando comparado com as
demais estruturas em periodo gestacional. Posteriormente, seguiu-se uma queda na
producdo de polissacarideos sulfatados do vigésimo dia para o vigésimo quinto (99,332
para 71,751 UAD), um aumento cinco dias depois (71,751 para 81,662 UAD) além de
diminuicdes progressivas do dia 30 até o 45 da gestacdo e novo aumento entre os dias 50
e 55 (Figura 51B). Infelizmente ndo ficou discernivel os tipos de GAGs durante o periodo
de maior producgéo, porém, no ultimo dia gestacional analisado, ficou claro que dermatam
e heparam sulfatos constituiram os polissacarideos predominantes, conforme se observa

na figura 51A.
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Figura 51— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificacdo em cérvices
uterinas de fémeas de preas gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em diferentes
dias de gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma
solucédo padréo (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se
a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria e a consequente
variag8o ao longo da gestagdo. Fonte: Acervo do pesquisador.

Esse glicosaminoglicano também apresentou maior concentracdo, durante os dias
de gestacdo estudados, em amostras de vaginas, as quais demonstraram bandas
relativamente dinstiguiveis (Figura 52A). Estimativas subsequentes de concentracéo
revelaram valores muito préximos, sendo que os extremos inferiores e superiores se
situaram em 65,610 e 65,921 UAD respectivamente, curiosamente representando o

primeiro e dltimo dia de gestacdo (Figura 52B).
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Figura 52— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificacdo em vaginas
de preés gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em diferentes dias de gestagédo — do
quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solucéo padrdo (P):
1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os quais
formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se a quantificacéo
dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria e a consequente variagdo ao
longo da gestacdo. Fonte: Acervo do pesquisador.
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A eletroforese das amostras de vulva denotou, no vigésimo quinto dia gestacional,
bandas isoladas de dermatam sulfato, fato este que o elencou como o GAG de maior

expressividade, no referido periodo, como se verifica na figura 60A. Ademais, observou-

se que a maior producdo de polissacarideos sulfatados ocorreu na gestagdo intermediéria,
ou seja, entre os dias 25 e 40, resultando nos valores 67,523; 66,306; 63,777 e 68,213
UAD de acordo com a figura 53B.
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Figura 53— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificacdo em
vulvas de preds gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em diferentes dias de
gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma
solucdo padrdo (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em
B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de
Densitometria e a consequente variacdo ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do pesquisador.

As amostras testadas de placenta e subplacenta produziram os menores resultados
quantitativos de GAGs quando comparados as demais estruturas supracitadas; 0s
aumentos e diminuicbes também apresentaram comportamento irregular ao longo da
gestacdo, porém mantidos numa faixa estreita de concentracdo (Figuras 54A, 54B e 55A
e 55B) excetuando-se um pico de producdo que ocorreu, na subplacenta, na transicdo do
dia 50 para o 55 (Figura 55B). Além disto, o érgdo placentario conteve o dermatam
sulfato como o principal aclcar sulfatado (dias 15, 20, 30, 45, 50 e 55 da gestacdo)
(Figura 54A), ao passo que no trigésimo quinto dia, na subplacenta, houve producdo de
condroitim sulfato (Figura 55A) e 58,853 UAD de GAGs aos 55 dias (Figura 55B).
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Figura 54— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificagdo em
placentas de preas gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em diferentes dias de
gestacdo — do quinto dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma
solucdo padrdo (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em
B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de
Densitometria e a consequente varia¢ao ao longo da gestacao.
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Figura 55— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificagdo em
subplacentas de preas gestantes. Em A: observa-se as bandas separadas de GAGs, em diferentes
dias de gestacdo — do vigésimo dia até os 55 dias-, sendo as respectivas amostras comparadas frente
a uma solucdo padrdo: 1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato, os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em
B: verifica-se a quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de
Densitometria e a consequente variacao ao longo da gestacdo. Fonte: Acervo do pesquisador.

Apo6s a exposicdo dos resultados individuais de cada 6rgdo analisado no

transcorrer gestacional, realizou-se o célculo das médias aritméticas da quantidade de
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GAGs, dadas em UAD, com o intuito de se verificar em quais 0rgaos dar-se-iam as
maiores produgdes dos compostos polissacaridicos em questdo. Assim, 0s componentes
integrantes do Utero (cornos, corpo e cérvice) se sobressairam frente as tubas uterinas e
estas, por sua vez, contiveram maior quantidade de GAGs do que 0s ovarios. Neste
sentido, seguiu-se, em ordem decrescente de concentracdo: vagina, vulva, placenta e

subplacenta (Figura 56).

Valores médios dos GAGs durante a gestacio em
preas em diferentes orgaos reprodutivos e
placentarios

SUBPLACENTA 40,114
PLACENTA 41,144
VULVA 61,672
VAGINA 63,558
CERVIX DO UTERO 82,588

CORPO DO UTERO 76,598

Orgdos reprodutivos

CORNOS UTERINOS 84,334

TUBAS UTERINAS 73,642

OVARIOS 65,399 | |
I I I I I 1
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Figura 56— Gréfico representativo das médias aritméticas de GAGs, em
termos de Unidades Arbitrarias de Densitometria, obtidas ao longo da
gestacdo, em diferentes 6rgdos reprodutivos e placentérios.

No caso da fase estrogénica, evidenciou-se que 0s 6rgdos reprodutivos com maior
concentracdo de GAGs foram ovarios, vaginas e vulvas (Figuras 57A e B), cujas
medicBes densitométricas revelaram 69,353; 98,285 e 66,024 UAD (Figura 57B). As
tubas, cornos, corpos e cérvices apresentaram expressdes de polissacarideos com valores

proximos entre si como se verifica no grafico da figura 57B.
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Figura 57— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificagdo em 6rgéos
reprodutivos durante especifica fase do ciclo estral (estro) em fémeas de preds. Em A: observa-se as
bandas separadas de GAGs em ovario (O), tuba uterina (T), corno uterino (C), cérvix (CE), corpo do
atero (CP), vagina (V) e vulva (VV), sendo as respectivas amostras comparadas frente & uma solugdo
padrdo (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato,
os quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se a
quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria e a consequente
variagdo nos 6rgaos analisados. Fonte: Acervo do pesquisador.

Ja o diestro revelou quantidades de GAGs muito baixas, nos 6rgdos do sistema
reprodutor feminino, com bandas quase ndo visiveis em lamina corada pos-corrida
eletroforética (Figura 58A). Esta caracteristica também foi refletida no gréafico plotado,
cuja amplitude sé foi verificada quando se achatou o eixo das ordenadas em valores

minimos e maximos compreendidos entre 33 e 39 UAD (Figura 58B).
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Figura 58— Eletroforese de glicosaminoglicanos (GAGs) em gel de agarose e quantificacdo em drgaos
reprodutivos durante especifica fase do ciclo estral (diestro) em fémeas de preas. Em A: observa-se as
bandas separadas de GAGs em ovario (O), tuba uterina (T), corno uterino (C), cérvix (CE), corpo do
utero (CP), vagina (V) e vulva (VV), sendo as respectivas amostras comparadas frente a uma solugéo
padrdo (P): 1mg/dL constituida por mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato, os
quais formaram bandas distinguiveis de cima para baixo, respectivamente. Em B: verifica-se a
quantificacdo dos referidos polissacarideos em Unidades Arbitrarias de Densitometria e a consequente
variacdo nos orgdos analisados. Fonte: Acervo do pesquisador.
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Para efeito comparativo, ficou evidente, no grafico da figura 59, a maior producéo

de GAGs no estro quando comparado ao diestro.

Quantitativo de GAGs em diferentes fases do
ciclo estral

a 66,024

Unidades Arbitrarias de Densitometria

57,096 SEsE 58,447
50,742
36,381 135,219 36,278 e 37,541 BES 36,164
OVARIO TUBAS CORNOS CERVIX CORPO DO VAGINA VULVA
UTERINAS UTERINOS UTERINA UTERO

Orgdos reprodutivos

Estro = Diestro

Figura 59— Gréfico representativo das quantidades de GAGs, em termos de
Unidades Arbitrarias de Densitometria, em diferentes érgdos reprodutivos,
nas fases de estro (barras azuis) e diestro (barras laranjas).

5.8 CARACTERIZACAO QUALITATIVA DAS REACOES
IMUNOHISTOQUIMICAS PARA GLICOSAMINOGLICANOS DIRECIONADAS
AOS OVARIOS, TUBAS, VAGINAS, TECIDOS UTERINOS, PLACENTARIOS E
SUBPLACENTARIOS

As reacOes imunohistoquimicas para glicosaminoglicanos e direcionadas aos
orgdos do sistema reprodutor feminino, placenta e subplacenta revelaram perfis de
distribuicdo variaveis em suas constitui¢Oes teciduais bem como de acordo com o tipo de
macromolécula polissacaridica analisada ao longo da gestacéo.

Com relacdo aos ovarios, verificou-se que na gestacdo intermediaria e, em
especial, no final dela ocorreram as maiores expressdes de glicosaminoglicanos como o
heparam, dermatam e condroitim sulfatos. Desta forma, moléculas de heparam sulfato

estiveram mais concentradas no corpo luteo, regido das tecas foliculares e estroma
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medular ovariano (Figura 60A). Esta caracteristica ndo se repetiu quando se tratou da
analise do dermatam sulfato. Aparentemente, este glicosaminoglicano apresentou-se em
quantidades significativamente elevadas, porém distribuidas de forma difusa por toda a
estrutura dos ovarios (Figura 60B). J& no caso do condroitim, verificou-se sua

imunolocalizagdo nas células da teca e tecido conjuntivo interfolicular (Figura 60C).

Figura 60— Ovarios de preés obtidos no final da gestacdo e submetidos a reagdo i
heparam (figura A), dermatam (figura B) e condroitim sulfatos (figura C). A: as marcagBes foram
predominantes no corpo lateo (CL), células da teca dos foliculos (cabeca de seta) e células estromais da
medula ovariana. B: as rea¢Oes para dermatam sulfato foram intensas e difusas por toda a estrutura dos
ovarios. C: o condroitim sulfato encontrou-se preferencialmente nas células da teca (cabega de seta) e no
conjuntivo entre os foliculos. Fonte: Acervo do pesquisador.

Os testes imunohistoquimicos para os trés glicosaminoglicanos analisados
anteriormente foram realizados também para as tubas uterinas, em inicio da gestacdo, nas
regides do istmo, cuja marcagdo para o dermatam sulfato foi intensa e predominante no
tecido conjuntivo frouxo (Figua 61A); do infundibulo, onde o heparam sulfato distribuiu-
se em elevadas concentragdes por toda a extensdo do referido segmento tubarico (Figura
61B). No conjuntivo frouxo e porcdo serosa da ampola, evidenciou-se a presenca do

condroitim sulfato (Figura 61C).
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Figura 61— Tubas uterinas de preas obtidas no inicio da gestacdo e submetidas a reagdo imunohistoquimica
para dermatam (figura A), heparam (figura B) e condroitim sulfatos (figura C). A: as marcacbes foram
predominantes no tecido conjuntivo frouxo na regido do istmo. B: as rea¢Ges para o heparam sulfato foram
intensas e difusas na por¢do do infundibulo da tuba. C: o condroitim sulfato apresentou-se distribuido no
conjuntivo frouxo e camada serosa da ampola tubérica. Fonte: Acervo do pesquisador.

Os cornos uterinos, na gestacdo inicial, apresentaram expressdes de &cido
hialurénico (Figura 62A), heparam (Figura 62B), condroitim (Figura 62C) e dermatam
sulfatos (Figura 62D), os quais estiveram em maior propor¢do no tecido conjuntivo
frouxo e ainda na bordadura estriada, situada na porgdo apical das células epiteliais

cilindricas que revestiam a luz deste segmento uterino.
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Figura 62— Cornos uterinos de preés obtidos no inicio da gestacdo e submetidos a reacdo imunohistoquimica
para &cido hialurdnico (figura A), heparam (figura B), condroitim (figura C) e dermatam sulfatos (figura D).
Figuras A e B: as marcagOes dos respectivos GAGs foram predominantes no tecido conjuntivo frouxo. C: as
reagOes para condroitim sulfato foram difusas, pouco evidentes e localizadas no conjuntivo frouxo. D: 0
dermatam sulfato encontrou-se ricamente concentrado por todo o corno uterino. Barra da figura: 20um.
Fonte: Acervo do pesquisador.

Com relacéo ao corpo do Utero verificou-se, no inicio da gestacdo, que o heparam
sulfato, acido hialurénico e dermatam sulfato distribuiram-se no conjuntivo frouxo bem

como na bordadura estriada das células epiteliais (Figura 63A, B, C).
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Figura 63— Corpo do Utero de preés obtidos no inicio da gestagdo e submetidos a reagcdo imunohistoquimica
para heparam sulfato (figura A), &cido hialurénico (figura B) e dermatam sulfato (figura C). A: a reacdo
para 0 heparam foi intensa e difusa no corpo do Utero. B: o &cido hialurénico encontrou-se distribuido
difusamente. C: notar a distribuicdo do dermatam sulfato. Fonte: Acervo do pesquisador.

Na cérvice uterina, os glicosaminoglicanos estiveram em maiores concentracoes,
quando testados, no inicio da gestacdo, podendo-se destacar o heparam (Figura 64A),
dermatam (Figura 64B), condroitim sulfato (Figura 64C) e &cido hialurénico (Figura
64D). A presenca destes foram difusas no tecido conjuntivo frouxo e até mesmo no
epitélio de revestimento. Além disto, os limites celulares das células epiteliais glandulares

apresentaram marcacao especifica para o condroitim sulfato (Figura 64C).
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Figura 64— Cérvices uterinas de preas obtidas no inicio da gestacdo e submetidas a reagdo
imunohistoquimica para heparam sulfato (figura A), dermatam sulfato (figura B), condroitim sulfato (figura
C) e acido hialurénico (figura D). As figuras A, B, C e D apresentaram intensa marcagdo difusa no
conjuntivo frouxo e epitélio de revestimento. Fonte: Acervo do pesquisador.

As amostras de vaginas, avaliadas no inicio da gestacdo, foram marcadas pelos
anticorpos anti-DS (dermatam sulfato), anti-HS (heparam sulfato) e anti-CS (condroitim
sulfato) preferencialmente no conjuntivo deste 6rgdo, conforme se observa nas figuras

65A, B eC.
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dermatam (figura A), heparam (figura B) e condroitim sulfatos (figura C). As trés figuras demonstram
marcacao especifica no tecido conjuntivo deste 6rgdo. Fonte: Acervo do pesquisador.

As analises imunohistoquimicas do tecido placentario, obtidos na gestacdo
intermediaria de preéas, apresentaram como principais glicosaminoglicanos o dermatam,
heparam, condroitim e acido hialurénico, cujas distribui¢es estiveram concentradas no
endoderma parietal e espongiotrofoblasto para o heparam sulfato (Figura 66D) e labirinto
placentario para os demais (Figuras 66A, B e C).

No referido endoderma a marcagdo com anticorpos anti-HS estiveram localizadas
na membrana de Reichert e na placenta, concentrados no mesénquima que sustentava as
células espongiotrofoblasticas. Na regido labirintica, anticorpos anti-DS, CS e contra 0
acido hialurénico promoveram marcacdes difusas no tecido conjuntivo desta localidade.

No caso da subplacenta a distribuicdo do condrotitim, dermatam e heparam
sulfatos estiveram presentes de forma similar ao labirinto, ou seja, difundidos por todo o
mesénquima subplacentério (Figuras 67A, B e C).



193

L N " . W S 2l L4 o : L _ 1]
Figura 66— Placentas corioalantoides de preas obtidas no meio da gestacdo e submetidas a reacéo
imunohistoquimica para dermatam (figura A), acido hialurénico (figura B), condroitim (figura C) e heparam
sulfatos (figura D). As trés primeiras figuras demonstram marcagdo especifica no tecido conjuntivo do
labirinto placentério, ao passo que em D, destacou-se reagdo positiva no endoderma visceral do saco vitelino
e espongiotrofoblasto. Fonte: Acervo do pesquisador.
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Figura 67— Subplacentas de preas obtidas no final da gestacdo e submetidas a reagdo imunohistoquimica
para heparam (figura A), dermatam (figura B) e condroitim sulfatos (figura C). As trés figuras denotam
marcacao difusa, porém concentradas no mesénquima subplacentério. Fonte: Acervo do pesquisador.
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de modelos experimentais animais torna-se importante na
medida em que estes contribuem para a compreensdo de fendmenos bioldgicos naturais,
0S quais podem ser transpostos para outras espécies, que possuem relagdes filogenéticas
proximas. Por conseguinte, os conhecimentos a cerca dos eventos reprodutivos, da
etiopatogenia das doencas, dos efeitos de medicamentos em sistemas biolégicos e/ou
intervengdes cirdrgicas podem ser aprofundados, extrapolados para outras espécies,
inclusive a humana e transmitidos para toda a comunidade académica (FERREIRA et al.,
2005).

Nesse sentido, o estabelecimento das informac6es filogenéticas das espécies veio a
agregar e aperfeicoar as classificagbes taxonOmicas tradicionais mediante novas
tecnologias empregadas, podendo-se citar, por exemplo, detec¢Oes de regides génicas de
éxons e introns, caracterizacbes do gene codificador do receptor do horménio do
crescimento, genes relacionados a producdo de hormonios tireoidianos e material
genético mitocondrial em individuos pertencentes a uma mesma superfamilia (ROWE;
HONEYCUTT, 2002).

Para tanto, ressalta-se a importancia dos roedores, 0s quais constituem excelentes
modelos experimentais, que servem de base para que os achados moleculares, oriundos
destes estudos, favorecam as respectivas influéncias no fenotipo e caracteristicas
evolutivas, as quais sdo permeadas pelos comportamentos sociais, reprodutivos e
morfofisioldgicos (BURDA et al., 2000). Associado a isto, torna-se importante a coleta
de dados referentes as caracteristicas reprodutivas, habitat peculiar, o peso do animal
adulto e em estdgios anteriores do desenvolvimento, tempo de gestacdo de uma
determinada espécie bem como os aspectos relativos ao seu metabolismo (ROWE;
HONEYCUTT, 2002).

No entanto, a ordem Rodentia carece de maiores detalhes, no que se refere a
natureza anteriormente citada, principalmente diante da grande diversidade de
exemplares existentes na fauna brasileira, sendo, em muitos casos, pouco conhecido,
sobre quantas e quais espécies ocorrem dentro dos limites locais, regionais e nacionais
(DALMACRO; VIEIRA, 2005; CADEMARTORI et al., 2008). Ainda com relacdo a este
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aspecto, os padrdes demograficos exibidos por esses animais podem refletir mudancas
sazonais, modificacbes em termos de abundancia e taxas de sobrevivéncia, sendo tais
padrdes dependentes das estratégias reprodutivas apresentadas pelas muitas espécies em
resposta aos diferentes desafios impostos pelo ambiente (CADEMARTORI et al., 2005).

Por esse motivo, torna-se necessario 0s conhecimentos prévios da reproducéo de
determinada espécie de roedor, cujas informacg6es incluam as caracteristicas anatbmicas
do aparelho reprodutor feminino, o tempo gestacional, dados morfométricos embrionarios
e fetais — estes indicando parametros importantes que se correlacionam com determinado
periodo da gestacdo, favorecendo, pois, estimativas adequadas de cada fase especifica -,
aspectos morfofisiologicos das membranas fetais e placentagdo. Desta forma, com a
sedimentacdo destas informacdes, podem ser agregados estudos, em ambito molecular, da
presenca e frequéncia com que algumas macromoléculas se encontram distribuidas nos
Orgdos anteriormente citados e quais inferéncias sdo passiveis de serem extraidas neste
processo.

Consequentemente, tem-se aumentado o interesse clinico de pesquisas que avaliem
os glicosaminoglicanos, justamente pelo fato de tais compostos bioquimicos estarem
relacionados aos processos de reconhecimento, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo
celulares (CUBAS et al., 2010). Além disto, podem se encontrar direta ou indiretamente
relacionados as respostas imunes, angiogénese, formacdes neoplasicas, metastases,
implantacdo embrionaria, capacitacdo espermatica e até mesmo infertilidade (DUTT et
al., 2006; LOPES et al., 2006; NASCIUTTI et al., 2006; GRIFFITHS et al., 2008).

Como um dos objetivos do presente trabalho consistiu na extracdo, deteccdo e
analise da presenca de glicosaminoglicanos em o6rgdos do sistema reprodutivo e
placentario durante a gestacdo e ainda duas fases do ciclo estral, 0 modelo experimental
escolhida, o pred, se configurou satisfatoria, mediante a facilidade com que tal espécie
pOde ser criada em cativeiro, 0 pequeno porte, 0 manejo, onde ap6s periodo adaptativo 0s
animais em questao demonstraram pouco estresse e periodo moderado de gestacao.

Ademais e por se tratar de um animal silvestre, que ainda ndo foi plenamente
estudado, buscou-se trazer a tona também todo o processo reprodutivo, incluindo dados

do ciclo estral e analise macroscopica das principais estruturas contribuidoras para o
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sucesso reprodutivo bem como aquelas, referentes ao desenvolvimento embrionario e
fetal.

6.1 DESCRICAO MACRO E MICROSCOPICA DO SISTEMA REPRODUTOR
FEMININO

No tocante aos orgdos do sistema reprodutor feminino, Almeida et al. (2002)
avaliaram as caracteristicas anatdmicas dos ovarios de cutias, particularmente as relaces
de sintopia e esqueletopia, os elementos de sustentacdo, os aspectos histologicos bem
como a sua morfometria. Para tanto, estudaram 24 ovarios oriundos de 13 cutias adultas,
sendo sete fémeas gestantes e seis ndo gestantes. As descri¢des iniciais verificadas nos
resultados caracterizaram 0s ovarios destes animais com formato elipsoide ou ovalado,
achatados dorsoventralmente, situados caudalmente aos rins e apresentando superficie
externa com pequenas areas transparentes, fato este que corrobora com 0S nossos
resultados obtidos em preés.

Histologicamente, nas cutias gestantes, evidenciaram-se ovarios contendo de dois a
trés corpos lateos centrais e muitos outros menores periféricos. Tais 6rgdos encontravam-
se revestidos pela tunica albuginea que envolvia o epitélio germinativo, cortex periférico
- contendo células de natureza conjuntiva e foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento — e regido medular, dotada de tecido conjuntivo frouxo entremeado por
vasos sanguineos. Em fémeas de preas do nosso estudo, verificou-se a presenca de um
grande e Unico corpo luteo localizado em posicdo central, alguns menores distribuidos
perifericamente. O revestimento epitelial, regides corticais, medulares e seus
mesénquimas associados mostraram-se semelhantes aos verificados em capivaras
(SILVA; PERDOMO, 1983) e pacas (PASHOV; MATAMOROS 1985; SOUZA et al.,
2000).

Nesse contexto, Santos et al. (2014) caracterizaram a morfologia do sistema
reprodutor femino em dez fémeas primiparas de preas ndo gestantes. Demonstraram 0s
ovarios como 6rgdo pares, fixados pelo ligamento do mesovario, na cavidade abdominal
com forma achatada e envolvido, em parte, por tecido adiposo. Microscopicamente, a

superficie deste orgdo foi dividida em medular, a qual era bastante vascularizada e
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cortical, contendo numerosos foliculos. Esta Ultima, apresentou-se constituida por grande
quantidade de foliculos primordiais que continham um ovdcito com nucleo central e
citoplasma transparente. Seguiu-se ainda verificacbes da presenca de outros estadios
maturativos como o0s secundarios e terciarios, sendo que nos mais maduros, observaram-
se a presenca de odcitos, os quais estavam envolvidos pelas células do cumulus oophorus
e da corona radiata. Estes resultados foram concordantes com os verificados em nosso
trabalho tanto para fémeas ndo gestantes quanto para aquelas que gestaram. Seguem-se,
pois, padrdes semelhantes aos determinados por Reis et al. (2011) para Cuniculus paca e
por Felipe et al. (1999) para o0 Myocastor coypus.

Os dados histologicos oriundos de foliculos maduros em preas também nos
proporcionaram verificacdes de corpusculos polares, imersos no liquido folicular e
situados proximos ao odcito, achado este ndo sendo demonstrado em outros trabalhos que
avaliaram a morfologia do sistema reprodutor feminino em roedores.

De acordo com Beck e Boots (1974) e Walter et al. (2001) as tubas uterinas
constituem oOrgaos pares, de natureza tubular, as quais sdo suspensas e revestidas pela
mesosalpinge, que promove conexdo da cavidade peritoneal & cavidade uterina. Sua
estrutura revela trés regides morfologicamente distintas: infundibulo, ampola e istmo. A
primeira, situada proxima ao ovario, refere-se ao infundibulo, que se caracteriza pelo
limem repleto de pregas da mucosa; a ampola, possivelmente o local da fecundacéo, cujo
pregueamento mucoso persiste e o istmo, o qual possui poucas formagdes digitiformes da
mucosa, e Se une ao corno uterino na juncdo Utero-tubaria. Neste local e particularmente
para a capivara, Carvalho (2011) cita que a abertura da tuba no corno uterino diferencia-
se para constituir uma projecdo evaginante que assume o formato de uma papila, a qual
foi denominada papila tubérica.

Em experimento conduzido por Fortes et al. (2005) que analisou as por¢des craniais
médias e caudais dos ovidutos, oriundos de trés cutias adultas, verificaram a parede da
tuba possuidora de trés camadas histologicamente distintas, a mucosa, muscular e serosa.
O epitélio que revestiu a mucosa mostrou variagdo do cubico ao pavimentoso na regiao
do istmo. A muscular foi composta de fibras musculares lisas dispostas em arranjo
circular. Ja a serosa mostrou-se bastante vascularizada. Além disto, os autores

observaram pregueamento da mucosa contendo numerosas projec6es direcionadas a luz
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do 6rgéo principalmente nas regides do infundibulo e ampola, sendo o istmo, responsavel
pela presenca de pregas mucosas baixas e ndo ramificadas.

Em nossa pesquisa, as tubas uterinas de preas apresentaram uma regido do istmo
contendo a maior espessura da camada muscular, a mucosa que foi revestida por epitélio
cilindrico simples, o qual apoiou-se em lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo; a
ampola que apresentou muscular espessa em arranjo circular, moderadas projecoes
mucosas que foram revestidas por epitélio colunar simples e o indundibulo, dotado de
numerosas dobras da mucosa, contendo epitélio prisméatico qua se apoiava em lamina
prépria (conjuntivo frouxo), seguido de uma camada de fibas musculares lisas pouco
espessas, concordando, pois, com os achados de Fortes et al. (2005) para cutias, Santos et
al. (2014) em fémeas de preas ndo gestantes e divergindo de Walter et al. (2001) no que
se refere a tunica muscular da regido do istmo, de caprinos sem raca definida, a qual
apresentou-se dividida em duas subcamadas, uma circular interna e outra longitudinal
externa.

Reis et al. (2011) caracterizaram a morfologia do sistema genital feminino da paca
(Cuniculus paca) onde indicaram que o Utero era formado por dois cornos uterinos
retilineos, cuja parede medial convergia caudalmente, formando um septo interno ou
“velum” uterino incompleto, o qual determinou a formacéo de dois canais cervicais que
possuiam dois éstios internos e apenas um externo que se abria na vagina.

Macroscopicamente, Santos et al. (2014) descreveram, em preas, a confluéncia dos
cornos uterinos no corpo do Utero, o qual é duplo e se comunica com a cérvice que, por
sua vez, termina no fornix que se abre dentro da vagina. Em nosso trabalho,
denominamos o utero de preas como duplo incompleto, contendo cornos uterinos direito
e esquerdo, os quais foram separados por um grande septo de tecido conjuntivo frouxo e
se comunicavam com uma cérvice Unica, intensamente pregueada. Por outro lado,
Carvalho (2011) caracterizaram a cevice uterina da capivara como dupla, que
compreendia dois canais justapostos, 0s quais originavam duas aberturas, ambas
projetadas para a cavidade vaginal: os ostios uterinos externos. Neste roedor, a cérvice
era relativamente curta e continha estriagGes longitudinais evidentes bem como intensa

producdo de secrecdo mucosa. Tal caracteristica anatémica é decorrente da auséncia de
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fusdo dos ductos paramesonéfricos, o que denotou auséncia de corpo e desemboque dos
cornos uterinos diretamente na cérvice dupla.

Akinloye e Oke (2010) afirmam que o Gtero de ratas gigantes ndo gestantes
(Cricetomys gambianus) possuem dois cornos uterinos, um corpo e duas cérvices, as
quais eram separadas por um septo sagital, fato este que o assemelhava ao uUtero da
capivara, diferindo, portanto, da estrutura anatémica revela em preas.

Em fémeas de preds gestantes, demonstrou-se ainda que a organizacéo estrutural do
saco gestacional, retratava as transformacdes sofridas pelo utero, resultando na formacéo
das deciduas basal e parietal. O espaco descrito pela luz da cavidade uterina apresentou-
se revestido pelo endoderma visceral do saco vitelino, o qual envolvia o embrido e
inseriu-se na placenta corioalantoide, fato este concordante com as observagoes
estabelecidas por Mossman (1987) para os roedores da ordem Hystricognathi, Jolie
(1990) para ratos de laboratorio, Kaufman (1998) nos camundongos, Favaron et al.
(2011) para os roedores da subfamilia Sigmodontinae Oliveira et al. (2008) e Vale et al.
(2013) em preas.

O utero, de maneira geral, pode ser dividido ainda sob a Otica de uma camada
serosa externa, seguida por uma tanica muscular intermediaria ou miométrio e uma mais
interna, ou endometrio, o qual é revestido por epitélio colunar, variando do cubico ao
pseudoestratificado, e glandulas uterinas situadas no tecido conjuntivo subjacente (LI;
DAVIS, 2007).

Nesse sentido, as caracteristicas do epitélio nos cornos uterinos em G. spixii
estiveram representadas por células epiteliais cilindricas — compondo uma formacao
pseudoestratificada, que apoiavam-se em tecido conjuntivo frouxo como relatado por
Banks (1991) quando este indicou, em suinos e ruminantes, um epitélio variando do
colunar simples ao pseudoestratificado, Mayor et al. (2002) na Hystrix cristata e Oliveira
(2016) na D. leporina. J& quando se tratou sobre o corpo do Gtero em preds, este possuiu
epitélio unilaminar e cubico que repousava sobre tecido conjuntivo frouxo, seguido do
conjuntivo denso ndo modelado, assemelhando-se, pois, as observagdes promovidas por
Monteiro et al. (2009) em cadelas e Santos et al. (2014) no G. spixii e divergindo
daquelas proporcionadas por Ozdemir e Atalar (2009) no H. cristata, os quais

mencionam epitélio colunar pseudoestratificado apoiado em conjuntivo. Além disto, o
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corpo uterino duplo incompleto de G. spixii, continha um septo de tecido conjuntivo
frouxo que em suas bordas possuiu revestimento de epitélio cubico simples.

Esse mesmo tipo epitelial mostrou-se presente, como revela nossos resultados, na
superficie da cérvice em regido ventral, o qual continha ainda tecido conjuntivo frouxo e
numerosas glandulas uterinas associadas. Em localizacdo dorsal, verificou-se grande
quantidade de epitélio glandular, cujas células apresentavam citoplasma claro e vacuolos
citoplasmaticos evidentes. Tais achados corroboram-se com os demonstrados por Santos
et al. (2014) em G. spixii e diferiram aqueles descritos por Carvalho (2011) no que se
refere as pregas longitudinais da cérvice em H. hydrochaeris, as quais estiveram
revestidas por epitélio estratificado cilindrico e, por vezes, estrato de células
pavimentosas.

Em C. paca, a vagina localiza-se, inicialmente, na cavidade abdominal e projeta-
se, em estrutura tubular, a cavidade pélvica, adentrando-a e posicionando-se ventralmente
ao reto e dorsalmente a bexiga urinaria e uretra. O fornix vaginal constitui uma projecao
em forma de fundo de saco cego na extremidade proximal que circunda a porcao vaginal
adjacente ao colo uterino. Na parede deste 6rgao, observa-se grande quantidade de pregas
longitudinais (REIS et al., 2011) semelhantes as evidenciadas em G. spixii, entretanto, na
primeira espécie ndo se observa convergéncia da uretra com a vagina, pois este se abre
independetemente, junto ao clitoris, o que caracteriza auséncia de vestibulo, fato este ndo
compativel com as observagdes obtidas em preas.

Nosso modelo experimental, apresentou um longo vestibulo, igualmente possuindo
pregueamento longitudinal, sendo o revestimento interno constituido por monocamada de
epitélio cubico simples, nas fémeas gestantes, o qual foi sustentado por tecido conjuntivo
frouxo e circunscrito por fibras musculares estriadas esqueléticas. Esses achados nédo
estiveram em conssonancia aos descritos por Mayor et al. (2003) em A. africanos, Mayor
et al. (2013) na C. paca e Santos et al. (2014) no prea, segundo os quais afirmam haver
auséncia de vestibulo, estando o clitoris e a uretra, nas espécies em questdo, separados da
regido vaginal.

Além disso, a ndo verificagdo da cornificacdo do epitélio vestibular em G spixii,
pode estar relacionada com uma representatividade tecidual obtida justamente em regiéo

do 6rgdo que sofreu influéncia de concentracfes elevadas e estaveis de progesterona,
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tanto pela liberacdo deste hormonio pelo corpo luteo quanto pela placenta, acdo esta
capaz de reduzir a proliferacdo e maturacdo do epitélio deste local, 0 que assemelha-se
com as observagdes de Lis e Davis (2007) quando estes demonstraram pronunciado
decréscimo na estratificacdo epitelial da vagina de roedores em fase luteinica.

A genitélia externa localiza-se entre o anus e o oOstio uretral, podendo-se apresentar
edemaciada na fase folicular como descrito por Mayor et al. (2003) no Atherurus
africanos, Reis et al. (2011) na D. leporina e Santos et al. (2014) no prea. Este dltimo cita
o clitéris como uma estrutura conica revestida por pele, sendo que no seu apice pode ser
observado um pequeno orificio ou 6stio uretral.

Nossos resultaram mostraram também a estrutura da vulva com o seu orificio
vaginal, canal uretral contido no clitoris e a regido da comissura posterior, resultante da
unido dos labios vulvares, posteriormente, no centro do perineo. Microscopicamente,
evidenciamos, no clitéris, tecido conjuntivo frouxo e formag6es cartilaginosas, as quais
estiveram delimitadas por melandcitos, caracteristica ndo descrita para outros autores. Ao
longo da gestacdo foi possivel verificar a riqueza de epitélio glandular, o qual sustentava-
se em tecido conjuntivo frouxo, seguido do denso e ainda camada muscular, aspectos

estes compativeis com as observacdes de Santos et al. (2014).

6.2 DETERMINACAO DO PERIODO GESTACIONAL

Em experimento realizado por Buzzio et al. (2001), o qual verificou curta fase
luteinica em roedores murideos, hipotetizou que a implantacéo ocorria precocemente (nos
cornos uterinos), fato este que motivou os pesquisadores a caracterizarem o periodo
gestacional bem como o desenvolvimento inicial blastocistico em gestacGes sobrepostas,
cujas fémeas realizavam aleitamento da ninhada anterior. As espécies em questdo e 0s
periodos que duravam a gestacdo foram relatados como inferiores a 10 dias, 0o que
contrastou bastante com as duracbes das gestacOes isentas de sobreposicdo a saber:
Calomys musculinus (21 dias), Calomys laucha (21 dias), Microtus ochorogaster (21
dias) e Akodon molinae (25 dias) — estas espécies compreendendo roedores sulamericanos
sigmodontineos) e Peromyscus maniculatus bairdii (25 dias) - roedor norte-americano

sigmodontineo-.
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Adicionalmente, Richmond e Conaway (1969) e Clarke e Hellwing (1983)
estabeleceram estimativas de duracdo da gestacdo das espécies Clethrionomys glareolus,
Mus musculus e Rattus norvegicus como sendo 19, 20 e 22 dias respectivamente.

De acordo com Lange e Schmidt (2006) as cutias apresentam duas pari¢fes anuais,
com intervalo entre partos de 156 dias e duracdo gestacional situada em torno de 104 a
120 dias.

Em condicdes naturais ndo controladas, pesquisadores como Larcher (1981), Mares
et al. (1982) e Pinheiro et al. (1989) estabeleceram como 48 dias o tempo decorrido de
uma gestacdo em preés, sendo tal parametro utilizado como referéncia em estudo de
placentacdo promovido por Oliveira et al. (2008). Estes ultimos, por sua vez, delimitaram
os tercos iniciais, médios e finais da gestacdo com base no periodo anteriormente citado
ao mesmo tempo em que possibilitaram o0 acompanhamento do aumento quantitativo da
morfometria relativa ao didmetro placentario e comprimento cabe¢a-nddega (Crown-
rump) dos embrides e fetos.

Entretanto, de acordo com o nosso trabalho, as 10 fémeas que gestaram
apresentaram um periodo gestacional que resultou em 59 dias (com desvio padrdo de
2,7487), servindo, pois, de elemento nortedor para a anélise morfométrica embrionaria e
fetal bem como para o adequado planejamento das coletas de sacos gestacionais e sistema

reprodutor femino, destinados as analises macro e microscépicas.

6.3 CARACTERIZACAO DO CICLO ESTRAL

No tocante ao ciclo reprodutivo, os perfis citologicos dos tipos descamativos
cervico-vaginais refletem a dindmica enddcrina associada aos ciclos reprodutivos, nas
espécies mamiferas, podendo o estudo do ciclo estral, feito por andlise quali e
quantitativa das referidas células, bem como dos elementos figurados associados, serem
utilizados com eficiéncia para predizer o periodo fértil da espécie em analise e, por
conseguinte, possiveis disturbios relacionados a reproducdo (MOXON et al., 2010).

No presente trabalho, verificamos nas fémeas de preéas, duracdo do ciclo
reprodutivo de 14,8 £ 0,73 dias (com variacdo de 12 a 16 dias) para as cinco fémeas

mantidas na presenca de um macho e 14,6 + 0,75 dias (com variacao de 13 a 17 dias) nas
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outras cinco que estiveram isoladas em box especifico, duracBes estas proximas as
estabelecidas por Santos et al. (2015), os quais utilizaram-se de 12 fémeas de preas nao
gestantes mantidas isoladas e outras cinco, na presencga de um macho. No primeiro grupo,
avaliaram dois ciclos completos, obtendo-se, em média, 15,8 + 1,4 dias para a durac¢do do
ciclo, com variacdes de 14 a 19 dias. As fémeas mantidas na presenca do macho nao
puderam ser avaliadas, pois a maioria foi fecundada por este Gltimo. Em nosso estudo, tal
problematica ndo foi evidenciada, pois 0 macho utilizado estava impossibilitado de
fecundar as fémeas do grupo por estar preso em gaiola.

O monitoramento do ciclo reprodutivo de cutias, criadas em cativeiro no semiarido,
foi realizado pela citologia vaginal associada a ultrassonografia transabdominal em tempo
real por Campos et al. (2015). Para tanto, os autores caracterizaram oito ciclos completos,
empregando a metodologia supracitada, e encontraram em média 28,2 + 0,7 dias com
variacoes de 24 a 31 dias, resultados estes aproximados aos reportados por Guimarées et
al. (1997) ao avaliarem 20 fémeas adultas de cutias (Dasyprocta prymnlopha), chegando-
se a média de 30,69 + 4,65 dias (com ciclos variando de 19 a 40 dias).

Neste ultimo trabalho, os autores diviram as fémeas em grupos experimentais a
saber: 1° grupo (seis fémeas pluriparas isoladas de machos), 2° grupo (seis fémeas
pluriparas associadas com animal macho vasectomizado), 3° grupo (seis fémeas dos
grupos anteriores, mantidas em acasalamentos monogamicos) e 4° grupo (oito fémeas
nuliparas mantidas com macho vasectomizado). Os resultados sinalizaram ndo haver
diferenga estatistica significativa (P>0,05) entre as médias dos ciclos estrais dos grupos
formados, ndo existindo, portanto, efeito macho significativo, com relacdo a média geral
de duracdo da ciclicidade avaliada, o que corrobora com 0s nossos resultados verificados
em preas.

No entanto, Touma et al. (2001) ao estudarem as diferentes fases do ciclo estral em
duas espécies de roedores sulamericanos (Cavia aperea e Galea musteloides), definiram
como duracéo para a primeira espécie de 21 dias e periodos varidveis para a segunda, que
por sua vez, sO ocorria na presenca do macho. Foram avaliadas 11 fémeas adultas ndo
gestantes de cada espécie em questdo segundo critérios como abertura da membrana de
oclusdo vaginal — caracteristica que ocorre no estro ou por ocasido do parto -, dosagens

de estrdgeno e progesterona e colpocitologia vaginal. Os animais experimentais passavam
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por estagios sucessivos que incluiram uma fase em que eram mantidas isoladas e outra,
na presenca do macho. O ciclo reprodutivo foi calculado pela contagem do numero de
dias entre duas aberturas sucessivas da membrana de oclusdo bem como o padrdo da
citologia descamativa, a qual foi tratada pela utilizacdo de escala qua variou de 0 a 5 no
que se refere as quantidades de leucocitos, células superficiais, intermediarias, parabasais
e basais. Os resultados demonstraram diferencas marcantes entre as espécies analisadas,
sendo que para C. aparea, independente da condi¢do, promovia abertura da membrana de
oclusdo vaginal, possuia elevadas concentracdes de estrégeno no estro bem como
predominio de células superficiais e intermediarias nesta fase. Diferentemente, G.
musteloides sO exibia comportamento de estro quando na presenca do macho, do
contrario, ndo apresentavam abertura da referida membrana, revelavam baixas
concentragOes estrogénicas e possuiam esfregacos vaginais dominados por leucdcitos e
células parabasais.

Guimardes et al. (2011) caracterizaram 20 ciclos estrais de Dasyprocta
prymnolopha, obtendo-se média de duracdo de 32,05 * 4,17 dias (variando de 25 a 40
dias), ndo ocorrendo diferenca estatistica significativa no tocante ao efeito macho dos
grupos experimentais estudados sob a duracgdo do ciclo. No entanto, a maioria dos grupos
experimentais formados continham fémeas adultas e jovens, ambas em contato com
machos vasectomizados. Desta forma, ao serem realizadas dosagens hormonais por
radioimunoensaio, verificou-se que para o 17-beta estradiol, observaram-se dois picos de
concentragéo, o primeiro na fase de metaestro e o0 segundo, no proestro, fato este capaz de
se sugerir tratarem-se de duas fases de desenvolvimento folicular. No caso da
progesterona, houve significancia estatistica (P<0,05) em suas concentracfes entre as
fases do ciclo. Evidentemente, foi baixa no estro, elevando-se 24h apos esta fase e
atingindo a maior meédia, na fase de diestro.

Nesse sentido, comparando-se as duracfes de cada fase do ciclo reprodutivo de
preas, verificamos que a presenca do macho influenciou de forma significativa a fase do
diestro, a qual foi mais longa (4,0 + 0,63 dias) quando comparadas com o grupo de cinco
fémeas mantidas na auséncia daquele (2,4 + 0,24 dias) pela analise da citologia vaginal.
Os resultados sugerem que a presenca do macho pode influenciar a concentragdo de

progesterona, apés a ovulacdo, por subsequente atuacdo sob a atividade do corpo luteo.
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Em se tratando da citologia, os critérios inclusos para determinacgéo de cada fase do
ciclo reprodutivo de preas bem como os aspectos morfoldgicos celulares foram
estabelecidos que a fase de estro deveria conter, somando-se as células superficiais e
escamas anucleadas, pelo menos 70% destes tipos descamativos, cujas células
demonstravam  citoplasma eosinofilico, morfologia poligonal, baixa relacdo
nucleo/citoplasma, cromatina finamente granular ou com nucleo picnotico no caso das
superficiais e isentas de nucleo, nas escamas. Alem disto, ndo se observava a presenca de
leucdcitos e as bactérias, em pequeno nimero ou ausente.

Na fase de metaestro, o tipo celular predominante em valores percentuais era
representado pelas células intermediarias, seguidas por quantidades consideraveis de
bactérias e leucocitos. Tais células apresentavam-se com forma variando do ovalado ao
poligonal, nucleo centrado e com cromatina dispersa e granulosa além de citoplasma
basofilico. Para a fase de diestro, consideramos que o somatério de células profundas
(parabasais e basais) deveriam perfazer valores relativos acima de 40% e ainda possuir
células intermediarias como o segundo tipo predominante. Ademais, numeroso infiltrado
leucocitario, de bactérias e muco também foram evidenciados. As células parabasais e
basais continham formato redondo, nicleo grande e central, cromatina granular e elevada
relacdo nucleo/citoplasma. Diferiam entre si, pois estas Gltimas eram menores e possuiam
citoplasma intensamente basofilico.

Subsequentemente, a fase de proestro iniciava-se com o predominio de células
intermediérias além da presenca de bactérias e muco, sendo a chegada do estro,
compativel quando as celulas superficiais retornavam a valores percentuais iguais ou
superiores a 70%. Tais aspectos morfoldgicos celulares de cada fase foram similares aos
apresentados por Guimarées et al. (1997), Bastos et al. (2003), Barbosa et al. (2007),
Costa et al. (2009), Guimarées et al. (2011) e Santos et al. (2015).

Touma et al. (2001) consideraram dois tipos de células intermediaria: as jovens,
cujo formato aproxima-se do oval e as maduras, poligonais, as quais eram quantificadas
por meio de escores pré-definidos, quando se estudou o ciclo estral de duas espécies de
roedores sulamericanos, por meio do uso de corantes derivados de Romanowsky. Ja
Paccola et al. (2013) caracterizaram as células do ciclo reprodutivo de ratos Wistar,

utilizando a bateria de coloracéo de Shorr, como sendo pequenas células basofilicas, estas
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correspondendo as parabasais e basais; grandes células basoéfilas (células intermediérias),
células pré-aciddfilas, células nucleadas acidofilas e enucleadas acidofilicas.

Moxon et al. (2010) produziram um artigo avaliando um grupo de técnicos
experientes e outro inexperiente para a caracterizagdo da fase do ciclo estral, contagens e
reconhecimento de 100 células do epitélio vaginal e identificacdo, por meio de escores, 0s
neutrofilos presentes em 16 laminas citoldgicas de cadelas, coradas por solucdes
derivadas de Wright-Giensa. Todas as laminas foram distribuidas aos participantes de
forma randémica. Os resultados demonstraram diferencas significantes no percentual de
células intermediarias grandes bem como quanto ao estabelecimento de escores para 0s
leucdcitos nos dois grupos de participantes. Ao passo que a variagao inter-técnico revelou
dificuldades no reconhecimento de pequenas células intermediarias pelos técnicos
inexperientes. Por esses motivos elencados, optou-se pela leitura das laminas citoldgicas,
da caracterizacdo do ciclo estral em preés, serem realizadas apenas pelo responsével da
pesquisa bem como em ndo incluir, nos resultados, as observaces semi-quantitativas
referentes aos leucocitos, bactérias e filamentos de muco, devido a subjetividade e
possibilidade de erro, no que se refere as possiveis inferéncias posteriores. Limitamo-nos,
pois, a afirmar que as bactérias, leucécitos e filamentos mucosos sdo abundantes entre as
fases de metaestro e diestro.

Nossos resultados referentes as medias gerais, dadas em percentual, dos tipos
celulares evidenciados no ciclo estral de preas, foram muito semelhantes, na fase de
metaestro, e na superioridade quantitativa das escamas anucleadas frente as superficiais
nucleadas, em todas as fases do ciclo, o que indica um escalonamento maturativo normal,
semelhante aos verificados em cutias por Guimaraes et al. (1997) e divergentes quando
comparadas as médias gerais nas demais fases, bem como dos resultados apresentados
por Zogmo (2002), ao caracterizar as médias celulares por meio da colpocitologia vaginal
de mocos (Kerodon rupestris) e Santos et al. (2015) ao demonstrarem a distribuicao
percentual dos tipos celulares em cada fase do ciclo reprodutivo de preas criados em
cativeiro.

A analise estatistica da nossa pesquisa sinalizou haver efeito significativo (P<0,05)
da contagem de escamas anucleadas entre as fases do ciclo estral nos dois grupos

experimentais, sendo as maiores médias evidenciadas no estro e as menores, no diestro.
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Este achado diferiu dos promovidos por Guimardes et al. (1997) que, indicou, em cutias,
haver diferenca significativa das células superficiais anucleadas apenas na fase de estro, a
qual produziu maiores contagens quando comparadas as demais fases e entre estas, ndo
houve diferenca. Comparando-se os tratamentos (macho presente e ausente), em preas,
verificamos que ocorreu diferenca estatistica na fase de proestro, sendo evidenciado
maior percentual de escamas no grupo de fémeas mantidas acasaladas (35,05£1,97 %) do
que naquele privado da presenca do macho (18,00+2,28 %).

A prética corrente da insercdo de um macho para a sincronizacdo do ciclo estral é
uma atividade indispenséavel quando se objetiva a criopreservacdo de embrides, limpeza
sanitaria de col6nias e transgénese murina (MATTARAIA et al., 2009). Em caprinos e
ovinos, pela importancia econdémica, ambiental e sociologica (RANCOURT et al., 2006),
a performace reprodutiva relaciona-se, diretamente, com os lucros obtidos na producdo de
leite e carne. Para tanto, a sincronizacdo do ciclo estral traz grandes beneficios aos
produtores pecuarios (GONZALEZ-BULNES et al., 2005).

Em nosso trabalho, ndo houve propriamente uma sincronizagdo do ciclo, porém, a
presenca do macho relacionou-se direta ou indiretamente com o estimulo das acGes
estrogénicas, na fase de proestro —reconhecidamente um periodo fértil para a fémea em
idade reprodutiva -, as quais cursaram com o aumento proliferativo do epitélio vaginal
que tende a sofrer estratificacdo das camadas mais diferenciadas e, consequentemente,
descamacdo das células superficiais anucleadas.

No experimento de Zogmo (2002), mantendo-se grupos de fémeas de mocos em
contato com um macho, houve significancia estatistica para o percentual de escamas
anucleadas na fase de estro quando comparada as demais fases, utilizando-se para tal, o
teste de Tukey, diferindo, pois dos nossos resultados, que demonstraram diferencgas
significativas, deste tipo celular, em todas as fases do ciclo, tanto para o grupo contendo o
macho quanto para os que contiveram fémeas isoladas.

No tocante as células intermediarias, em preas, também foram observados efeitos
significativos da interacdo entre os tratamentos na fase de proestro, entretanto, 0 grupo
isento de macho foi o que apresentou maiores porcentagens meédias (48,73+2,17 %) na
contagem deste tipo de célula quando comparados ao outro grupo em analise (37,85+1,88

%). Desta forma, quando o macho estava ausente, havia menor descamacdo de células
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superficiais anucleadas, provavelmente devido a menor concentracdo de estrogenos
circulantes, fato este que poderia acarretar em maior percentual de células intermediarias,
proporcionalmente, por maiores niveis de progesterona, no grupo em questdo, e,
consequentemente, maior desprendimento do tipo celular intermediério.

Ademais, no grupo das fémeas mantidas isoladas do macho, as fases de proestro e
metaestro representaram as maiores producdes de células intermediarias, ndo diferindo
entre si, porém sendo significantes quando comparadas com as fases de diestro e estro,
fase esta em que se obteve menor média para este tipo celular.

Para o outro grupo, a fase do estro também apresentou os menores valores
percentuais, diferindo, de forma significativa, das demais fases e estas Ultimas néo
diferiram entre si. No entanto, a fase de metaestro apresentou 0s maiores percentuais
médios de células intermediarias, assemelhando-se aos verificados por Guimardes et al.
(1997) verificados em cutias e Zogmo (2002) em pacas, sendo que, de acordo com estes
dois autores, os maiores valores de células intermediérias, verificados nas respectivas
espeécies, ocorreram no metaestro e a producdo neste periodo diferiu significativamente
das demais fases, estas Ultimas ndo diferindo entre si.

Além disso, em preds, era esperado um maior gquantitativo de células superficiais
nucleadas nas fases de proestro e estro, as quais sofrem maior estimulo para a
diferenciacdo e proliferacdo celulares, em decorréncias das maiores concentracdes de
estrogenos nas referidas fases. Como a ovulagdo ocorre no estro, sob pico do horménio
luteinizante, verificamos que o maior percentual médio deste tipo celular ocorreu nessa
fase, porem nédo diferindo estatisticamente (P>0,05) da fase que a antecedia e diferindo,
pois, das demais fases. Excetuando-se o proestro, tais informag6es concordaram com as
produzidas por Guimardes et al. (1997) e Zogmo (2002) ao analisarem os ciclos
reprodutivos de cutias e pacas, respectivamente.

A diferenca entre a média das células parabasais, na fase de diestro, mostrou
significancia (P>0,05) quando comparada as demais, todavia, ndo houve diferenca
significativa entre as fases de metaestro e proestro, sendo a fase de estro reponsavel pela
menor média observada. Caracteristica semelhante ocorreu para as basais que tiveram
maiores valores percentuais na fase de diestro, cuja significancia (P>0,05) as diferiu das

demais fases, entretanto, em cada fase do ciclo houve diferenca significativa (P>0,05) e a
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menor quantidade também foi verificada no estro. Esse padréo, verificado na fase de
diestro, condiz com elevadas concentracdes circulantes de progesterona, as quais
induzem a uma menor espessura do epitélio vaginal, acarretando na formagdo de uma
fina camada germinativa de células profundas (WESTWOOD, 2008).

6.4 PLACENTACAO VITELINICA E CORIOALANTOIDE

A placentagdo compreende todos os mecanismos de interagdo entre os tecidos
maternos e membranas fetais envolvidos na formacdo de um Orgdo placentério
temporario, capaz de produzir o sucesso reprodutivo de uma espécie.

Dentro deste contexto, verifica-se atualmente, estudos de placentacdo que
correlacionam os aspectos morfologicos com informacBes resultantes de pesquisas
utilizando biologia molecular no estabelecimento de correlagbes filogenéticas entre as
diversas ordens dos mamiferos (CARTER, 2001; MESS; CARTER, 2006; MESS;
CARTER, 2007). Tais investigacdes promovem valiosas informacbes sobre genes
relacionados ao desenvolvimento placentario (CROSS et al.,, 2003) e até mesmo a
possibilidade de reconstrugdo filogenética de uma condicdo ancestral de modo que se
torne possivel o entendimento da evolucdo da placenta nos mamiferos (MESS; CARTER,
2007).

Wislocki et al. (1946) j& admitiam que a placenta de roedores constituia uma
estrutura de maior complexidade quando comparada a placenta de gatos, porcos e até
mesmo no homem. Tal complexidade se relacionava as modificacdes ocorridas nos
tecidos maternos, trofoblasto e saco vitelino, principalmente no inicio do
desenvolvimento embrionario.

No entanto, a busca por modelos experimentais que possibilitem uma melhor
compreensdo da placentacdo humana favorece a utilizacdo de roedores devido a estreitas
similaridades que ambos apresentam (CARTER et al., 2006; CARTER, 2007).

O orgédo placentéario forma-se pela intima associacdo entre membranas fetais e
epitélio uterino de forma a facilitar as trocas fisiologicas (SANSOM, 1922; MOSSMAN,
1987; JOLLIE, 1990; SCHRODER, 1995; ENDERS; BLANKENSHIP, 1999; CARTER

et al., 2004). A estrutura anatbmica varia amplamente durante o seu desenvolvimento
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tanto do ponto de vista macroscopico quanto microscopico, podendo haver varias
classificagOes para este 6rgdo (SCHRODER, 1995).

E interessante ressaltar que em varias espécies de mamiferos, observa-se o
desenvolvimento de uma placenta vitelina precedendo a formagdo da placenta
corioalantoide ou principal. Em roedores os dois tipos coexistem até o final da gestacéo,
sendo a vitelina mais suscetivel a sintese proteica e transferéncia de substancias
necessarias a nutricdo histotréfica do que ao intercdmbio de gases respiratorios
promovidos pela placenta principal (KING; ENDERS, 1970; ENDERS; CARTER, 2006;
ENDERS, 2009).

Até certo tempo havia uma concepcdo de que a placenta vitelina de roedores era
funcional apenas nos estagios iniciais da gestacdo ao passo que a corioalantoide atuava
principalmente nos estagios tardios da mesma. No entanto, mediante novos estudos
acerca dessa premissa, torna-se plausivel considerar que os dois tipos de placenta se
complementam na medida em que desempenham fungdes essenciais ao desenvolvimento
do concepto (WISLOCKI et al., 1946; KING; ENDERS, 1970; MOSSMAN, 1987).

Independente do tipo de placenta, para a obtencdo de respostas aos aspectos
funcionais de cada uma, torna-se necessario a descricdo morfofisioldgica de tal 6rgao de
modo a englobar: analises macroscopicas, microscopicas e ultraestrutura dos elementos
que a compde bem como das membranas fetais de forma a tornar esses mecanismos
elucidativos.

A compreensdo da organizagdo estrutural da placenta vitelina ao longo do periodo
gestacional favorece o estabelecimento de correlagdes com os aspectos funcionais do
saco vitelino. Muitas pesquisas avaliam a estrutura fina das células endodérmicas
viscerais e parietais no que diz respeito ao aparato absortivo bem como das organelas
citoplasmaticas presentes neste epitélio. Este fato permite ressaltar a importancia de uma
placenta vitelina invertida seja para aumentar a continua demanda anabdlica do embrido
ou até mesmo como uma caracteristica evolutiva das muitas espécies de roedores.

King e Enders (1970) admitiram a importancia de um 6érgdo placentéario, no
porquinho da india e em muitas outras espécies de roedores, para transferéncia de

nutrientes ao feto, sendo os mecanismos de transporte de substancias desencadeados por
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dois tipos de placentas, uma corioalantoide e outra denominada placenta vitelina
invertida.

De fato, os aspectos complementares destas placentas foram destacados em
estudos que avaliaram a absorcdo de alguns elementos indispensaveis ao
desenvolvimento fetal. Dentre eles verificou-se que o saco vitelino atuava na captacdo e
transporte de ions ferrosos (Fe**) da mesma forma que os fons célcio (ca®*) eram
absorvidos e transferidos ao feto pelo labirinto da placenta corioalantoide (WISLOCKI et
al., 1946).

Para Calarco e Moyer (1966) a placenta vitelina possui geralmente importancia
secundaria, persistindo como estrutura acessoria. No entanto, em muitas especies de
roedores, 0 saco vitelino apresenta continuo desenvolvimento durante todo o periodo
gestacional, envolve e protege o embrido além de func6es nutritivas e hematopoiéticas.

Beckman et al. (1990) afirmam que o saco vitelino visceral constitui um
importante 6rgdo placentario em roedores, pois estabelece 0s primeiros mecanismos de
intercdmbio nutricional antes da placenta corioalantoide se tornar desenvolvida. Mesmo
apos o estabelecimento desta Gltima, as células do endoderma visceral permanecem
funcionais durante toda a gestacdo, desencadeando diversas funcBes metabdlicas,
secretoras e imunoldgicas.

A formacdo da placenta vitelina inicia com a producdo de uma vesicula cuja
porcdo visceral é vascularizada pelo mesoderma subjacente e o0 segmento parietal
apresenta-se em contato com o trofoblasto da decidua capsular (ENDERS, 2009).

Os termos placenta vitelina parietal e capsular foram introduzidos por Jollie
(1990) ao descrever os constituintes do saco vitelino em roedores de laboratorio. O
primeiro refere-se ao endoderma parietal que reveste a superficie da placenta principal e 0
segundo, ao epitélio parietal que recobre o trofoblasto mural.

Anderson (1959) ao analisar a placenta vitelina de ratos com o auxilio da
microscopia de luz, constatou que a partir do décimo primeiro dia de gestacdo o saco
vitelino era bem desenvolvido, contrastando com a presenca de imatura placenta
corioalantoide. O autor destacou que a placenta vitelina era constituida inicialmente por
duas membranas endodérmicas: uma visceral e outra parietal, delimitando a cavidade do

saco vitelino. A camada parietal que revestia a decidua capsular apoiava-se numa
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membrana hialina de Reichert e suas células endodérmicas demonstravam formato
colunar baixo, além de curtas microvilosidades apicais. Na superficie do epitélio visceral
e abaixo da membrana basal que sustentava este epitélio, verificaram-se curtas
vilosidades e poucos vasos vitelinicos respectivamente.

Os resultados obtidos em preds, no presente trabalho, demonstraram
comportamento similar aos descritos no paragrafo anterior nos periodos estudados antes
da inversdo do saco vitelino. E importante destacar que a disposicdo do epitélio visceral
apresentou comportamento relativamente constante a partir do décimo quarto dia de
gestacdo, sendo evidenciadas areas de intensa formacgdo vilosa cujo aspecto convoluto
direcionava-se para o endoderma parietal da superficie da placenta principal. Ja nos locais
distais desta placenta, verificavam-se células prismaticas dotadas de poucas vilosidades,
podendo ser caracterizadas como regido lisa do endoderma visceral. Tais caracteristicas
estdo de acordo com as observacdes produzidas por Sanson (1922) ao estudar o
desenvolvimento placentario inicial na ratazana da agua (Arvicola microtus amphibius);
Wislocki et al. (1946) ao retratarem a placenta vitelina de roedores sobre a Otica
imunohistoquimica; Anderson (1959) em trabalho sobre as barreiras placentarias em ratos
no tocante a absor¢do de gamaglobulinas; Jollie (1990) ao ter promovido revisao sobre o
desenvolvimento, morfologia e fun¢des do saco vitelino em roedores de laboratorio;
Oliveira et al. (2008) ao analisarem a placentacdo corioalantoide em preas e Freyer e
Renfree (2009) ao realizarem revisdes acerca da ontogenia do saco vitelino nos
mamiferos.

E interessante ressaltar que aos 13 dias de gestacdo, um dos sacos gestacionais de
prea apresentou-se destituido do trofoblasto mural e membrana de Reichert subjacente,
sendo bem caracterizados os endodermas parietal e visceral da placenta vitelina. Apenas
em determinadas regides, evidenciaram-se as formacoes vilosas do endoderma visceral.
Como argumentado anteriormente, este resultado proporcionou o estabelecimento de
condigdes primordiais para consideracdo deste periodo como anterior a inversao do saco
vitelino.

A partir do décimo quarto dia de gestacdo em preés, verificou-se a desestruturacéo
do endoderma parietal que recobre o Utero e placenta corioalantoide, sendo, portanto,

considerada a data em que o saco vitelino sofre o fenémeno da inverséo, ja que tal



213

caracteristica foi evidenciada em mais de um saco gestacional e que a partir do décimo
quinto dia ndo mais se evidenciaram os elementos sinalizadores de uma condigéo anterior
a inversao.

Como a inversdo do saco vitelino resulta na degeneragdo da onfalopleura
bilaminar, acarretando na formacdo de interface entre o endoderma visceral e Utero,
torna-se intrigante quais os mecanismos moleculares envolvidos no reconhecimento do
epitélio visceral pelo sistema imune materno de forma a ndo ocorrer reacles
imunogénicas desfavoraveis ao desenvolvimento embrionario. A elucidacdo dos
mecanismos desta situacdo paradoxal irdo solidificar as vantagens promovidas pela
inversdo do saco vitelino, mediante o aperfeicoamento do aparato absortivo, ja
evidenciado nas relacdes anatdmicas obtidas neste trabalho.

Para Mossman (1987), Mess (2003), roedores e lagomorfos retém uma placenta
vitelina ao longo da gestacdo, podendo a mesma sofrer inversdo parcial ou total. Neste
sentido, Beckman et al. (1990) argumentam que em ratos a inversdo total do saco vitelino
ocorre entre os dias 16 e 17 de gestagdo com a ruptura da membrana de Reichert e
consequente aposicdo entre endoderma visceral e Utero.

De acordo com Jollie (1968) a inversao em ratos acontece no dia 16 de gestagéo,
iniciando com a ruptura da membrana de Reichert seguida de retracbes da decidua
capsular, produzindo ao final, confluéncia entre as cavidades vitelina e uterina. Perry
(1981) retrata que durante a inversdo no porquinho da india, ocorre degeneragdo da
decidua capsular permitindo a absorcdo de substancias das glandulas uterinas pelo
endoderma visceral.

A utilizacdo de histologia convencional associada a técnicas de microscopia
eletronica de transmissdo possibilitaram a caracterizagéo da placenta vitelina em coelhos.
Os resultados evidenciaram que entre os dias 11 e 12 de gestacdo ocorria & degeneracéo
do endoderma parietal e ectoderma, resultando na formacdo de uma placenta vitelina
invertida. Consequentemente, verificou-se que a tensdo promovida pelo fluido do celoma
extraembrionério, fazia com que o endoderma visceral mantivesse estreita relagdo com a
decidua parietal da regido antimesometrial do Utero (LARSEN, 1963).

Estudos de placentacdo em morcegos (Noctilio labialis minor) permitiram a

identificacdo de trés estruturas placentarias diferentes, desenvolvidas ao longo da
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gestacdo: a onfalopleura bilaminar, onfalopleura trilaminar e placenta corioalantoide. A
primeira estrutura apresentou contato direto com o trofoblasto e decidua parietal,
formando a placenta coriovitelina. A segunda desenvolveu-se em consequéncia da
invasdo mesodérmica na primeira. Posteriormente, verificou-se que o segmento parietal
persistia até o final da gestacdo, sendo a inversdo referida como incompleta
(ANDERSON; WINSATT, 1963).

Dempsey (1953) afirma que antes da inversdo do saco vitelino, no porquinho da
india, o endoderma visceral encontra-se em contato direto com o contetido da cavidade
do saco vitelino e é suprido pelos vasos vitelinicos localizados abaixo da membrana basal
visceral. Durante a inversdo, a membrana de Reichert é a Gltima a degenerar resultando
ao final, em células endodérmicas diretamente expostas as secre¢des uterinas, podendo
absorvé-las e transferi-las com maior efetividade ao embrido. Ja Jollie (1990) afirma que
nesta espécie, ndo é formado o segmento parietal da onfalopleura bilaminar, sendo a
inversdo constituida pela degeneracao do trofoblasto mural logo ap6s a implantacéo.

E importante destacar que apds a inversdo em preas houve aumento das relagdes
de aposicdo entre o endoderma visceral e Gtero bem como entre 0s endodermas que se
localizam na superficie fetal da placenta principal. Para Cross (1998) tais disposicoes
anatdmicas sdo favorecidas tanto pelo processo da inversdo quanto pelo crescimento
assimétrico do embrido, o que acarreta em modificacdes espaciais do epitélio visceral e
amnio.

Nessa area de interface, em especial, a aposi¢do entre endoderma parietal e
visceral, as celulas endodérmicas apresentaram formato poliédrico, ndcleos na posi¢édo
basal e numerosas vilosidades na posi¢édo apical, demonstrando o aparato absortivo nesta
regido da placenta vitelina.

Essa caracteristica funcional foi confirmada experimentalmente em estudos
realizados por Anderson (1959), no qual imunoglobulinas marcadas com iodo radioativo
(1'3%) eram injetadas na veia jugular de ratas gestantes, moviam-se da luz uterina para a
cavidade do saco vitelino - na regido de interface entre os endodermas visceral e parietal -
e confirmavam o intercambio absortivo, que foi visualizado com o auxilio de método

autorradiografico.



215

Diante disso, fica claro a importancia da placenta vitelina ou endoderma visceral,
no tocante ao suprimento fetal por substancias indispensaveis ao seu desenvolvimento,
sendo a vascularizacdo vitelinica deste epitélio e a membrana basal visceral - que
promove a sustentacdo da referida estrutura — elementos fundamentais para o
desempenho funcional deste tipo de placenta e que, em preas, foram destacados pela
marcacdo especifica da reacdo imunohistoquimica para vimentina.

No presente trabalho, verificamos que a presenga de moléculas de glicogénio e/ou
substancias glicoproteicas foram reveladas pela reacdo do P.A.S principalmente no
endoderma parietal e membrana de Reichert subjacente a placenta principal. Este padrao
de positividade do P.A.S retratado anteriormente mostra-se compativel com aqueles
descritos por Haar e Ackerman (1971) ao estudarem as mudancas ultraestruturais do saco
vitelino em camundongos; Favaron et al. (2011) em trabalho de placentagcdo em roedores
da Subfamilia Sigmodontinae. No entanto, nossos resultados divergem de Wislocki et al.
(1946) pelo fato destes autores afirmarem que ndo seriam encontradas moléculas de
glicogénio nas células endodérmicas parietais que revestiam o trofoblasto mural e mesmo
com as glicoproteinas presentes neste endoderma, as reacdes ao P.A.S seriam fracamente
positivas.

Devido aos padrdes de coloracdo promovidos pela reagédo positiva do P.A.S tanto
nos elementos presentes na cavidade uterina quanto no saco vitelino, torna-se possivel
inferir a ocorréncia de trocas de substancias entre estes componentes, cuja mediagdo pode
sofrer influéncia da membrana de Reichert (WISLOCKI; PADYKULA, 1953).

Na gestacdo avancada em preés, verificou-se que a membrana de Reichert era
desenvolvida e continua, encontrando-se interposta entre o endoderma parietal e o
trofoblasto da placenta corioalantoide. Por meio da microscopia eletronica de varredura,
esta membrana apresentou padrdo de eletrodensidade moderada, resultante do aspecto
fibrilar agregado que se distribuia de forma continua ao longo do contorno desta lamina
basal.

PadrOes semelhantes no tocante ao desenvolvimento desta membrana foram
relatados por Jollie (1968) ao descrever as mudancas da estrutura fina do saco vitelino e
membrana de Reichert em ratas com o aumento da idade gestacional. No entanto, o autor

relatou que em todos os periodos analisados, as células endodérmicas parietais
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apresentaram aspecto cuboidal e eram frequentemente separadas uma das outras. Além
disso, as células trofoblasticas em alguns locais apresentaram-se descontinuas, 0 que
resultava na formacdo de fenestracGes tanto do lado endodérmico quanto no lado
trofoblastico. Como resultado, coexistiram muitas areas em que a Unica barreira que
separava substancias presentes nos canais de sangue materno das células do endoderma
parietal foi a membrana de Reichert a qual apresentou propriedades de membrana
seletiva.

King (1971) com o proposito de caracterizar o continuo desenvolvimento do
endoderma parietal ao longo da gestacdo no porquinho da india, verificou por meio da
microscopia eletronica de transmissdo que entre os dias 28 e 30 de gestacdo as células
parietais apresentavam grande quantidade de cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso.
Estas organelas celulares apresentaram-se dilatadas e continham em seu interior
substéncias com aspecto denso cuja aparéncia era bastante similar a membrana de
Reichert. Consequentemente, inferiu-se como uma das fungdes do endoderma parietal a
sintese desta membrana basal.

Em preas as projecOes vilosas do endoderma visceral, na regido do disco
placentario, tornaram-se mais ramificadas na gestagdo avancada (aos 35 dias de
gestacdo), conforme evidenciado pela microscopia de luz e eletrénica de varredura, sendo
o alicerce das formacdes vilosas constituidos pela membrana basal visceral e serosa.
Segundo Mossman (1987) estas ampliagbes dos processos digitiformes séo decorrentes
da inversdo do saco vitelino, tornando as bordas apicais do epitélio visceral mais
suscetivel a captacdo de substancias. Consequentemente, as vilosidades aumentam em
numero e tamanho, acompanhando o desenvolvimento das células viscerais as quais se
tornam colunares altas (DEMPSEY, 1953; ANDERSON, 1959; KING; ENDERS, 1970).

Outro fator que chamou a atencéo foi a diferenca na superficie celular das células
endodermicas viscerais, do ponto de vista ultraestrutural, pela microscopia eletrénica de
varredura, quando estas células foram avaliadas nas regifes proximas e distantes da
placenta corioalantoide. Em  situagdo proximal, verificaram-se  numerosos
prolongamentos citoplasmaticos compativeis com pseuddépodes cuja dindmica motora
poderia refletir o desempenho funcional desta célula ao absorver, processar e eliminar

residuos de seu préprio metabolismo. Contrastando com esta caracteristica, as porcoes
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distais revelaram células endodérmicas viscerais apresentando superficie externa
altamente lisa, fato este também sugestivel em analise macroscopica de amostra obtida a
termo e processada por meio da perfusdao com latex.

Cockroft (1986) realizou um trabalho que também envolveu anélises da superficie
celular externa com énfase nas formacOes pseudociticas do endoderma em areas peri-
placentérias e distais. No entanto, o enfoque dado nesse experimento direcionou-se para
as células endodérmicas parietais na superficie da placenta corioalantoide bem como
revestindo o trofoblasto mural, em situagcéo anterior a inversdao do saco vitelino. Para
atingir tal objetivo foram realizadas analises em microscopia eletrénica de varredura além
de gravacbes dos movimentos celulares em camera acoplada a microscopio apropriado
cuja velocidade de gravacgdo era 64 vezes maior do que a passagem de tempo normal. Os
resultados demonstraram o predominio de pseuddpodes e atividade motora nas células
endodérmicas as margens do disco placentario ao passo que em regides distais, as células
possuiram superficie extremamente lisa e pouca motilidade.

A placenta corioalantoide de preas, em andlise macroscopica, foi classificada
como discoidal, sendo a face convexa associada ao feto e a concava, em contato com 0s
tecidos maternos. Em amostra obtida a fresco, observou-se coloragdo vermelha da
placenta, refletindo elevado nimero de vasos maternos e fetais.

De forma anéloga, Conceicdo et al. (2008) caracterizou a placenta principal de
cutias (Dasyprocta aguti) e pacas (Agouti paca) como sendo em forma de célice e
apresentando cor vermelha em amostra obtida a fresco. A estrutura placentéria nesses
animais relacionava-se com a subplacenta centralmente e com a decidua basal
lateralmente. J& Oliveira (2004) definiu o padrdo macroscopico da placenta
corioalantoide de mocés (Kerondon rupestris) como discoidal cujo formato placentario
apresentou-se ligeiramente alongado no lado materno e levemente achatado no lado fetal.

Os resultados permitiram observar no prea, modificacfes de forma da placenta
principal, que passou do eliptico achatado ao ovalado, entre os dias 10 e 12 da gestacao,
sendo observada uma organizacdo mais efetiva a partir do décimo quarto dia gestacional.
E interessante notar que o dia em que assume forma oval, coincidiu com o
estabelecimento da cavidade amnidtica e alongamento acentuado do blastocisto.

Posteriormente, seguiu-se gradual organizacdo da placenta que comecava a apresentar
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formato discoide que continha duas extremidades afiladas nas quais partiam o endoderma
visceral de modo a envolver o embrido.

Mess (2007) realizou estudo de placentacdo corioalantoide e vitelina na espécie
Petromus typicus com o intuito de investigar a evolucdo historica da placenta nos
roedores histricognatis, utilizando para tal, técnicas de microscopia de luz e eletrénica de
transmissdo. Os resultados demonstraram que na gestacdo inicial desenvolvia-se uma
imatura placenta corioalantoide, situada no lado antimesometrial do Gtero. Areas de
espongiotrofoblasto desprovidas de vasos sanguineos comegcavam a se organizar bem
como a regido do labirinto que por sua vez, apresentava vasos fetais e canais de sangue
materno.

Fischer e Floyd (1972) por meio da microscopia de luz realizaram estudos de
placentacdo no esquilo-da-Mongdlia (Meriones unguiculatus) como forma de caracterizar
a morfologia placentéria nesta espécie. Verificaram que entre os dias 13 e 14 de gestacéo,
uma imatura placenta corioalantoide surgia em decorréncia da vascularizacdo do cone
ectoplacentario por vasos oriundos do mesoderma alantoidiano. Neste periodo, a
organizacdo do labirinto e sincicio marginal ndo era evidente, ao passo que entre os dias
15 e 16 de gestacdo, observaram-se modificacGes das membranas fetais e expansdes do
embrido e placenta principal. Consequentemente, regides do labirinto placentario e
sincicio marginal bem como os padrdes vasculares das circulagdes maternas e fetais
tornaram-se bem definidos, culminando com elevado grau de maturagdo placentéaria a
partir do décimo nono dia de gestacao.

No pred, por volta do décimo quarto dia de gestacdo, arranjos cito e
sinciciotrofoblasticos indicavam o inicio da formacdo do labirinto, ao passo que, aos
quinze dias, na regido do pedunculo placentério, ocorreu coexisténcia das células do
citotrofoblasto e sinciciais com tecido conjuntivo transformado (decidua basal), cujo
aspecto fusiforme e anisocitico era evidente. Subsequentemente, nos dias 16 e 17 da
gestacdo, a placenta (disposta no lado anti-mesometrial do Utero) aumentou bastante de
tamanho pela hipertrofia e proliferagéo celulares, fato este que induziu aproximagoes do
embrido — este inicialmente disposto no lado mesometrial — e endoderma visceral em
direcdo a placenta principal. Tais observacdes, no que se refere as aposi¢cdes entre

embrido e placenta principal, corroboram com os achados de Oliveira et al. (2008), ao
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descreverem a organizacdo da placenta princial em preds nos tercos iniciais, médios e
finais da gestacdo, Jollie (1990) tratando-se de revisar as principais caracteristicas das
placentas vitelinicas e corioalantoides em roedores de laboratério e Cross (1998) quando
tratou sobre a placentacdo e formagdo das membranas extra-embrionérias em
camundongos.

Na gestacdo intermediaria em preds, aos 20 dias, houve o estabelecimento de
regibes bem definidas na placenta, sendo a area de espongiotrofoblasto situada na sua
superficie fetal, o labirinto, na regido média da placenta, porém ndo completamente
desenvolvido e a subplacenta, localizada entre o labirinto e decidua basal. E importante
destacar também que, entre os dias 25 e 30 da gestacdo, o labirinto placentario passou a
constituir grande parte do volume placentario e apresentou intensa rede vascular, a qual
foi demonstrada pela marcacdo do endotélio capilar fetal por meio da reagdo
imunohistoquimica para vimentina.

Estes resultados aproximam-se aos apresentados por Mess (2007) ao demonstrar a
placentacdo do cobaio entre os dias 20 e 23 da gestacdo. A autora em questdo também
revelou intensas marcag@es com a vimentina na regido labirintica, no modelo estudado,
retratou ainda a elevada positividade, nas células espongiotrofoblasticas, frente aos
anticorpos anti-mib-1 (anticorpo contra o antigeno Ki67 humano), o que indicou grande
atividade mitotica (pela revelagcdo dos ndcleos celulares em vermelho) da referida regido
placentaria e que aquelas células esponjosas estariam em continuo processo de migracao
para a periferia dos lobos placentérios.

Similarmente, verificamos, na gestacdo avancada, reacdes positivas intensas para
0 PCNA, no endoderma parietal, espongio e sinciciotrofoblasto — demonstrados pela
colora¢do marrom dos nucleos — o que também indicou capacidade proliferativa dos tipos
celulares supracitados.

A maturacdo plena da placenta principal foi evidenciada aos 38 dias de gestacdo,
sendo verificados os l6bulos placentarios, os quais continham uma zona externa de
espongiotrofoblasto, uma zona intermediaria representada pelo labirinto e outra
caracterizando o centro do l6bulo. Evidentemente, o espaco ocupado pelo epitélio
esponjoso foi continuamente reduzido, fato este resultante da proliferacdo e predominio

da maior area destinada as trocas maternofetais: o labirinto. Neste local, aos 40 dias,
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verificaram-se numerosos vasos fetais, muitos deles contendo grande calibre e separados
dos canais de sangue materno apenas por uma unica camada de sinciciotrofoblasto.

A barreira interhematica hemonocorial assim formada foi compativel com as
observagdes de Flamini et al. (2011) ao descreverem a placentacdo em Lagostomus
maximus, Oliveira et al. (2008) em pesquisa de placentacdo em preas, Enders et al.
(1998) e Enders e Blankenship trazendo suas defini¢cdes sobre a tematica em questdo nos
roedores, Georgiades et al. (2002) quando este ultimo faz mengéo a condi¢gdo monocorial
humana e diferente quando caracteriza a placenta hemotricorial em camundongos e por
King e Mossman (1974) ao afirmarem sobre a existéncia de interface hemomonocorial do
roedor norte africano (Jaculus jaculus) e do camundongo saltitante (Zapus hudsonius).

Esse arranjo anatdmico representa 0 maior grau de invasdo trofoblastica, sendo
gue em humanos, a regido analoga ao labirinto denomina-se placenta fetal e contém como
elementos constituintes da interface maternofetal: uma camada simples de
sinciciotrofoblasto viloso que encontra-se em contato direto com o espaco interviloso
(regido similar ao canal de sangue materno de roedores) e portanto, com 0 sangue
materno. Esta monocamada sincicial apoia-se numa membrana basal que, por sua vez,
sustenta-se num ndcleo central viloso — representando uma formagdo amorfa ricamente
constituida por moléculas de colageno e glicosaminoglicanos — e este ultimo, sustenta-se
em outra membrana basal, a qual encontra-se presa ao endotélio dos capilares fetais
(ENDERS, 1965; STEVEN, 1975; WOODING; FLINT, 1994; GEORGIADES et al.,
2002).

Em ratos, verificam-se uma camada citotrofoblastica que faceia a lacuna materna,
seguida de dois estratos de sinciciotrofoblasto, sendo que a terceira camada repousa sobre
uma membrana basal e esta, envolve o endotélio dos capilares fetais (ENDERS, 1965;
WOODING; FLINT, 1994; TAKATA; HIRANO, 1997).

Bonatelli et al. (2005), Rodrigues et al. (2006) e Mess (2007) citam acerca do
surgimento da subplacenta como proliferacbes de células trofoblasticas situadas na
metade inferior da escavagdo central, nas proximidades da decidua basal, e que contém
muitos dobramentos, os quais apoiam-se em sinciciotrofoblasto repleto de vacuolos e

cuja capacidade invasiva é reconhecida.
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Na gestacdo intermediaria em preés, verificou-se que a subplacenta constituia uma
regido bem delimitada e facilmente distinguivel, cujas formacdes lamelares partiam de
um meséquima situado na base ou superficie materna da placenta corioalantoide. Estas
caracteristicas concordam com as informacdes difundidas por Davies et al. (1961),
Bonatelli et al. (2005), Rodrigues et al. (2006), Mess (2007) e Oliveira et al. (2008).

No periodo em questdo, observamos celulas do citotrofoblasto contendo limites
celulares precisos, basofilia citoplasmatica, elevada relagdo nucleo/citoplasma, nucléolos
unicos e grandes. Por outro lado, o sinciciotrofoblasto revelou amoldamento nuclear,
nucléolo evidente, eosinofilia citoplasmatica e contornos celulares mal definidos.

De acordo com os resultados promovidos por Flamini et al. (2011), ao
caracterizarem a subplacenta do viscacha (Lagostomos maximus) no inicio e meio da
gestacdo, verificaram-se imunorreatividades para a vimentina no endotélio dos vasos
fetais, sendo os espacos que contém sangue materno, localizados proximos a decidua
materna. Além disto, por meio da reacdo das células subplacentérias frente ao antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), os autores puderam inferir que a gestacdo
intermediéria coincide com o desenvolvimento maximo da subplacenta. Com relacdo aos
aspectos morfoldgicos celulares pode-se dizer que foram semelhantes aos observados no
estudo subplacentario de preas.

Na espécie em questdo, Oliveira et al. (2008) citam que durante a gestacao inicial
e intermedidria precoce, coexistem vasos sanguineos fetais com as lacunas maternas, na
subplacenta, situacdo esta que se modifica pela presenca apenas da vascularizagao fetal,
no transcorrer gestacional, em especial, a partir da gestacdo intermediaria avancada. Este
desenvolvimento ¢ ratificado por Flamini et al. (2011) além da constatacdo de que o
orgdo subplacentario também serve como ponto de partida para a invasdo trofoblastica
para toda a estrutura discoidal placentéria, fato este concordante ainda pelas exposicoes
estabelecidas por Mess (2003), Mess (2007), Kanashiro et al. (2009) e Kanashiro (2011)
para outros roedores caviomorfos.

Finalmente, é importante destacar que a subplacenta, na gestacdo avancada,
demonstra sinais indicativos de degeneracdo, cuja monocamada citotrofoblastica
encontra-se apoiada por sinciciotrofoblastos contendo fragmentagdes citosolicas, o que
acarreta em espacos vazios nestes locais (BONATELLI et al., 2005; RODRIGUES et al.,
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2006; KANASHIRO et al., 2009). De fato, Davies et al. (1961) sinalizam haver escassez
de figuras mitdéticas, presenca de ndcleos picnéticos e reducdo no quantitativo de células
trofoblasticas gigantes, o que corrobora com a referida degeneracdo observada ao final da
gestacéo.

Ademais, diante do exposto, deve ser enfatizado que as pesquisas baseadas nos
aspectos morfofisiologicos supracitados devem ser correlacionadas com os achados
referentes as macromoléculas, que contribuem para as relagcbes anatdmicas observadas,
no nosso caso, destacamos componentes fundamentais para o desenvolvimento daquelas
estruturas: os glicosaminoglicanos, que podem fornecer informagdes adequadas para a
convergéncia evolutiva, baseada em prévia condicao ancestral. Estas relacdes favorecem

0 estabelecimento de novos caminhos para os estudos de placentagéo.

6.5 EMBRIOGENESE, DESENVOLVIMENTO E MORFOMETRIA

O desenvolvimento inicial blastocistico com o estabelecimento de cavidade
caracteristica (blastocele), formacdes do trofoblasto (trofoectoderma), massa celular
interna (embrioblasto), hipoblasto, cone ectoplacentéario e morfologia esférica mostrou-se
compativel com os achados de Levak-Svajger et al. (1991) ao demonstrarem a evolucao
das camadas germinativas em embriGes de roedores, Cross (1998) ao descreverem a
formacdo placentéria e destinos das membranas extra-embrionérias de roedores, Schlafer
et al. (2000) ao publicarem artigo de revisdo sobre a formagdo dos anexos fetais,
placentacdo e desenvolvimento embrionario em bovinos, Oliveira et al. (2008) que
caracterizaram a placentacdo corioalantoide em preas e Dobreva et al. (2010) ao
representarem esquematicamente um corte transversal de embrido humano aos 12 dias
pos-fecundagao.

Em contraste, Eakin e Behringer (2004) ao promoverem discussdes sobre a
diversidade das camadas germinativas e desenvolvimentos embrionarios nos mamiferos
eutérios, citaram a existéncia de blastocistos unilaminares em algumas espécies de
marsupiais, em insetivoras como o Hemicentetes spp e no roedor africano: Elephantulus
spp, ou seja, tais mamiferos ndo formam massa celular interna. Neste caso, a propria

camada unica, por possuir celulas pluripotentes ou pluriblasticas, sofrem diferenciacGes e
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migracOes especificas, cujos rearranjos estruturais assemelham-se ao blastocisto
bilaminar, quando essas celulas se transformam em hipoblasto e migram para regido
inferior ao pluriblasto, da mesma forma em que delimitam a blastocele. Finalmente num
dos pdlos gerados, desenvolve-se o epiblasto embrionario e o restante da camada mais
externa passa a ser reconhecida como trofoblasto.

Em nossas observacdes, o blastocisto de preds, aos seis dias de gestagdo, ja se
encontrava implantado na regido uterina mesometrial concordando, pois, com as
observagdes difundidas por Oliveira et al. (2008) ao estudarem os tercos iniciais, medios
e finais da gestacdo em preas bem como para o cobaio (porquinho da india), o qual foi
exemplificado por Enders (2000), ao passo que, tal caracteristica, diverge da implantacao
blastocistica antimesometrial verificada em camundongos e ratos — acarretando,
consequentemente, no estabelecimento de um cone ectoplacentario situado em orientacdo
mesometrial -, sendo descrita por Carson et al. (2000), Lee e Demayo (2004) e Herington
e Bany (2009).

Nesse contexto, Mossman (1987) indica que a implantacdo também pode ocorrer
em localizagéo central a luz uterina e tal condicéo dificultaria a invaséo do blastocisto e
consequentemente da ancoragem placentaria no estroma endometrial. Dentro desta
perspectiva, pequenos mamiferos cilindricos da ordem Eulipotyphla possuem blastocisto
em posicdo central e placenta anti-mesometrial. Os carnivoros também possuem embrides
primitivos localizados centralmente, porém com placentas em disposi¢cdo anti ou
mesometrial, fato este capaz de influenciar se a futura placenta sera completamente
zonaria ou dupla discoidal, respectivamente. Tal caracteristica difere, portanto, do Rufous
elephant shrew e outros mamiferos da familia Macroscelidea, os quais, interessantemente
possuem blastocistos e placentas no espacgo uterino anti-mesometrial.

Com o desenvolvimento subsequente do blastocisto em preas, foi possivel, aos
nove, 10 e 12 da gestacdo, a verificacdo de modificacbes na forma, demonstrado pelo
alongamento caracteristico e morfologia cilindrica evidenciada bem como pela
delimitacdo da cavidade amniética, em decorréncia das proliferacdes de camadas
ectodérmicas capazes de gerarem o &mnio. Este envoltério uma vez formado - no décimo

dia - proporcionou protecdo e favorescimento ao desenvolvimento embrionario.
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Essas modificagdes blastocisticas de forma anteriormente citadas também foram
verificadas por Fléchon et al. (2004) ao caracterizarem o0s eventos de gastrulagédo, por
meio de técnicas ultraestruturais e pela deteccdo de marcadores moleculares, na gestacéo
inicial de porcos. Assim, quando constituia um disco bilaminar, o primitivo embrido
possuia a massa celular interna que apoiava-se, inferiormente, no endoderma
embrionario, e faceado na porgdo superior, por células do trofoectoderma, as quais
constituiram a camada de Rauber. Em seguida, esta sofria degeneracéo e coincidia com a
diferenciacdo da camada superior do embrioblasto em ectoderma embrionario, o qual
apresentou imunorreatividade para a citoqueratina. Paralelamente, o mesoderma que
tornava-se interposto entre o ectoderma e endoderma embrionarios, mostrou intenca
reacdo para a vimentina, sendo formado, pois, uma estrutura embrionaria trilaminar
achatada.

De acordo com Coucouvanis et al. (1995) os embrides de camundongos aos 4.5
dias de desenvolvimento, comecam a apresentar uma pequena cavidade — formada por
apoptose — no centro do epiblasto, produzindo, entdo, a cavidade pré-amnidtica. Aos sete
dias, desenvolve-se uma proliferacdo do mesoderma extra-embrionario que, por sua vez,
induz a formag&o de trés cavidades: a primeira encontrando-se delimitada pelo ectoderma
embrionario, onde no teto desta cavidade, tal camada diferencia-se em ectoderma
amnidtico. Acima desta, verifica-se 0 mesoderma extra-embrionario que forma a base do
celoma extra-embrionario, o qual possuira como teto o ectoderma extra-embrionario. Este
ultimo desenvolve a Gltima cavidade, denominada ectoplacentaria, no qual a extremidade
mais externa produzird uma regido conica, responsavel pelo desenvolvimento ulterior da
placenta principal. Diferentemente, em nossas observacgdes, no tocante a embriogénese de
preas, ndo foram evidenciadas cavidades como a ectoplacentaria e pré-amnidtica,
vislumbrando-se, apenas, uma cavidade amnidtica na qual células ectodérmicas
amnioblasticas envolviam o blastocisto, apoiavam-se num mesoderma extra-embrionario,
sendo este mesénquima, elemento separador do celoma extra-embrionario, o qual
apresentou-se formado por trofoblasto associado ao mesoderma anteriormente citado.

Em humanos, logo ap6s a implantacdo, o epiblasto, por cavitacdo, origina a
cavidade amnidtica, sendo o amnio, produzido por diferenciacdo de um segmento

constituinte do ectoderma embrionario (LUCKET, 1975). De acordo com este autor, a
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referida cavidade se estabelece entre os dias sete e oito pos-fertilizagdo e de forma
bastante similar, no macaco rhesus ao décimo dia. Antes da gastrulacdo, células
amnioticas humanas ja séo discerniveis no intervalo compreendido entre os dias 15 e 17
(BIANCHI et al., 1993). No entanto, a origem do mesoderma extraembrionario - que se
associa ao amnio-, ainda € motivo de discussao e intensos debates por pesquisadores que
estudam tais aspectos morfofisiologicos da gestacdo nas diversas espécies animais
(DOBREVA et al., 2010). Pode-se citar, por exemplo, o0 modelo proposto por Enders e
King (1988) e Bianchi et al. (1993) que sugeriu o referido mesoderma como sendo
derivado de células do hipoblasto, ao passo que, para Robinson et al. (2002) a origem da
camada embrionaria em questdo seria oriunda do mesoderma intra-embrionario.

A estrutura trilaminar linear contendo as camadas germinativas intra e extra-
embrionarias passaram a ser identificadas aos 14 dias de gestacdo em preéds. Neste
sentido, pela facilidade de discernimento entre os referidos folhetos, estudos de ontogenia
destas camadas sd@o recomendados neste periodo. Cita-se, como exemplo, o trabalho
realizado por Levak-Svager et al. (1991) ao promoverem o desenvolvimento das camadas
germinativas, de embrides de ratos, transplantados para sitios ectopicos em animais
adultos da mesma espécia. Para tanto, elencou-se - a exemplo do décimo quarto dia
observado em preas — 0 nono dia de gestacdo em ratos, segundo o qual, as trés camadas
germinativas estiveram visiveis, e possibilitaram a separacdo destas por procedimento
microcirdrgico e tratamento quimico mediante utilizacdo de tripsina, acrescida de
pancretina, calcio e magnésio. Uma vez obtidas de forma isolada, a ectoderma,
mesoderma e endoderma primitivas foram transplantadas, individualmente, na regido da
capsula renal (compreendida entre a capsula e o parénquima deste 6rgdo) de trés ratos
adultos receptivos a cada camada em analise. Os resultados demonstraram que, apds o
transplante, proliferacGes e diferenciacbes no Orgdo aceptivo produziram formagdes
denominadas teratoma, as quais, apesar do grau desorganizado de evolucdo,
proporcionaram valiosas informacdes no que se refere ao aspecto ontogénico. Desta
forma, os autores puderam concluir que apenas o ectoderma embrionério foi capaz de
produzir todas as células constituintes do embrido e promover certo grau de organizacao
ao teratoma. Adicionalmente, em fase mais avancada da gestacdo, mais especificamente

na “dobra da cabeca”, o ectoderma extraido desta regido limitou-se a derivar células ecto
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e mesodérmicas. Alem disto, o endoderma sé foi capaz de diferenciar-se quando em
contato com mesoderma, cujos resultados foram negativos, mediante insercao
individualizada daquela camada.

Na gestacdo humana, aos 12 dias pos-fertilizagdo, algumas células oriundas do
epiblasto migram sobre o reticulo extra-embrionario acarretando na diferenciacdo em
mesoderma somatico, o qual passa a se localizar adjacente ao citotrofoblasto bem como
ao saco amnidtico. Similarmente, a camada mesodérmica recém maturada, que parte do
mesoderma embrionario e contorna todo o revestimento produzido pelo saco vitelino, é
reconhecidamente denominado como esplancnico (LARSEN, 1997). Estas relagdes
anatdmicas tambem foram evidenciadas em preas aos 16 dias de gestacao.

Seguindo-se o desenvolvimento embrionario humano, Cooke (1999) cita os
aspectos moleculares e genéticos que influenciam os dobramentos embrionarios nos
planos longitudinal e transversal, acarretando, em consequéncia disto, uma morfologia
tubular curvada, com o ectoderma revestindo a superficie externa e internamente, o
endoderma. O dobramento referente ao primeiro plano citado resulta na projecédo do tubo
neural de modo a proporcionar que o encéfalo seja a estrutura mais cranial do embrido.
Esta cinética compartimentaliza o saco vitelino em porg¢des anterior, média e posterior, 0s
quais constituirdo 0s respectivos intestinos, sendo que uma porcdo remanescente de
endoderma visceral se incorpora ao peddnculo do embrido para formar o cordao
umbilical. Nossos resultados sinalizaram, aos 15 dias de gestacdo em preds, um
organismo embrionario denotando, na regido cranial, a formacao do sulco neural que logo
formaria o tubo neural. Neste periodo, 0 embrido em questdo encontrou-se envolvido
completamente pelo amnio e estes, pelo endoderma visceral de um saco vitelino
invertido, o qual permaneceu integro até o final da gestagé&o.

Ainda com relacdo ao nosso estudo, verificou-se, ja no decimo sétimo dia
gestacional, a presenca do mielencéfalo e vesiculas auditivas, ndo sendo possivel a
visualizacdo de outras estruturas devido a diferencas de profundidade do corte histologico
impetrado ao embrido, o que resultou em algumas imagens com diferentes planos. Como
0 primeiro, deriva de uma porcéo do robencéfalo, infere-se que a porcao anterior do tubo
neural j& havia se expandido para originar as trés vesiculas encefalicas: rombencéfalo,

mesencéfalo e prosencéfalo. De fato, este ultimo ja se encontrou dividido em telencéfalo
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e diencéfalo, aos 18 dias de gestacdo em preas, fato este capaz de se sugerir que o Unico
campo optico, existente no prosencéfalo, dividiu-se em dois, originando as vesiculas
Opticas e estas permaneceram em comunicacdo com o diencéfalo apds a transformacao
anteriormente citada.

Por conseguinte, de acordo com os trabalhos de inducdo embrionaria produzidos
por Jacobson e Sater (1988), pressupomos que o0 ectoderma que revestiu tais vesiculas
sofreu processo de diferenciacdo, resultando na produgdo dos placoides do cristalino, os
quais, aos se invaginarem e formarem vesiculas, originaram, posteriormente, o cristalino
do olho. Por outro lado, estes placoides e vesiculas do cristalino atuaram sob as vesiculas
Opticas, as quais adquiriram a forma de calice (calice dptico) para a formacéo da retina.

Segundo Kaufman (1998), em virtude do dobramento do embrido, a membrana
bucofaringea e a cloacal acabam por separar, respectivamente, o estomodeu e o proctodeu
do intestino primitivo. Ambos sdo revestidos por ectoderma, sendo que este Gltimo, forma
a parte posterior do tubo digestivo, originando, pois, a porc¢do inferior do canal anal. O
estomodeu, que dard origem a cavidade bucal, foi caracterizado em preéas a partir do
décimo oitavo dia gestacional.

Yasui (1992) caracterizou o desenvolvimento embrionario do insetivora Suncus
murinos, no inicio da gestacdo, enquadrando os estagios analisados entre 11C e 12C,
segundo o critério de Carnegie, com numero de pares de sémitos, variando de 13 a 29. De
posse dos resultados, demonstrou-se intensa curvatura embrionaria em forma de “C” no
dia dez da gestacgdo (estadgio compreendido de 13 a 15 pares de sémitos); a vesicula dptica
foi reconhecida, externamente, como uma elipse opaca, cujo eixo mostrou-se paralelo a
margem dorsal do rombencéfalo. Subsequentemente, no periodo que equivalia 16-18 (11
dias de gestacédo) pares de somitos, observou-se um proeminente estomodeu, tornando-se
largamente aberto. Assim, no que tange aos aspectos curvatura, estrutura Optica e
primordios da boca, verificamos similaridades, na embriogénese de preas, os dias 19 e 18,
respectivamente.

Seguindo-se essa linha de raciocicio, estudos do desenvolvimento embrionario
associados aos dados morfométricos, ao longo da gestacdo, em camundongos, seguidos
de correlagbes com a gestacdo humana, foram destacados por Otis e Brent (1954), Snell e
Stevens (1966), Theiler (1989) e Rugh (1990) bem como em ratos por Witschi (1956) e
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Hebel e Stromberg (1986), os quais sinalizam a sua importancia no que se refere a pre-
dizer o periodo da gestacdo, organogénese envolvida e estagio especifico do
desenvolvimento embrionario.

Para tanto, muitos sistemas de classificacdo que estadiam o desenvolvimento do
embrido e feto sdo utilizados. Theiler (1972) para o camundongo, baseou sua
classificacdo pelas informacdes produzidas por Streeter (1942), o qual caracterizou
alguns aspectos da embriologia humana. Posteriormente, Kaufman (2008) citam os
sistemas de Theiler (1989) que promove abrangéncia de dados relativos a cada estagio
correlacionando-o0s com a idade gestacional, comprimento e pares de sdmitos, 0s quais
sdo confrontados com carateristicas do blastocisto e sua diferenciacdo, formacdo do
mesoderma, da cavidade proamniotica, amnio, placa neural e sulco neurais, cone
ectoplacentario, em embriGes de camundongos e ratos, totalizando 27 estagios para este
ualtimo.

Similarmente, o sistema Carnegie estabelece 23 estadgios em humanos (Kaufman,
2008), ao passo que Melo (1989) divide o periodo pré-natal em pré-embrionario — da
fecundacdo até a terceira semana -, embrionario, que varia da quarta a oitava semana de
desenvolvimento e o fetal que transcorre do terceiro més até o final da gestacao.

No estudo do desenvolvimento embrionario e fetal de preas, optamos por seguir 0
conjunto de informac6es que levassem em consideracédo a idade, modificacBes graduais
nas transformacgdes corpoOreas, peso, caracteristicas microscopicas desde a formacéo
blastocistica, passando pelo desenvolvimento dos folhetos germinativos, estruturas
placentérias, vitelinicas, relacionadas ao sistema nervoso e orgdos dos sentidos, até as
principais caracteristicas macroscopicas do periodo embrionario avancado. Para a analise
fetal, demonstramos as caracteristicas macroscépicas e dados morfométricos. A
nomenclatura utilizada baseou-se naquelas estabelecidas pelas Nominas embriolégicas
(2006) e histologicas veterinarias (1994).

Os dias 19 e 20 gestacionais em preas apresentaram caracteristicas morfologicas
muito proximas aquelas evidenciadas por Fortes et al. (2013) no tocante a curvatura
cervical e cranio-caudal em forma de “C”, transparéncia cutanea, pele delgada bem como
estruturas primitivas da regido cefélica: prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo,

placoides opticos, saliéncia cardiaca, primitivos brotos dos membros e cauda. Tais
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aspectos mostraram-se equivalentes aos vistos nos embrides humanos aos 28 dias
gestacionais (estagio Carnegie 13) (MOORE; PERSAUD, 2004), em ratos no estagio 16-
17 de Theiler (THEILER, 1989; KAUFMAN, 2008) e por Franciolli et al. (2011) em
embrides de Dasyprocta leporina com 11 milimetro de Crown-rump (CR).

Fortes et al. (2013) reportam que embrides de 30 dias poOs-cobertura possuiam
desenvolvimento mais pronunciado da regido cefalica, espessamento da pele, porém
mantida sua transparéncia, o que facilitou a visualizacdo dos vasos sanguineos,
principalmente na regido da cabeca, fato este que corroborou com os achados obtidos em
embrides de preés, no vigésimo segundo dia de gestacdo. De forma analoga, tais achados
assemelham-se aos embrides humanos aos 32 dias (estagio Carnegie 14) (KAUFMAN,
2008), em ratos, no estagio Theiler 17-18 (THEILER, 1989) e em cutias, aos 30 dias de
gestacéo (FORTES et al., 2013).

Desta forma, seguindo-se o desenvolvimento embrionario, em nosso estudo,
verificamos, no vigesimo quinto dia gestacional, maior proporcdo da cabeca em relagédo
ao resto do corpo, reducdo da curvatura dorsal, membros em forma de nadadeiras e
presenca de saliéncia auricular, cuja semelhanga ao embrido da espécie Oligoryzomys sp,
destacado por Favaron et al. (2012), pela morfologia de Gross, a qual norteia o
estadiamento, principalmente de acordo com os dados relativos ao CR e peso, € evidente.

O dia 45 da gestacdo, descrito por Fortes et al. (2013), em cutias, 0 estagio
Carnegie 21, ou 52 dias gestacionais em humanos bem como em felinos entre os dias 25 a
28 poés-implantagdo (KNOSPE, 2002) agrecam um fator comum: presenca de digitos
separados, principalmente dos membros inferiores, os quais foram compativeis com o
trigésimo dia da gestacdo em preas.

Nessa Ultima espécie supracitada, considerou-se, como fase fetal, aquela em que
todas as estruturas corporais estiveram diferenciadas, destacando-se, pois, 0
espessamento e pigmentacdo cutaneos, desenvolvimento dos pelos e formacéo das unhas,
caracteristicas aferidas aos 40 dias pds-fecundacéo. As orelhas estavam formadas bem
como os olhos, os quais encontravam-se fechados. A pelagem, apesar de curta ja
sinalizava coloragfes especificas para a espécie, a0 passo que a cauda apresentou-se
afilada e curta, mantendo-se desta forma até o final da gestacdo. Excetuando-se o

desenvolvimento verificado para os pelos, nossos resultados concordam com o0s
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reportados por Oliveira (2016) ao retratar o desenvolvimento pds-implantacional de fetos
de cutias aos 75 dias de gestacao.

Finalmente, observamos entre os dias 48 e 50 da gestacdo em preds, o inicio da
abertura dos olhos, desenvolvimento da pelagem contendo caracteristicas especificas da
especie, seguidos da maturacdo plena fetal, incluindo abertura completa dos olhos,
manchas perioculares e pos-auriculares brancas e regido dorsal com coloracéo escura, do
dia 55 ao 60, data limite para o fim do periodo gestacional da espécie em questéo.

Em relacdo aos dados biométricos, estes se mostraram importantes para o
acompanhamento das modificagbes morfolégicas e crescimentos dos pardmetros
analisados, os quais possibilitardo estimativas adequadas da idade embrionaria e fetal em
preas.

Pelo exposto, verificamos que a variavel peso apresentou crescimento progressivo,
o qual intensificou-se a partir do quadragésimo quinto dia gestacional, sendo que apds
este periodo, houve um ritmo de crescimento mais lento para o “Crown-rump” (CR)
devido a tendéncia verificada na estabilizacdo dos valores aferidos. Tais constatacdes, nos
dois parametros, em se tratando da curva grafica, assemelharam-se, aquelas descritas por
Fortes et al. (2013), em analise morfométrica de fetos de cutias, onde relatam acentuado
aumento do peso a partir dos 63 dias e desaceleracdo do crescimento do CR por volta dos
70 dias pos-cobertura.

Segundo Evans e Sack (1973), o estabelecimento dos parametros morfométricos
que retratem o crescimento embrionario e fetal para determinada espécie, servem como
referéncia para o entendimento do desenvolvimento intra-uterino, estimativa da idade
gestacional ao mesmo tempo em que fornecem subsidios necessarios para a compreensao
dos efeitos prejudiciais resultantes de substancias mutagénicas, radioativas, particulas
virais, distdrbios metabodlicos e alimentares ou modificagdes dos pardmetros fisiologicos
que destoem da normalidade. Neste sentido, 0s autores citam como principais variaveis a
serem levadas em consideracdo o “Crown-rump”, peso e medidas tracadas em linhas retas
e/ou curvas entre as partes do corpo, as quais podem ser correlacionadas com as
caracteristicas externas verificadas nos embrides e fetos, em cada idade gestacional.
Verificando-se seus resultados, no tocante ao comportamento grafico das curvas de

crescimento do CR demonstrados para o cobaio, porcos, coelhos, vacas e cachorros,
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houve similaridade ao evidenciado em preas e diferenca, no caso de ratos, camundongos,
ovelhas e cavalos.

Favaron et al. (2013) caracterizaram o desenvolvimento embrionério e fetal do
Oligoryzomys sp, segundo os quais revelaram medidas biométricas de trés animais na
fase fetal, cujas idades gestacionais foram estimadas de acordo com os critérios de Evans
e Sack (1973). Para o primeiro animal, no décimo sétimo dia de gestacéo, obtiveram-se
medidas de CR iguais a 18mm e peso de 0,665¢g; o segundo, também verificado aos 17
dias, CR igual a 18mm e peso de 1,327g, sendo o terceiro feto dotado de valores de CR e
peso, respectivamente, 22mm e 2,327g. Ja os resultados obtidos em embrides de preas,
aos 20 dias de gestacdo, possuiram valores médios de CR de 13,74+1,358mm e
0,314+0,015g de peso corporal, o que refletiu uma proporcionalidade CR/peso distinta a
estabelecida por aquele autor até mesmo pelo curto periodo gestacional de seu modelo
experimental estudado, que de acordo com Brasil (2002) situa-se em torno de 25 a 26
dias.

Em bufalos (Bubalus bubali), Morini et al. (2016) indicaram que a idade fetal
iniciava-se entre os dias 41 a 45 de gestacdo, cujos animais possuiam CR variando de 31
a 35mm e pesos situados de 0,107 a 0,278g. No caso de preas, verificamos que a vida
fetal comecou a partir do quadragésimo dia de gestacdo, sendo os valores médios de CR e
peso, respectivamente, 59,13+0,806mm e 12,13+0,125g. Além disto, comparando-se as
curvas de crescimento de CR para as duas espécies anteriormente citadas, verificou-se
tendéncias de crescimento bastante diferentes.

As variaveis do nosso trabalho, relativas ao comprimento do membro torécico e
perimetro abdominal, apresentaram curvas de crescimento linear, as quais acentuaram-se
apo6s o vigesimo quinto dia de gestacdo, sendo para a primeira, verificada elevacdes
uniformes nos demais dias gestacionais e para a segunda, excetuando-se uma reducédo
brusca na variagdo do crescimento do dia 50 ao 55 e elevacdo acentuada do dia 55 ao 60,
os demais dias revelaram crescimento uniforme. Em parte, tais resultados concordam
com os demonstrados por Oliveira (2016), obtidos em fetos de cutias, sendo o
crescimento linear ocorrido de forma acentuada a partir dos 45 dias de gestacdo para as
duas variaveis em questdo, porém ambas apresentaram reducgdes de crescimento nos dois

ultimos dias gestacionais analisados.
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O comprimento total, céfalo-caudal e didmetro biparietal obtidos em preas
apresentaram aumentos continuos, cuja maior variagdo do crescimento situou-se no
intervalo entre os dias 25 e 30 da gestacdo. J& o comprimento cefélico possuiu
crescimento moderado quando comparado as medidas de circunferéncia cefalica, este
ultimo apresentando aumento continuo e acentuado até o quadragésimo quinto dia de
gestacdo, seguido da reducdo do ritmo de crescimento ap0s este periodo. Tais resultados
possuiram semelhancas, em termos do comportamento grafico, quando comparados aos
parametros comprimento cefalico, circunferéncia cefélica e didmetro biparietal de fetos
de cutias, demonstrados por Oliveira (2016) e divergiram do comprimento total e céfalo-
caudal destas, os quais apresentaram crescimentos lineares, sobretudo a partir dos 45 dias
de gestacéo.

Dados biométricos do comprimento da cauda, em fetos de cutias, sinalizam haver
valores constantes nos dias 40, 45 e 50 da gestagdo, o qual intensifica o crescimento a
partir deste ltimo, aumentando ainda mais apos os 75 dias (FORTES, 2011). Por outro
lado, no prea, verificamos dois momentos de baixo crescimento da cauda com
estabiliza¢des no ritmo do crescimento: o inicio (entre os dias 20 e 30) e fim da gestacdo
(o intervalo entre os dias 50 e 60), cujo aumento acentuado, no crescimento, processou-se
do dia 35 até o quadragésimo quinto dia pos-fecundacéo.

Em relacdo ao comprimento e diametro do olho, em nosso estudo, apresentaram
perfis de crescimento que se acentuavam até os 35 dias de gestacdo, onde,
subsequentemente, detectou-se decréscimo na variacdo do crescimento com valores
relativamente estaveis. O dia gestacional referendado coincide com o final da fase
embrionaria, na qual se pressupde que a vesicula optica estruturou-se por completo e cujo
aumento de tamanho deveria apresentar desaceleragéo do crescimento.

Seguindo-se um comparativo entre 0s comprimentos dos membros toracico e
pélvico é evidente que os valores medidos sejam maiores para os pelvicos, apesar de para
0 primeiro parametro haver crescimento linear enquanto que no segundo, observou-se
pequenas varia¢fes no ritmo do crecimento coincidindo com o inicio e fim da gestacao.

Além disto, para os membros pélvicos, constatou-se maiores dimensdes no
comprimento e largura das unhas quando comparadas aquelas dos membros toracicos,

sendo as medidas de comprimento superiores as da largura. Nas duas variaveis estudadas
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houve aumento do crescimento em cada idade gestacional, diferindo, pois, das
observacdes em fetos de cutias, que apresentou diminui¢do do crescimento para a largura
das unhas nos membros pélvicos entre os dias 75 e 85 bem como entre os dias 100 e 110
da gestacdo e redugdo do comprimento das unhas dos membros pélvicos também entre os
dias 100 e 110 (OLIVEIRA, 2016).

Nossas observagdes revelaram ainda crescimentos continuos e progressivos dos
perimetros toracicos e abdominais, sendo verificadas reducfes para a primeira variavel e
aumento acentuado para a segunda nos dois ultimos dias de gestacdo. Ademais, 0S
crescimentos da tibia e do radio/ulna possuiram equivaléncia do trigésimo dia gestacional
ao 45, sendo apos este intervalo, verificado reducdo no crescimento do radio/ulna e
aumentos continuos nos valores aferidos para a tibia. Este padrdo seguiu caracteristicas
préprias da espécie e consequentemente indicou dados importantes relativos ao seu
crescimento.

Para o crescimento das orelhas, observou-se que houve grande aumento do
desenvolvimento entre os dias 40 e 45 da gestacéo, o que equivaleria em fetos de cutias e
quardadas as devidas proporg¢oes, ao intervalo verificado do dia 53 ao 78 bem como entre
os dias 78 e 103, periodos estes de maiores variagdes no crescimento, cuja varidvel
apresentou curva de crescimento linear, de acordo com os resultados demonstrados por
Fortes (2011).

Por fim, os comprimentos dos dentes incisivos inferiores apresentaram maiores
determinacbes biométricas aquelas verificadas para os superiores, fato este que vem a
corroborar com as caracteristicas gerais estabelecidas para a ordem rodentia, as quais
indicam que, o grande desenvolvimento do par de dentes incisivos inferiores é necessario
e favorece, portanto, a alimentacdo, escavacdo de tineis bem como para a propria defesa
(WOLFF; SHERMAN, 2007).
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6.6 DETERMINACOES DOS PRINCIPAIS GLICOSAMINOGLICANOS PELA
IMUNOHISTOQUIMICA E ELETROFORESE DE POLISSACARIDEOS

Em relagdo as expressfes de glicosaminoglicanos sulfatados, ao longo do periodo
gestacional, verificou-se que, para 0s ovarios, houve maior producdo de GAGS no meio e
fim da gestacdo com picos de concentracdo observados nos dias 30, 45 e 50. Neste
sentido, macromoléculas de heparam sulfato dispuseram-se, preferencialmente, no corpo
luteo, nas células tecais foliculares e estroma medular ovariano, contrastando, pois, com
uma distribuicdo difusa do dermatam sulfato por todo o ovério. Ja o condroitim, apesar de
aparentemente encontrar-se em menor concentracdo no 6rgdo em questdo, localizou-se
predominantemente nas tecas foliculares e conjuntivo entre os foliculos.

Zhuo et al. (2001) ratificam a importancia dos referidos polissacarideos nos
tecidos ovarianos e acrescentam um fator primordial ao acido hialurénico (AH) como
substancia fundamental a ovulacdo. Neste 6rgdo, o AH encontra-se presente ligado
covalentemente a cadeia pesada de uma familia de proteinas denominadas inibidores
inter-alfa-tripsina ou SHAPs (soro derivado de proteinas associadas ao acido hialurénico)
na matriz extracelular que alberga as células do cumulus oophorus e, portanto, tal
complexo se constitui fundamental para a ovulacdo e manutencdo do oodcito. Neste
sentido e sabendo-se previamente que o gene bikunin codifica as proteinas que comporao
as SHAPs, os autores inativaram, em fémeas de camundongos, 0 gene em questdo, por
delecéo, resultante da mutagénese do codon para o residuo de serina na posicdo 7, no
bikunin. Os resultados demonstraram defeitos na estruturacdo das células do cimulos e
posterior infertilidade nas fémeas.

Em relagdo as tubas uterinas em G. spixii, verificou-se perfil de distribuigéo
extremamente varidvel para os GAGS, cuja maior producdo ocorreu no inicio gestagéo,
no décimo quinto dia, sendo possivel inferir - mediante analise da separacéo
eletroforética — que o0 GAG predominante foi o dermatam sulfato, seguido do heparam e
finalmente, pequenas concentragcdes de condroitim, nos dias 35 e 40 gestacionais. A
analise imunohistoquimica demonstrou que o dermatam encontrava-se em quantidade
elevada no conjuntivo frouxo da regido do istmo; o heparam sulfato, por sua vez, foi

verificado em grandes quantidades por toda a extensdo do infundibulo e o condroitim
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sulfato em pequenas concentragcdes na ampola, quando comparados aos outros GAGS, nos
respectivos segmentos tubaricos.

A contribuicdo dos GAGs presentes nos ovidutos conferem grande importéncia ao
processo de fecundacdo, visto que participam da regulacdo do transporte espermaético e
interacdo deste com o odcito. Por este motivo, estudos bioquimicos destes compostos séo
necessarios para elucidar as funcdes de cada polissacarideo, nos diversos segmentos do
trato genital feminino (CALOIANU et al., 1997). Estes autores comprovaram em tubas
uterinas suinas - oriundas de fémeas colhidas antes da fase de estro -, mediante auxilio
por técnicas citoquimicas e de imunolocalizagdo, que o principal glicosaminoglicano foi
o condroitim sulfato, o qual esteve marcado fortemente no istmo e ampola, em especial,
no conjuntivo frouxo. O dermatam e &cido hialurbnico encontraram-se presentes em
menores concentragdes, fato este que reflete um perfil diferente ao verificado em fémeas
de preas gestantes.

A capacitacdo espermatica, nos ovidutos, foi inferida a dois tipos de GAGs (acido
hialurdnico e heparam sulfato), em analises de tubas uterinas pré e pds ovulatérias em
fémeas de porcas, nas quais foram inseminadas com &cido hialurdnico ligado a proteina
biotinalada e heparam sulfato constitutivo em proteoglicanos marcados. Os resultados
revelaram que o acido hialurdnico esteve marcado em toda a ldmina propria do oviduto,
entretanto, no epitélio, principalmente dos ovidutos pré-ovulatérios, o Unico local de
marcacdo para o referido &cido foi na juncdo Utero-tubérica, adjacente ao istmo,
justamente um local em que os gametas masculinos sofrem processo de capacitagao. Ja as
moléculas de heparam sulfato estiveram presentes em todos os epitélios de revestimento
do 6rgdo em questdo (TIENTHAI et al., 2000).

Os cornos uterinos em G. spixii apresentaram o0s maiores valores médios de GAGs
em UAD (Unidades Arbitrarias em Densitometria) quando comparados as demais
progdes uterinas bem como no tocante aos 6rgaos reprodutivos femininos e placentarios.
Ao londo da gestacdo, os cornos revelaram elevadas concentracbes de GAGs
demonstrando pequena variagdo entre si. As marcagdes imunohistoquimicas especificas
para acido hialurénico, heparam, condroitim e dermatam sulfatos indicaram que estas

macromoléculas estiveram presentes no conjuntivo frouxo e na bordadura estriada apical
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das células epiteliais que se localizavam na luz do corno. Além disto, pode-se inferir que
0 GAG de maior expressividade foi o dermatam sulfato.

De acordo com San Martin et al. (2003), GAGs e proteoglicanos encontram-se
envolvidos nos processos de implantacdo embrionaria e decidualiza¢do. Estudos indicam
que em fémeas de ratos, imediatamente apos a cépula, ocorre aumento na producdo de
versicam — um proteoglicano composto de condroitim e dermatam sulfatos — e acido
hialuronico (AH), no estroma endometrial. Desta forma e por ocasido da implantagéo no
corno uterino, 0 AH concentra-se na regido peridecidual e o versicam, na decidua
propriamente dita.

A composicdo de GAGs e os tipos de macromoléculas envolvidas, ao longo da
gestacdo, sdo muito importantes nas transformacBes sofridas pelo Udtero e
desenvolvimento placentario consequente. O crescimento uterino e rigidez da cérvice,
verificados na gestacdo inicial, precisa ser modificado para que se torne uma estrutura
uterina flexivel, que possibilite a passagem do recém-nascido, fato este necessariamente
relacionado com a matriz extracelular do utero, cuja maleabilidade passa pelas a¢des dos
GAGs, em especial, o0 acido hialurénico (GOLOCHOWSKI et al., 1980; EL MARADNY
et al., 1997; OLIVERIA et al., 2015). Desta forma, pelos motivos elencados, pode-se
justificar os maiores valores médios de GAGs totais obtidos no utero de G. spixii, 0s
quais constituiram 84,334, 82,588 e 76,598 UAD, respectivamente, para cornos, cérvices
e corpos do Utero.

Com relagdo ao corpo do Utero verificamos um aumento brusco na producdo de
GAGs totais, na transicdo do dia cinco para o décimo gestacional, o que pode estar
relacionado com a remodelacdo da matriz extracelular de uma decidua materna em
formacdo, possivelmente pela hipertrofia e aumento da elasticidade do érgdo. Seguindo-
se a gestacdo, observamos valores elevados, dos referidos compostos polissacaridicos até
o final da gestacdo. Nossos resultados demonstraram ainda elevadas producdes de
heparam e dermatam sulfatos além do &cido hialurdnico, os quais distribuiram-se
difusamente pelo conjuntivo, gandulas e epitélio de revestimento.

Nesse sentido, ja foram reportados grandes aumentos na producdo de acido
hialurdnico, nos tecidos uterinos de ratas gestantes, 0s quais estiveram correlacionados a

aumentos na transcricdo do gene HAS2, que por sua vez, afeta positivamente os efeitos
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estrogénicos bem como aqueles associados as modificacfes da matriz extracelular,
principalmente pela reducdo na atividade da hialuronidase, direcionando, pois, ao
aumento do referido &cido e consequente perda da resisténcia a tracdo pelo dtero, por
ocasido do parto (AKGUL et al., 2012).

A ceérvice uterina de preas no inicio da gestacdo possuiu acido hialuronico,
dermatam e heparam sulfatos e em menor proporcdo, condroitim sulfato, os quais
estiveram distribuidos difusamente no conjuntivo frouxo e epitélio de revestimento. Para
o condroitim, verificou-se ainda uma marcacdo especifica nos limites celulares das
células epiteliais glandulares. Neste segmento uterino, verificaram-se concentracdes altas
de GAGs, em especial no inicio da gestacdo, seguida por uma pequena redugdo e
estabilizacdo dos valores até o final da gestacdo. Ademais, em termos de
proporcionalidade, verificadas entre as macromoléculas citadas, nossos resultados
assemelharam-se aos obtidos por Oliveira (2016) em cutias.

Segundo Souza et al. (2014), o papel do acido hialurénico é fundamental para que
haja aumento na producdo de fibras colagenas, vasos sanguineos dilatados e epitélios
constituintes da cérvice uterina. Estes autores, ultilizando-se de dois grupos
experimentais, infundiram hialuronidase e agua destilada nos grupos teste e controle,
respectivamente, seguindo-se de imunolocalizagdo e quantificagdo por ensaio
imunoenzimatico. No grupo teste, verificaram-se redugdes na concentracao deste acido
bem como menor marcagdo na ldmina propria e area que envolvia 0s vasos sanguineos,
acarretando numa cérvice uterina menos estruturada quando comparada ao grupo
controle.

Em experimento conduzido por Shimizu (1980), foram analisadas cérvices
uterinas humanas separadas em dois grupos: o primeiro continha amostras em fase
proliferativa e secretoria, sendo o segundo, constituido por amostras oriundas do pos-
parto, cujo objetivo foi promover uma determinacdo quimica do conteudo de GAGs entre
0s grupos e compara-los. Os resultados revelaram elevadas concentracdes de acido
hialurénico, condroitim e heparam sulfatos além de reduzidas quantificacbes de
dermatam sulfato nas cérvices analisadas em pds-parto quando comparadas ao outro
grupo, o que vem ratificar a importancia destas substancias no desenvolvimento

gestacional.
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A espécie G. spixii apresentou perfil de GAGs, em amostras de vaginas, um
predominio de dermatam sulfato em detrimento das moléculas de heparam e condroitim
sulfatos, fato este que vem a corroborar com o0s achados de Bezerra et al. (2004) quando
estes autores compararam os quantitativos de GAGS na vagina e perineo de mulheres na
menacme e na pos-menopausa, sendo as maiores concentragdes obtidas,
significativamente, no estudo promovido ao grupo menacme.

Como descrito no nosso experimento, o dermatam sulfato sobressaiu-se como
polissacarideo sulfatado predominante, em amostras de vaginas ao longo da gestacdo,
bem como na vulva, nos dias 25 e 55 da gestacéo, fato este que diverge do verificado em
vaginas de ratas, proporcionados por Ruano et al. (2011), os quais identificaram
diminuicdes nos GAGs totais, em especial do dermatam sulfato, quando comparados aos
tecidos vaginais de fémeas ndo gestantes.

O orgdo placentario indicou concentracdo baixa de GAGs se comparada a
expressao uterina, por exemplo, apesar desta caracteristica encontrar-se amparada na
consideravel diferenca de tamanho, arranjo morfoldgico e peso liquido entre ambos.
Além disto, mediante transformacdes diversas sofridas pela placenta corioalantoide,
incluindo inversdo do saco vitelino, estabelecimento de uma subplacenta e posterior
involucdo, labirinto e regido espongiotrofoblastica, torna-se plausivel sugerir amplitude
variavel da matriz extracelular de cada porcao supracitada, o que se traduz em mudancas
no tocante aos agucares sulfatados bem como no que se refere a sua detecgdo ao longo da
gestacéo, o que se traduziu no comportamento irregular de GAGs verificados ao longo da
gestacdo, apesar dos valores estarem mantidos em faixa estreita de concentracao.

Conforme descrito, verificamos presenca do acido hialurénico, dermatam e
condroitim sufatos constitutivos do estroma no labirinto placentario, em especial na
matriz extracelular e envolvendo vasos fetais e canais de sangue materno. O heparam
sulfato distribuiu-se na regido espongiotrofoblastica e endoderma parietal que revestia a
superficie fetal da placenta, principalmente na membrana de Reichert deste endoderma.
Interessantemente, na subplacenta, houve um pico de producdo entre os dias 50 e 55 da
gestacdo, provavelmente refletindo a degeneracdo deste 6rgao que se processa no final da
gestacdo, sendo verificados condroitim, dermatam e heparam sulfatos, distribuidos

difusamente no mesénguima subplacentario.
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Segundo Bezerra (2014), aos 45 dias de gestacdo em preds, a subplacenta comeca
a apresentar sinais de degeneracdo como se verifica pela intensa vacuolizacéo e picnose
nuclear nas células sinciciotrofoblasticas bem como diminuicdo das lamelas trofoblésticas
que sdo caracteristicas do 6rgao subplacentario. Vale ressaltar ainda que entre os dias 53
e 55 da gestacdo verificou-se reducdo do volume ocupado pela subplacenta dentro do
orgao corioalantoide e elevado grau de desorganizacdo, o qual foi indicativo de
destruicdo do parénquima subplacentario e aumento considerdvel do conjuntivo que
permeia a subplacenta, demonstrado pela microscopia de luz e coloragéo tricrémica de
Gomori. Desta forma, relacionando-se tal aumento com a riqueza de GAGs na matriz
extracelular, justificamos, portanto, 0 aumento na producdo de polissacarideos entre 0s
dias 50 e 55 de gestacéo obtidos no nosso experimento.

Wasserman et al. (1980) indicaram que o condroitim sulfato e &cido hialurénico
sdo, provavelmente, os principais GAGs constituintes do estroma placentario de
mulheres, ao passo que heparam e dermatam sulfatos situam-se preferencialmente nos
vasos fetais e superficie sincicial de placentas maduras.

Nesse sentido, pode-se citar um trabalho que verificou, por meio da localizagéo
histoquimica, a presenca de GAGs em dois grupos de placentas de mulheres, sendo o
primeiro, representado por cinco placentas obtidas por aborto terapéutico e as outras
cinco, obtidas a termo. Os materiais foram corados em alcian blue e hematoxilina de
Mayer, seguidos do tratamento enzimatico com hialuronidase e condroitinase. Os
resultados revelaram que as placentas oriundas do primeiro trimestre possuiram
coloragdes mais intensas quando comparadas ao grupo em final da gestacdo, fato este
indicativo que a maior producdo de GAGs dar-se-ia no inicio da gestacdo até mesmo
porque, em placentas a termo, 0 revestimento sincicial e a sua espessura reduziam-se
consideravelmente. O tratamento com hialuronidase e condroitinase, nos dois grupos,
promoveu diminuicdo da afinidade pelo alcian blue, principalmente no estroma viloso e
vasos sanguineos, corroborando, indiretamente, que o &cido hialurdnico e condoitim
sulfato representaram o0s agucares mais proeminentes nas respectivas regides dos 6rgaos
placentarios investigados (WASSERMAN et al., 1983).

Greiss e Wagner (1983) verificaram que o condroitim e acido hialurénico

constituiram os principais GAGs em placentomas ovinos, ja o condroitim e dermatam
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sulfatos se sobressairam e aumentaram suas expressfes, ao longo da gestacdo, em
placentas de ratas, demonstradas por reagdes imunohistoquimicas (BATBAYAL et al.,
2006).

Assim, uma vez considerado a localizacdo dos GAGs placentérios e
correlacionando com suas fung¢6es, moléculas de condroitim e acido hialurdnico estariam
desempenhando aumento e manutencdo da integridade estrutural da placenta, sendo o
dermatam e heparam, envolvidos na homeostase sanguinea da regido labirintica bem
como contribuindo para a formacdo da interface maternofetal (CALATRONI; DI
FERRANTE, 1969; WASSERMAN et al., 1983; SAID, 2011).

O ciclo estral estrogénico de G. spixii revelou quantidades elevadas de GAGs nos
orgdos do aparelho reprodutor feminino, com destaque para a vagina, cuja concentracao
em UAD foi 98,285 e ainda no atero, com valores relativamente proximos de
polissacarideos, o que contrastou bastante com o periodo de diestro, o qual indicou
quantidades de GAGs muito baixas. Assim, nossos resultados encontram-se em
consonancia com as afirmacdes de Lee e Ax (1984) que indicam, de maneira geral, que o
estrogeno estimula a producdo de GAGs enquanto que a progesterona exerce efeito
inibitorio.

Similarmente, Cubas et al. (2010) ao caracterizarem o perfil de GAGs sulfatados,
no Utero de camundongas, durante as fases do ciclo estral, por meio da microscopia de luz
e analises bioquimicas, descreveram que moléculas de dermatam (DS), condrotitim (CS)
e heparam sulfatos (HS) estiveram presentes em todas as fases do ciclo. Além disto,
apesar de ndo haver separacdo nitida entre o DS e CS, estes foram considerados em
conjunto e considerados em concentracdes elevadas na fase estrogénica, ao passo que o
HS foi 0 GAG predominante, porém em concentragdo reduzida na fase de diestro, quando
comparada as outras fases, o que corrobora com as caracteristicas macroscopicas
observadas no Utero estrogénico, pois tais moléculas além das inumeras funcdes,

participam da hidratacéo tecidual, aumentando o volume bruto do 6rgéo.
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7 CONCLUSOES

Os principais resultados obtidos no presente trabalho forneceram os elementos

necessarios a conclusdo, descritos a seguir:

1-

3-

O sistema reprodutor feminino de preas apresentou-se composto por um par de
ovarios, tubas uterinas; dois cornos uterinos, um corpo do Utero septado, cérvix,

vagina e vulva.

N&o houve diferenca aparente, na estrutura dos ovarios gestantes quando
comparados aos ndo gestantes. Ambos contiveram tunica albuginea, epitélio
germinativo, corpo lateo proeminente e foliculos em diferentes estagios
maturativos, sendo, nos maduros, verificados a presenca de odcito e corpusculos

polares.

As tubas uterinas gestantes sao caracterizadas como pequenos ductos convolutos -
divididos nos segmentos: istmo, ampola e infundibulo que promoviam a conex&o
entre 0s ovarios e cornos uterinos. Histologicamente, o istmo apresentou poucas
projecBes mucosas, epitélio cilindrico simples repousando sobra lamina de tecido
conjuntivo frouxo e camada muscular lisa. A ampola revelou disposic¢éo similar,
porém com espessa camada muscular. Ja o infundibulo demonstrou numerosas
dobras longitudinais de mucosa seguidos de estruturas semelhantes aos outros

segmentos.

Os cornos uterinos sdo estruturas retilineas que convergem para uma camara
Unica, porém septada, a qual divide os segmentos cornuais em direito e esquerdo.
Esta diposi¢éo retratou dois 6stios, oriundo dos cornos que se comunicavam com
uma cérvice Unica. Histologicamente, 0s cornos gestantes sdo revestidos,
possivelmente, por epitélio cilindrico pseudoestratificado apoiado em tecido
conjuntivo frouxo. A cérvice apresentou intenso nimero de glandulas mucosas, 0

qual revelou tendéncia de aumento com o transcorrer gestacional.
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A vagina apresentou uma regido vestibular extensa e muito pregueada, a qual foi
revestida por epitelio cubico simples e apresentou numerosas glandulas, seguidas
de conjuntivo frouxo e camada muscular esquelética circular. No caso da vulva,
pbde-se demonstrar a abertura vaginal que estava circunscrita pelos labios
vulvares com revestimento epitelial pavimentoso estratificado. Na regido do
clitoris, detectaram-se agrupamentos de condrdcitos, 0s quais estiveram

delimitados por melandcitos.

O periodo gestacional de preds dura em média 59 + 2,7487 dias, cujo numero de

paricOes situou-se de um (20%) a dois filhotes (80%).

G. spixii apresentou ciclo sexual poliéstrico continuo com médias de duracdo de
14,8 £ 0,73 dias (12-16) (n=5) para as fémeas mantidas em contato com o macho
e 14,6 + 0,75 dias (13-17) (n=5) para o grupo isento de efeito macho, ndo sendo

verificadas diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre 0s grupos.

A presenca do macho influenciou significativamente (P<0,05) a fase de diestro,

tornando-a mais longa (4,0 £ 0,63 dias).

O padréo de caraterizagdo do ciclo no preé apresentou-se semelhante ao descrito
em outros cavideos, sendo observado no proestro um predominio de células
parabasais e intermediarias, com presenca de bactérias e leucdcitos; no estro,
numerosas células superficiais, com predominio das escamas anucleadas e
pequena quantidade ou auséncia de bactérias; no metaestro, grande quantidade de
células intermediérias, neutréfilos e bactérias e uma quantidade regular de células
parabasais; e no diestro, tinha-se o predominio de células basais, parabasais e

intermediarias e grande quantidade de muco vaginal, neutrofilos e bactérias.
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10- Em gestacdo a termo, o saco vitelino apresentou-se como uma membrana
ricamente vascularizada e de aspecto viloso que envolvia o feto em toda sua

extensao.

11- Aos 13 dias de gestacao, observou-se o estabelecimento dos endodermas parietal
e visceral, delimitando a cavidade do saco vitelino e constituindo uma placenta
vitelina. O epitélio parietal apresentou-se revestindo tanto a superficie externa da
placenta principal como o trofoblasto mural da decidua capsular. J& o endoderma

visceral demonstrou poucas vilosidades.

12- A inversdo do saco vitelino em preas ocorreu no décimo quarto dia de gestacéo,
ratificado pela analise de dois sacos gestacionais diferentes, sendo esta condicdo
favordvel ao aumento do aparato absortivo e consequentemente ao

desenvolvimento embrionario.

13- As relagdes de aposicdo entre os endodermas localizados proximos a placenta
corioalantoide, resultou em importante area de troca entre placenta principal,

endodermas e embrido.

14- As reacbes imunohistoquimicas para vimentina demonstraram 0 continuo
desenvolvimento da vascularizacdo endodérmica visceral e no labirinto

placentario, ao longo da gestacgé&o.

15- O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) foi detectado em quantidades
expressivas no endoderma parietal, espongio e sinciciotrofoblasto bem como no
embrido, indicando-se tratar de organismo e compartimentos constituidos por

células em intensa atividade mitotica.

16- Aos 10 dias de gestacdo, a placenta constituiu um oOrgdo desorganizado

estruturalmente, porém moficando a forma que passou de eliptica a ovalada,
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contrastando com o décimo quarto dia, onde o formato discoidal e o inicio da
formacéo do labirinto foram evidentes. Subsequentemente, aos 30 dias, o labirinto
passou a ocupar grande parte do volume placentéario, ao passo que o espongio
limitou-se a preencher um pequeno espacgo na regido fetal da placenta principal.
No trigésimo quinto dia, verificou-se uma subplacenta lobular, situada na base da

placenta corioalantoide, coincidindo com a escavacao central.

17- O processo de implantacdo blastocistico foi caracterizado como intersticial,
situando-se na regido mesometrial do Utero, fato este que configurou uma
placentacdo no lado anti-mesometrial. No décimo quarto dia gestacional, o
embrido passou a diferenciar suas trés camadas germinativas. Aos 19 dias, 0
embrido encontrou-se extremamente curvado e continha as trés vesiculas
encefélicas. A fase fetal iniciou-se aos 40 dias, cuja demonstracdo das
caracteristicas proprias da espécie foi evidente.

18- A morfogénese do concepto em G. spixii permitiu estabelecer o desenvolvimento
embrionario e fetal que, por sua vez, assemelha-se as espécies mamiferas na fase
embrionaria e se particulariza na fase fetal. As curvas de crescimento intra-uterina
foram bem caracterizadas pela biometria, o que possibilitou que se possa estimar a
idade gestacional.

19- O perfil de glicosaminoglicanos nos 6rgdos do aparelho reprodutor feminino
gestante e placentario bem como no sistema reprodutivo ndo gestante em duas
fases do ciclo estral revelaram diferencas quanto a composicdo e concentracéo,
fato este que pode estar relacionado com a funcéo de cada GAG. Desta forma, o
dermatam sulfato predominou em amostras de tubas uterinas, vaginas e placentas,
ao passo que o heparam expressou-se mais no corpo do Utero, no inicio da
gestacdo. Houve ainda elevadas concentracbes de GAGs no Utero gestante bem
como no aparelho reprodutor feminino na fase estrogénica quando comparada ao

diestro.
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20- A distribuicdo do acido hialurénico, heparam, condroitim e dermatam sulfatos
apresentou-se difusa por toda a estrutura do corno uterino e cérvice. Ovidutos,
vaginas e subplacenta possuiram imunolocaliza¢Ges para o heparam, dermatam e
condroitim sulfatos no conjuntivo destes 6rgdos. Nos ovarios, verificaram-se
distribuicGes para o heparam sulfato no corpo lUteo, regido das tecas foliculares e
medula; o dermatam, por sua vez, localizou-se de forma difusa, ao passo que o
condroitim situou-se nas tecas foliculares e conjuntivo entre os foliculos
ovarianos. Finalmente, o labirinto placentario apresentou dermatam, condroitim e
acido hialurdnico distribuidos de forma difusa, ao passo que o heparam sulfato foi

encontrado principalmente no endoderma parietal e espongiotrofoblasto.
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Dinamica da inversao do saco vitelino em preas
(Galea spixii Wagler, 1831)"

André M. Vale*, Gleidson B. Oliveira?, Phelipe O. Favaron®, Maria A. Miglino?,
Valeria V. Paula? Alexandre R. Silva? e Moacir F. Oliveira?

ABSTRACT.- Vale A.M,, Oliveira G.B., Favaron P.0., Miglino M.A,, Paula V.V, Silva A.R. & Oli-
veira M.F. 2013. [Dynamics of yolk sac inversion in galea (Galea spixii Wagler, 1831).]
Dinamica da inversdo do saco vitelino em preas (Galea spixii Wagler, 1831). Pesquisa Veteri-
ndria Brasileira 33(0):00-00. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, BR 110 Km 47, Rodovia Presidente Costa e Silva s/n, Mossoro,
RN 59625-900, Brazil. E-mail: andre_bioquimico@hotmail.com

The aim of this study was to study the time of yolk sac inversion as well as the dynamics
resulting from this process in galea throughout pregnancy. For this, conventional histologi-
cal techniques, scanning electron microscopy and transmission electron microscopy were
used. Parietal and visceral endoderm delimiting the yolk sac cavity was observed at 12
days of pregnancy. The parietal endoderm was coating the fetal surface of the chorioallan-
toic placenta as well as delimiting the decidua capsularis area. This endoderm had prisma-
tic format and were apart from the trophoblast by an enlarged Reichert’s membrane. The
visceral endoderm had vitelline vessels and there were villi only in certain areas. At 14 days
of pregnancy the yolk sac inversion was characterized by the degeneration of parietal en-
doderm and mural trophoblast, and also the gradual disappearance of the Reichert's mem-
brane. So it made the visceral endoderm establish an interface with the uterine epithelium.
After the inversion, the parietal endoderm which remained intact was the one that rested
on the chorioallantoic placenta surface. It presented cells with high columnar format and
pseudostratified epithelium featured. The visceral endoderm presented many apical villi,
especially in areas close to the chorioallantoic placenta. The continued development of the
embryo and chorioallantoic placenta evidenced the emergence of an important apposition
area between visceral and parietal endoderm. The yolk sac inversion represented an ana-
tomical arrangement in favor of the embryo development as well as an evolutionary trait
in this rodent species.

INDEX TERMS: Galea, Galea spixii, yolk sac, visceral endoderm, parietal endoderm, inversion.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi estudar o periodo
de inversao do saco vitelino bem como a dindmica resul-
tante deste processo na gestacdo inicial em preas, utilizan-
do-se microscopia de luz, microscopia eletronica de varre-
dura e de transmissdo. No décimo segundo dia de gestacdo
observou-se o desenvolvimento dos endodermas parietal

! Recebido em 12 de setembro de 2012.
Aceito para publicagdo em 2 de maio de 2013.

2 Programa de P6s-Graduagio em Ciéncia Animal, Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré, RN 59625-900, Brasil. *Autor
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3 Programa de Pds-Graduagdo em Anatomia dos Animais Domésticos e
Silvestres, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade
de Sao Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, Cidade Universi-
taria, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brasil.

e visceral delimitando a cavidade do saco vitelino. O endo-
derma parietal foi evidenciado revestindo a superficie fetal
da placenta corioalantoidea bem como contornando o es-
paco delimitado pela decidua capsular. Estes endodermas
apresentaram formato prismatico e encontraram-se sepa-
rados do trofoblasto por uma desenvolvida membrana de
Reichert. Ja o endoderma visceral continha vasos vitelini-
cos e possuia vilosidades apenas em determinadas areas.
No décimo quarto dia de gestacdo verificou-se a inversio
do saco vitelino, caracterizada pela degeneracio do endo-
derma parietal e trofoblasto mural, associado ao desapa-
recimento gradual da membrana de Reichert. Como con-
sequéncia deste fendmeno, o endoderma visceral passou
a constituir uma interface com o epitélio uterino. Apos a
inversao, o endoderma parietal que permaneceu integro foi
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aquele que se apoiava na superficie da placenta corioalan-
toidea, apresentando células em formato colunar alto e ca-
racteristica de epitélio pseudoestratificado. O endoderma
visceral apresentou numerosas vilosidades apicais princi-
palmente em regides préximas a placenta corioalantdidea.
Com o continuo desenvolvimento do embrido e placenta
corioalantéidea, observou-se o surgimento de importante
area de aposicdo entre os endodermas visceral e parietal. A
inversao do saco vitelino representou uma disposicao ana-
tomica favoravel ao desenvolvimento embriondrio, além de
ser uma caracteristica evolutiva nesta espécie de roedor.

TERMOS DE INDEXACAO: Préa, Galea spixii, saco vitelino, endo-
derma visceral, endoderma parietal, inversao.

INTRODUCAO

A utilizacao de roedores em pesquisas envolvendo aspec-
tos funcionais da placenta, seja ela corioalantéidea ou vi-
telina, vem sendo cada vez mais requisitado, mediante as
vantagens apresentadas por esses animais. Essas vanta-
gens vao desde caracteristicas da biologia, principalmen-
te aquelas relacionadas ao pequeno porte, baixo custo de
manutencdo e curto periodo de gestacio, até a semelhanca
com a placenta e o processo de placentacdo em humanos,
uma vez que ambos possuem uma placenta discoidal, co-
rioalantéidea e hemocorial, o que torna os roedores um
interessante modelo experimental para o entendimento
da placentacdo e mecanismos fisiol6gicos e moleculares
de trocas materno-fetais (Carter 2007). Embora a grande
maioria dessas caracteristicas tenha permanecido estaveis
ao longo da evolucdo dos roedores, trabalhos tem mostra-
do que pode haver variacdes relacionadas a presenca de
estruturas acessorias a placenta corioalantéidea, como é o
caso da subplacenta nos roedores da Subordem Histrico-
morfa (Miglino et al., 2004, Bonatelli et al. 2005, Oliveira et
al. 2006, 2008 e 2012a) e das caracteristicas do saco vite-
lino, que nas diferentes espécies de roedores de um modo
geral, forma uma placenta vitelina invertida ativa para tro-
cas materno-fetais, presente até o final da gestacdo (Mos-
sman 1987, Miglino et al. 2008, Favaron et al. 2011, 2012,
Oliveira et al. 2012a, 2012b).

0 saco vitelino é a primeira membrana que se forma com
afuncdo de estabelecer trocas entre a mée e o embrido (Mos-
sman 1987). Embora seja sabido que o mesmo desempenha
muitas e importantes fungdes ao longo de toda a gestacdo,
as caracteristicas relacionadas ao seu desenvolvimento, es-
pecialmente com relacdo a formagio da placenta vitelina
invertida nos roedores, ainda sdo bastante escassos (Con-
ceicdo et al. 2008, Miglino et al. 2008, Oliveira et al. 2012b).

Na gestacdo inicial desenvolve-se o saco vitelino cuja
conformacao espacial dos seus endodermas origina a pla-
centa vitelina. A membrana fetal mais externa refere-se ao
endoderma parietal que reveste tanto a superficie da pla-
centa corioalantéidea -ou principal- quanto o trofoblasto
mural, delimitando todo o saco gestacional. O endoderma
visceral possui localizagdo mais interna apresentando uma
regido de inser¢do na placenta principal e ainda acompa-
nha todo o contorno promovido pelo endoderma parietal
(Anderson 1959, Jollie 1990).
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A inversdo do saco vitelino constitui a caracteristica
mais marcante que ocorre nas membranas fetais dos roe-
dores, sendo um fenémeno resultante da degeneragio do
endoderma parietal, membrana de Reichert subjacente e
trofoblasto mural. Como consequéncia, o endoderma vis-
ceral passa a formar uma interface com o tecido materno,
tornando-se exposto as secrecoes produzidas pelas glandu-
las uterinas (King 1982, Mossman 1987, Jollie 1990).

0 saco vitelino invertido de roedores desempenha va-
rias fun¢des podendo-se destacar aquelas relacionadas ao
armazenamento, absor¢do e transferéncia de nutrientes
(Laliberté et al. 1984, Carter 2001, Holson et al. 2005, Fa-
varon et al. 2012). De fato, distirbios nestas fun¢des pro-
duzidas por agentes teratogénicos, por exemplo, podem
explicar possiveis doencas no recém-nascido (Jollie 1990).
Esses mecanismos podem ser melhor compreendidos pelo
conhecimento da morfofisiologia do saco vitelino e o con-
sequente processo de inversdo dessa membrana fetal.

Neste estudo buscou-se descrever o processo de inver-
sdo do saco vitelino no pred, um pequeno roedor perten-
cente a subordem Hystricomorpha e familia Caviidae, bem
como a morfofisiologia dessa membrana na fase inicial da
gestacdo, utilizando-se de técnicas de microscopia de luz,
eletrénica de varredura e de transmissao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 30 fémeas ndo gestantes de preds para forma-
¢do de cinco grupos experimentais contendo seis fémeas cada.
Os animais foram obtidos no Centro de Multiplicacdo de Animais
Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, regis-
trado junto ao IBAMA como criadouro cientifico sob o nimero
1478912. As respectivas fémeas foram alocadas em boxes de 5m?
nos quais foi fornecida alimentac¢ao apropriada e dgua ad libitum.
Para diferenciacdo destas, foram realizadas marcagdes com tin-
tura capilar negra, em diferentes regides anatomicas seguidas da
adicdo de um macho em cada box. A cépula e o consequente ini-
cio de gestacdo foram detectados mediante exames de citologia
vaginal, onde a presen¢a dos espermatozoides culminaram com a
separagdo do box no qual a fémea se encontrava para a realizagdo
da coleta dos sacos gestacionais. Para tanto, os animais foram pe-
sados e pré-medicados com a associa¢do de cloridrato de xilazina
(Imgkg™) e cetamina (15mg.kg™) seguida da overdose anestési-
ca de tiopental s6dico (50mg.kg™) e administracdo de cloreto de
potassio 2,56mEq.kg ambos por via intravenosa. Constatada a
morte do animal, realizou-se uma incisdo longitudinal mediana,
de forma a expor o Utero gravidico para retirada dos sacos ges-
tacionais.

A deteccdo da inversdo do saco vitelino e ainda a defini¢ao do
periodo da sua ocorréncia foram realizados mediante analises de
sacos gestacionais com 11, 12, 14, 15, 25 e 30 dias de gestagdo, até
que se fosse evidenciada uma disposi¢do das membranas fetais
em situacdo anterior a inversdo. Uma vez que a inversdo do saco
vitelino foi evidenciada no 142 dia de gestacdo, atencdo especial
foi dada a esse periodo. Para tanto, foram processados e anali-
sados trés sacos gestacionais com 14 dias de gesta¢do, oriundos
de diferentes fémeas de modo a ratificar o processo de inversao.
Desta forma, todas as amostras foram fixadas em solucdo de pa-
raformaldeido 4% tamponado e transferidos para uma série de
concentragdes crescentes de alcoois (70-100%). Posteriormente,
0s sacos gestacionais foram diafanizados em xilol e embebidos em
parafina histolégica (Synt®, granulada com ponto de fusdo 58°C
a 62°C, lote: 138199) para obtengdo dos blocos. Estes ultimos
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foram cortados a 5 pm de espessura em micr6tomo (LEICA RM
2125 RT®), sendo os cortes aderidos em laminas histoldgicas e
corados segundo a técnica de hematoxilina e eosina (HE), azul de
toluidina (AT) e acido periédico de Schiff (PAS). As imagens mais
representativas foram fotomicrografadas em microscopio 6ptico
(Olympus CX 31 RBSFA®).

A microscopia eletronica de varredura foi realizada median-
te o processamento de um saco gestacional de 30 dias, o qual foi
fixado em glutaraldeido 2,5% tamponado e pos-fixado em tetro-
xido de 6smio 1%. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em
tampao fosfato 0,1 M e pH 7,4 e duas, com agua destilada para
tratamento posterior com acido tanico 1% e desidratacdo em di-
ferentes concentragdes de alcoois (50%, 70%, 90% e 100%). Fi-
nalizada a desidratagio foi feita a secagem em aparelho de ponto
critico utilizando gas carbonico. As seguintes etapas consistiram
na montagem do material em suporte de amostra (Stub) e reco-
brimento metalico com ouro por “sputtring”, para observagdo em
microscopio eletronico de varredura (LEO VP® 435- Carls-Zeis,
Oberkochen, Germany).

Para analise ultraestrutural, utilizaram-se fragmentos com
0,5cm? da placenta vitelina visceral obtida no décimo quarto dia
de gestacdo. Estes foram fixados em glutaraldeido a 2,5% tampo-
nado e pds-fixados em tetroxido de 6smio. Apés este procedimen-
to, os fragmentos foram lavados em solucdo tampdo de fosfato
de sédio e desidratados em concentragdes crescentes de alcool
etilico: 50%, 70%, 80%, 90% e 100%. Os fragmentos foram sub-
metidos a lavagens em 6xido de propileno sob rotagdo e depois,
imersos em 6xido de propileno e resina Spurr. Finalmente, foram
colocados em contado com resina Spurr pura, em moldes espe-
cificos, para polimerizagdo. Obtidos os blocos, foram realizados
cortes semifinos com 0,4mm de espessura em ultramicrétomo au-

Fig.1. Disposicdo do endoderma parietal
antes da inversdo em preas aos 12 &
dias de gestacao. (A) Corte transver-
sal do saco gestacional demonstran- !
do o revestimento das células endo- |,
dérmicas parietais (seta preta) na
superficie da placenta corioalantéide °
(PL) e no utero (U) (seta vermelha).
Hematoxilina e eosina (HE). (B) Corte
transversal do saco gestacional evi-
denciando o revestimento endodér-
mico parietal do saco vitelino (EP) {&
no utero (U) e placenta principal (*);
observar a proeminente membrana §
de Reichert (setas) positiva para a re-
acdo do acido periddico de Schiff. Aci-
do Periddico de Schiff. (C) Observar a
membrana de Reichert (*) separando
o endoderma parietal (EP) do sinci-
cio marginal da placenta corioalan-
téidea (PL). Microscopia eletronica
de varredura. (D) Regido distante da
placenta corioalant6idea; observar o
utero (U), o trofoblasto mural (TM)
e os endodermas parietal (EP) e vis- Sg
ceral (EV) delimitando a cavidade do &
saco vitelino (*). A seta preta refere-
-se a membrana basal de Reichert.
Acido Periédico de Schiff.

tomatico (Ultracut R, Leica Microsystens - Germany), corados com
azul de Toluidina a 1% para identificacdo de regides especificas
de interesse para o trabalho de forma a possibilitarem a realiza-
¢do dos cortes ultrafinos. Posteriormente, cortes de 0,07mm de
espessura foram coletados em telas de cobre e contrastados com
acetato de uranila saturado a 2% e citrato de chumbo a 0,5%. O
material foi analisado em microscépio eletronico de transmissio
(Morgagni 268D, FEI Company, The Netherlands; Mega View III
camera, Soft Imaging, Germany).

RESULTADOS

No décimo segundo dia de gestacdo, verificou-se o desen-
volvimento de uma placenta corioalantéidea acompanhado
da formacdo dos endodermas visceral e parietal delimitan-
do a cavidade do saco vitelino e constituindo a placenta
vitelinica. O endoderma parietal revestiu a superficie da
placenta corioalantéidea, bem como a regido da decidua
capsular (Fig.1A). Este endoderma apresentou-se separa-
do do trofoblasto e utero por uma desenvolvida membrana
basal de Reichert a qual se apresentou positiva para a rea-
¢do do acido periddico de Schiff (PAS) como observado na
(Fig.1B). Nestes locais, as células endodérmicas apresenta-
ram formato colunar e numerosas vilosidades ao longo do
disco placentario. Ja a por¢cdo de endoderma parietal que se
encontrava associado ao trofoblasto mural e desta forma,
circunscrevia toda a area da decidua capsular, apresentou
granulos glicoproteicos fortemente positivos para a reagdo
PAS nas superficies apicais das células endodérmicas. Es-
tas células possuiram morfologia prismatica e apoiavam-se
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na membrana basal de Reichert cujo aspecto continuo foi
bem evidenciado pela microscopia eletronica de varredura
(Fig.1C). Em disposi¢do mais interna, acompanhando o en-
doderma parietal e envolvendo o embrido, evidenciou-se o
endoderma visceral que por sua vez era vascularizado pelo
mesoderma subjacente que continha vasos sanguineos vi-
telinicos (Fig.1D).

)

Fig.3. Componentes do saco gestacional de preds aos 15 dias de gestagao. (A) Observar o desenvolvimento da placenta

Fig.2. Inversdo do saco vitelino no décimo
quarto dia de gestacdo em trés sacos ges-
tacionais de preds. (A) Saco gestacional
um (SG1); notar o inicio da degeneragdo
da onfalopleura bilaminar (*) e extrava-
samento de sangue materno (seta) no in-
tersticio entre a placenta corioalantéidea
(PL) e o utero (U). HE. (B) Saco gestacio-
nal dois (SG2); observar a degeneragdo
de células endodérmicas parietais (seta
azul) opostas a placenta corioalantéidea
(PL) e escassez da membrana de Reichert
(seta preta) distribuida apenas em alguns
locais préximo a parede do ttero (U). Aci-
do periddico de Schiff. (C,D) As figuras
fazem referéncia ao saco gestacional trés
(SG3). (C) Desorganizagdo epitelial do en-
doderma parietal (setas) revestindo a su-
perficie do utero (U) em regido préxima
a placenta corioalantéidea (PL). HE. (D)
Extrema degeneracdo de células parietais
(setas) préximo a parede uterina (U) e a
presenca do endoderma visceral (EV).
Acido periédico de Schiff.

0 décimo quarto dia da gestacgdo foi caracterizado pela
inversao do saco vitelino. Nos trés botdes embrionarios
analisados, observou-se elevada desorganizagdo estrutural
das células endodérmicas parietais que revestiam a deci-
dua capsular. Devido ao fato da presenca de pequenas di-
ferencas individuais terem sido observadas em cada saco
gestacional analisado, procurou-se descrever as respecti-

100pn

corioalantéidea (PL), embrido (EMB) e amnio (AM) resultando em aproximagdes dos endodermas visceral (setas) e
parietal (*) na regido da placenta principal. Notar ainda a decidua parietal (DP) estabelecida apds a inversdo do saco
vitelino. HE. (B) Confluéncia entre o endoderma visceral (EV) e o utero (U). Microscopia eletronica de varredura.
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vas modificacdes observadas denominando cada amostra
como saco gestacional um (SG1), dois (SG2) e trés (SG3).
No SG1 verificaram-se degeneracdo inicial da onfalopleura
bilaminar, localizada préxima a placenta principal e areas
de sangue materno extravasado (Fig.2A).Ja no SG2 eviden-
ciaram-se degeneracdes do endoderma parietal e a presen-
¢a de resquicios da membrana de Reichert em aposi¢cdo ao
tecido uterino (Fig.2B). No SG3 o revestimento epitelial de
endoderma parietal apresentou-se descontinuo préximo a
placenta principal e completamente desestruturado em lo-
cais distantes da mesma (Fig.2C,D).

No décimo quinto dia de gestacdo destacaram-se as
expansdes do embrido e placenta corioalant6idea, além
do endoderma visceral que circunscrevia todo o contor-

Fig.4. Relacdes de aposicdo entre os endodermas visceral (EV) e
parietal (EP) as margens da placenta corioalantéidea (PL) em
preas aos 25 dias (Fig.A) e no décimo quarto dia de gestagdo
(Fig.B). (A) Formagao de tufos ou vilos do endoderma visceral
com respectivos nucleos na posicdo basal da célula; notar a
membrana basal visceral (seta preta) e membrana basal se-
rosa (seta vermelha) formando o alicerce do epitélio visceral.
Azul de toluidina. (B) Eletromicrografia dos endodermas vis-
ceral (EV) e parietal (EP) as margens da placenta corioalan-
téidea em preas aos 14 dias de gestagdo. Observar as relagdes
de aposicdo entre as células e as numerosas microvilosidades
apicais (setas) proporcionando possiveis areas de trocas en-
tre os endodermas. Notar as dreas em que os dois epitélios
mantém intimo contato (*). Microscopia eletronica de trans-
missdo.

no da decidua parietal. Com o rompimento da onfalopleu-
ra bilaminar criou-se um mecanismo de aposi¢ido entre o
endoderma visceral e Gtero de modo a garantir efetivas
trocas de substancias entre os tecidos maternos e fetais.
Desta forma, as células endodérmicas viscerais tornavam-
-se completamente expostas ao contetido secretado pelas
glandulas uterinas (Fig.3A,B).

As relagdes de aposicdo verificadas entre os endoder-
mas localizados préximos a placenta corioalantéidea favo-
receram a interpretacdo de importantes locais para o in-
tercambio de substancias, constituindo vias bidirecionais
entre placenta e embrido. Nestes locais, as células viscerais
possuiram formato colunar, numerosas vilosidades e nu-
cleos localizados na posi¢do basal da célula. Além disso,
tornou-se evidente aos 25 dias de gestacdo, a caracteriza-
¢do da esplancnopleura como sendo constituida por células
endodérmicas viscerais que repousavam sobre uma lamina
basal visceral. Ja na superficie externa do epitélio visceral,
evidenciou-se uma segunda membrana basal revestindo as
células mesoteliais que margeavam o celoma extraembrio-
nario, sendo denominada membrana basal serosa (Fig.4A).

Nas margens da placenta corioalantdidea, verificaram-
-se processos de aposicdo entre os endodermas visceral e
parietal, sendo suas vilosidades confluentes. De fato, esta
relacdo estrutural pode vir a conferir possiveis rotas de
transferéncias de substancias ao embrido constituindo
uma importante placenta vitelina (Fig.4B).

Conforme descrito, as modifica¢des verificadas no to-
cante a disposicdo espacial das membranas fetais do saco
gestacional conferem certo dinamismo ao processo de in-
versao, fato este demonstrado também de forma esquema-
tica (Fig.5A-C) para facilitar o entendimento relativo a este
processo.

DISCUSSAO

A compreensao da organizacdo estrutural da placenta vite-
lina ao longo do periodo gestacional favorece o estabeleci-
mento de correlagdes com os aspectos funcionais do saco
vitelino. Muitas pesquisas avaliam a estrutura fina das cé-
lulas endodérmicas viscerais e parietais no que diz respeito
ao aparato absortivo bem como das organelas citoplasma-
ticas presentes neste epitélio. Este fato permite ressaltar a
importancia de uma placenta vitelina invertida seja para
aumentar a continua demanda anabdlica do embrido ou
até mesmo como uma caracteristica evolutiva das muitas
espécies de roedores.

King & Enders (1970) admitiram a importancia de um
o6rgao placentario, na cobaia (Cavia porcellus) e em muitas
outras espécies de roedores, para transferéncia de nutrien-
tes ao feto, sendo os mecanismos de transporte de substan-
cias desencadeados por dois tipos de placentas, uma corio-
alantdidea e outra denominada placenta vitelina invertida.

Para Calarco & Moyer (1966) a placenta vitelina possui
geralmente importancia secundaria, persistindo como es-
trutura acessoria. No entanto, em muitas espécies de roe-
dores, o saco vitelino apresenta continuo desenvolvimento
durante todo o periodo gestacional, envolve e protege o em-
brido além de fung¢des nutritivas e hematopoiéticas. Como
brevemente reportado no pred por Oliveira et al. (2012b),

Pesq. Vet. Bras. 33(0):000-000, oooo 2013



6 André M. Vale et al.

Fig.5. Representacdo esquematica dos elementos que com-
poe o saco gestacional em situacdo anterior e apés a in-
versdo do saco vitelino. (A) Disposicdo das membranas
antes da inversdo. Observar o tutero, constituido pelas
deciduas capsular (DC) e basal (DB). Evidenciar o tro-
foblasto mural (em amarelo), a membrana de Reichert
(em azul) acompanhando todo o contorno do trofoblas-
to mural e ainda, localizando-se na superficie fetal da
placenta corioalantéidea (PL). Em marrom, evidencia-
-se 0 endoderma parietal, contornando a membrana de
Reichert e revestindo a superficie fetal da placenta co-
rioalantéidea. Em conjunto, trofoblasto mural, membra-
na de Reichert e endoderma parietal sio denominados
onfalopleura bilaminar. Observar o endoderma visceral
(em branco) e as localiza¢des da placenta corioalantéi-
dea e do embrido (EMB). (B) Evidencia-se uma situa¢do
posterior a inversdo, ocasionada pela degeneracido da
onfalopleura bilaminar, resultando em intima relacao
entre o endoderma visceral e Utero. Este Ultimo passa
a ser constituido pelas deciduas parietal (DP) e basal
(DB). Notar ainda a sintopia com a placenta corioalan-
toidea (PL) e embrido (EMB). (C) Detalhe das vilosida-
des dos endodermas parietal (membrana marrom) e
visceral (membrana em branco) em regido proximal a
placenta corioalantdidea, representando importantes
locais para o intercambio de substancias.

os autores evidenciaram a presenca de células proliferati-
vas nas vilosidades do saco vitelino visceral até o dia 30
de gestacao, além de uma intensa vascularizacdo e intima
relagdo com a parede uterina. Assim como mencionado por
Beckman et al. (1990), onde o autor afirma que o saco vite-
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lino visceral constitui um importante érgio placentario em
roedores, pois estabelece os primeiros mecanismos de in-
tercambio nutricional antes da placenta corioalantéidea se
tornar desenvolvida. Mesmo apds o estabelecimento desta
ultima, as células do endoderma visceral permanecem fun-
cionais durante toda a gestacdo, desencadeando diversas
funcdes metabolicas, secretoras e imunologicas.

A atividade das células vitelinas, principalmente do
endoderma do saco vitelino em fases mais tardias de ges-
tacdo (meio e final de gestacdo) também foi descrita para
outras espécies de roedores histricomorfos como a paca
(Cuniculus paca), cutia (Dasyprocta leporina), mocé (Kero-
don rupestris) e porquinho da India (Guinea pig), mediante
utilizacdo de técnicas de imunohistoquimica e microscopia
eletronica de transmissdo (Bonatelli et al. 2005, Oliveira et
al. 2006, 2008, 2012a, 2012b, Conceigdo et al. 2008, Migli-
no etal. 2008).

Anderson (1959) ao analisar a placenta vitelina de ra-
tos com o auxilio da microscopia de luz, constatou que a
partir do décimo primeiro dia de gestagdo o saco vitelino
era bem desenvolvido, contrastando com a presenga de
uma imatura placenta corioalantéidea. O autor destacou
que a placenta vitelina era constituida inicialmente por
duas membranas endodérmicas: uma visceral e outra pa-
rietal, delimitando a cavidade do saco vitelino. A camada
parietal que revestia a decidua capsular apoiava-se numa
membrana hialina de Reichert e suas células endodérmi-
cas demonstravam formato colunar baixo, além de curtas
microvilosidades apicais. Na superficie do epitélio visceral
e abaixo da membrana basal que sustentava este epitélio,
verificaram-se curtas vilosidades e poucos vasos vitelinicos
respectivamente. Os resultados obtidos em preds demons-
traram comportamento similar aos descritos por Ander-
son (1959) nos periodos estudados antes da inversao do
saco vitelino. E importante destacar que a disposicio do
epitélio visceral apresentou comportamento relativamen-
te constante a partir do décimo quarto dia de gestacao,
sendo evidenciadas areas de intensa formacgio vilosa cujo
aspecto convoluto direcionava-se para o endoderma parie-
tal da superficie da placenta principal. Ja nos locais distais
desta placenta, verificavam-se células prismaticas dotadas
de poucas vilosidades, podendo ser caracterizadas como
regido lisa do endoderma visceral. Tais caracteristicas es-
tdo de acordo com as observagdes produzidas por Sansom
(1922), Wislocki et al. (1946), Anderson (1959), Jollie
(1990), Oliveira et al. (2008) e Freyer & Renfree (2009)
para outras espécies de roedores.

A presenga de moléculas de glicogénio e/ou substancias
glicoproteicas foram reveladas pela reagao de PAS, princi-
palmente nos endodermas parietal e visceral, membrana
de Reichert e alguns locais na decidua parietal. Nao foram
observadas reagdes positivas para o PAS no sincicio margi-
nal da placenta corioalant6idea. Este padrao de positivida-
de de PAS retratado anteriormente mostra-se compativel
com aqueles descritos por Haar & Ackerman (1971) para
o0 saco vitelino de camundongo e por Favaron et al. (2011,
2012) para espécies de roedores cricetideos.

A partir do décimo segundo dia de gestacao em preas,
verificou-se a presenca da membrana de Reichert que se
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encontrou interposta entre o endoderma parietal e o tro-
foblasto da placenta corioalantéidea bem como entre o epi-
télio parietal e trofoblasto mural da decidua capsular. Essa
membrana também foi descrita na placenta de roedores
cricetideos por Favaron et al. (2011) em estdgios de meio
e final de gestacdo. Como relatado pelos autores, a mesma
possuia uma natureza acelular formada por fibras de natu-
reza colagena.

No décimo quarto dia de gestacdo em preads, verificou-
-se o crescimento embrionario e da placenta principal,
resultando em aproximagdes entre o endoderma visceral
e parietal as margens da placenta corioalantdidea. Para
Cross (1998) esta interface entre os endodermas resulta
das transformacoes e crescimento assimétrico do embriio,
acarretando em mudangas espaciais do endoderma visceral
e amnio. Nesta area de interface, as células endodérmicas
apresentaram formato poliédrico, nicleos na posi¢ao basal
e numerosas vilosidades na posi¢ao apical, demonstrando
o0 aparato absortivo nesta regido da placenta vitelina.

Em preds as projegdes vilosas do endoderma visceral,
na regido do disco placentario, tornaram-se mais ramifica-
das a partir do vigésimo quinto dia de gestagao, conforme
evidenciado pela microscopia de luz, sendo o alicerce das
formacdes vilosas constituidos pela membrana basal vis-
ceral e serosa. Segundo Mossman (1987) estas ampliacoes
dos processos digitiformes sdo decorrentes da inversao do
saco vitelino, tornando as bordas apicais do epitélio visce-
ral mais suscetivel a captacdo de substancias. Consequen-
temente, as vilosidades aumentam em nimero e tamanho,
acompanhando o desenvolvimento das células viscerais as
quais se tornam colunares altas (Dempsey 1953, Anderson
1959, King & Enders 1970).

O endoderma parietal em preas apresentou mudangas
importantes durante o periodo em que foi analisado. Ini-
cialmente aos 12 dias de gestacio, foi constituido por cé-
lulas prismaticas ou cuboidais, contendo numerosos gra-
nulos apicais positivos para a reacdo PAS e elevada relacdo
nucleo/citoplasma. Posteriormente, evidenciou-se aos 25
dias de gestacdo, aspecto pseudoestratificado do epité-
lio parietal com células de formato predominantemente
colunar. Padroes semelhantes de desenvolvimento foram
evidenciados por King (1971) ao analisar a diferenciagao
do endoderma parietal no porquinho da India (Cavia por-
cellus), porém foi diferente da caracterizacdo realizada por
Jollie (1968). Segundo este autor, o endoderma parietal do
rato ou camundongo mantém forma achatada ou esférica
ao longo do periodo gestacional.

Os resultados por microscopia de luz obtidos em preas
demonstraram, durante a inversdo, desorganizacdo estru-
tural do endoderma parietal e desaparecimento gradual da
membrana de Reichert. E importante ressaltar que existe
a possibilidade de variagdoes no periodo da inversao, pois
muitos fatores individuais podem contribuir para a cinéti-
ca do desenvolvimento embrionario, acarretando, por sua
vez, em alteragdes capazes de influenciar os mecanismos
da inversdo. No presente estudo, no entanto, verificou-se
homogeneidade no tocante ao periodo de inversido confor-
me foi evidenciado nos trés sacos gestacionais estudados
no décimo quarto de dia de gestacdo.

A grande maioria dos trabalhos disponiveis hoje na li-
teratura sobre a morfologia do saco vitelino trata, princi-
palmente, de amostras oriundas de estagios tardios de ges-
tagdo, principalmente devido as dificuldades para se obter
amostras de placenta e das membranas extra-embriondarias
em fases inicias. Especificamente no caso do saco vitelino,
isso leva a uma lacuna no conhecimento, principalmente
relacionado a formacgao da placenta vitelina, tdo importan-
te no inicio da gestacgdo, inclusive na gestacdo humana, e
cujo correto desenvolvimento leva ao progresso da gesta-
¢do e consequente sucesso do desenvolvimento embrio-
nario e fetal. Os resultados obtidos no presente estudo
permitiram afirmar que em preas ocorre um modelo de
placentacdo vitelinica invertida, cuja inversido propriamen-
te dita ocorre a partir do décimo quarto dia da gestacao.
Para trabalhos futuros, uma analise quantitativa através de
técnicas inovadoras, como a estereologia, associada a anali-
ses estatisticas, como no trabalho realizado por Favaron et
al. (2013) em diferentes regides da placenta de Necromys
lasiurus (Cricetidae), podera trazer dados numéricos sobre
a dinamica do desenvolvimento do saco vitelino, bem como
do volume ocupado por essa membrana e suas diferentes
porcoes (parietal e visceral) e dos diferentes tipos celula-
res constituintes ao longo da gestacdo, resultando em da-
dos funcionais sobre a participacdo da placenta vitelina nos
diferentes estagios gestacionais do prea.
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Caracterizacdo do periodo gestacional e ciclo reprodutivo em preas (Galea spixii Wagler, 1831)

André M. Vale?*, Gleidson B. Oliveira?, Hélio N. Araujo Junior3, Ferdinando V.F. Bezerra?, Jodo Paulo A.F. Queiroz?,
Carlos M. Oliveira Junior?, Herson S. Costa* e Moacir F. Oliveira®

ABSTRACT. - Vale AM,, Oliveira G.B., Aratjo Junior H.N., Bezerra F.V.F.,, Queiroz J.P.A.F, Oliveira Junior C.M.,
Costa H.S. & Oliveira M.F. 2017. [Characterization of the gestational period and reproductive cycle in galea
(Galea spixii Wagler, 1831)]. Caracterizacdo do periodo gestacional e ciclo reprodutivo em preas (Galea spixii
Wagler, 1831). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Rua Francisco Mota 572, Alto de Sdo Manoel, Mossord, RN 59625-
900, Brazil. E-mail: andre.vale@ufersa.edu.br

The Spix’s yellow-toothed cavy is a rodent belonging to the Caviidae family, with high biological and
zootechnical potential to be explored, being their knowledge about the reproductive aspects fundamental for its
creation. Thus, this work had as objective to determine the gestation period in galea as well as, to characterize as
phases of the reproductive cycle, verifying, if there was influence of the male presence in this process. For
gestational follow-up (G1), five females were used and placed in a box with the male. For the analysis of the
estrous cycle, 10 females were used, five of which were placed in a box holding a male trapped in a cage (G2) and
added in another box without a male (G3). The females were submitted to daily colpocitological examination and
when the presence of spermatozoa was identified in the females slide in G1, it was removed from the group and
counted as "zero" day of gestation. Females of G2 and G3 were evaluated over two complete cycles regarding the
macroscopic characteristics of the vulva and vaginal smear, counting a total of 100 cells and by qualitative
analysis, leukocytes, bacteria and filaments of mucus. It was verified that the gestation period in Galea was of
59+2,24 days and that the females present continuous polcitic sexual cycle, with average period of 14,8+0,73
days for the females submitted to the male effect and 14,6+0.75 days for those free of the male effect. Proestrus
was characterized by: predominance of parabasal and intermediate cells as well as the presence of bacteria and
leukocytes; Estrus: presented numerous superficial cells, with predominance of the anucleated scales with little
presence or absence of bacteria; Metaestrus: with large numbers of intermediate cells, neutrophils and bacteria
and a regular amount of parabasal cells; Diestrous: predominance of basal, parabasal and intermediate cells and
large amount of vaginal mucus, neutrophils and bacteria. The male presence significantly influenced the duration
of the diestrus, becoming longer, a fact that may be related to the influence on the production of progesterone in
the female. The pattern of characterization of the cycle in galea was similar to that described in other cavids such
as capybara, agouti and paca.

INDEX TERMS: Estrous cycle, estrus, pregnancy, rodent, Galea spixii.
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Aceito para publicacdo em . .

2 Doutorando do Programa de Pés-Graduagio em Ciéncia Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
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*Autor para correspondéncia: andre.vale@ufersa.edu.br
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RESUMO. - O prea é um roedor pertencente a familia Caviidae, com elevado potencial bioldgico e zootécnico a
ser explorado, sendo o conhecimento sobre os aspectos reprodutivos, fundamentais para que sua criacdo seja
satisfatéria. Desta forma, este trabalho teve como objetivo determinar a duragdo da gestagdo em preds, bem
como, caracterizar as fases do ciclo reprodutivo, verificando, se existe influéncia da presen¢a do macho neste
processo. Para acompanhamento gestacional (G1), utilizou-se cinco fémeas que foram colocadas em um box com
o macho. Para andlise do ciclo estral, utilizou-se 10 fémeas, sendo cinco destas colocadas em box contendo um
macho preso em gaiola (G2) e as demais acrescidas em outro box sem o macho (G3). As fémeas foram
submetidas ao exame colpocitoldgico diario e quando identificado a presenca de espermatozoide na lamina de
fémeas em G1, esta era removida do grupo e contava-se como dia “zero” da gestac¢do. As fémeas do G2 e G3 foram
avaliadas ao longo de dois ciclos completos quanto as caracteristicas macroscdpicas da vulva e esfregaco vaginal,
contabilizando-se um total de 100 células e por andlise qualitativa, os leucdcitos, bactérias e filamentos de muco.
Verificou-se que o periodo de gestacdo em preas foi de 59+2,24 dias e que as fémeas apresentam ciclo sexual
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poliéstrico continuo, com periodo médio de 14,8+0,73 dias para as fémeas submetidas ao efeito macho e
14,60,75 dias para aquelas isentas do efeito macho. O proestro caracterizou-se pelo predominio de células
parabasais e intermediarias bem como pela presenca de bactérias e leucécitos; o estro, apresentou numerosas
células superficiais, com predominio das escamas anucleadas com pequena presenca ou auséncia de bactérias;
metaestro, com grande quantidade de células intermediarias, neutréfilos e bactérias e uma quantidade regular
de células parabasais; diestro, predominio de células basais, parabasais e intermediarias e grande quantidade de
muco vaginal, neutrofilos e bactérias. A presenca do macho influenciou significativamente a duragio do diestro,
tornando-se mais longa, fato que pode estar atrelado a influéncia sobre a producédo de progesterona na fémea. O
padrdo de caraterizacdo do ciclo no pred apresentou-se semelhante ao descrito em outros cavideos como
capivara, cutia e paca.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Ciclo estral, estro, gestacio, roedor, Galea spixii.

INTRODUCAO

Os roedores possuem uma ampla variedade de formas e tamanhos, cujas particularidades sdo
identificaveis no tocante a denti¢do, cranio e mandibula, que os capacitam para atividades relacionadas a
alimentagdo, escavacdo de tuneis e dispersdo de sementes, fato este que ratifica sua importancia em muitos
ecossistemas (BRASIL 2002, WOLFF & SHERMAN 2007). Os modos de vida particulares e diversidades
reprodutivas constituem um desafio para os cientistas que utilizam esses animais em experimentos (UPHAM &
PATTERSON 2012). Vale ressaltar que mediante o carater de diversidade e a reconhecivel facilidade com que
varias espécies de roedores sdo criadas em cativeiro, muitos estudos genéticos, ecolégicos, demograficos e
fisiolégicos passam a ser justificados e viaveis com a utilizagdo de tais modelos experimentais (WOLFF &
SHERMAN 2007).

Neste aspecto, destaca-se o prea, roedor silvestre, pertencente a familia Caviidae, que possui como
caracteristicas corpo alongado, superficie dorsal cinza-escura e ventre branco e por serem animais de facil
adaptacdo ao cativeiro, com elevado potencial bioldgico e zootécnico, que podera ser explorado em um futuro
proximo (OLIVEIRA et al. 2014, 2015). Tem-se verificado que a criagdo, em cativeiro, desses animais, é realizada
com o intuito de proporcionar o conhecimento e a manutencdo da referida espécie, sendo os aspectos
reprodutivos, em especial os estudos do periodo reprodutivo e ciclo estral, fundamentais para que esse processo
seja satisfatorio (ROBERTS et al. 1984, PINHEIRO et al. 1989).

Associado a isto, a citologia vaginal constitui um método pratico, pouco invasivo (MARCONDES et al.
2002, BASTOS et al. 2003) e cujos sistemas de coloracdo dos esfregacos (Giemsa, Azul de Metileno e Shorr) sdo
relativamente rapidos e eficientes (BARBOSA et al. 2007) de modo que o padrdo morfolégico e quantitativo das
células sdo importantes na avaliagdo da integridade do sistema reprodutor feminino (LOHMILLER & SWING
2006, GOLDMAN et al. 2007).

Desta forma, objetivou-se verificar a duragido da gestacdo em preas, bem como, caracterizar as fases do
ciclo reprodutivo, analisando a influéncia do macho neste processo.

MATERIAL E METODOS

Os animais e suas respectivas amostras bioldgicas foram obtidos no Centro de Multiplicacdo de Animais
Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), registrado junto ao IBAMA como
criadouro cientifico sob o niimero 1478912, sendo o experimento aprovado pelo Comité de Etica institucional
(Processo n°23091.010264/2015-90).

Em box especifico de 5,0 m x 4,0 m foram alocadas cinco fémeas de preas ndo gestantes (Grupo 1), as
quais, para fins de identificacdo foram diferenciadas mediante pintura com tintura capilar, em diferentes regioes
anatOmicas. Ap6s periodo adaptativo de dez dias, adicionou-se um macho neste local, fato este que resultou nas
realizacdes diarias da citologia vaginal com a finalidade de detectar a presenca de espermatozoides e o
consequente estabelecimento do inicio do periodo gestacional apds 24 horas do encontro do gameta masculino.
Assim, na medida em que as fémeas gestavam, estas eram separadas do box em que se encontravam e
transferidas para outro, o qual era isento de macho e, por conseguinte, as gesta¢cdes puderam ser acompanhadas.

Para andlise do ciclo estral, dez fémeas foram utilizadas, sendo cinco, transferidas para um box que
continha um macho preso em gaiola de dimensdes 107 x 68 x 75 cm (Grupo 2), o que impedia a fecundagdo e as
outras colocadas em box sem o macho (Grupo 3). A determinacio do ciclo foi feita, diariamente, por meio da
colpocitologia vaginal em esfregacos com o auxilio de corante panético rapido Instant-Prov (New Prov®) de
acordo com as recomendacgdes preconizadas pelo fabricante.

Para tanto, considerou-se como o primeiro dia do ciclo aquele periodo em que determinada fémea
encontrava-se no estro, apresentando vulva edemaciada e predominio de células superficiais no esfregaco
citolégico, sendo estes critérios considerados nas fémeas que estiveram em contato com o macho, enquanto no
outro grupo, analisou-se os aspectos macroscopicos verificados nas vulvas e citologia vaginal, contendo
caracteristicas de fase estrogénica. Assim, em cada lamina citolégica corada, foram analisados diversos campos
microscopicos, nos quais eram contabilizadas as escamas anucleadas, células superficiais nucleadas,
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intermediarias, parabasais, basais de modo a se obter um total de 100 células. Além disto, por meio do
estabelecimento de cruzes, observou-se, qualitativamente, os leucdcitos, bactérias e filamentos de muco; sendo
uma, duas e trés cruzes, relacionadas com pequena, moderada e grande quantidade, respectivamente. Ao todo,
foram acompanhados dois ciclos completos em cada animal.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) para os percentuais dos diferentes
tipos celulares pelo método dos quadrados minimos (DA SILVA 1993) usando os modelos lineares gerais do
software estatistico Statistical Analysis System (SAS 1999) para determinar o efeito da presenca do macho e da
fase do ciclo estral. Os dados foram expressos em porcentagem média * erro padrio e o nivel de significancia foi
estabelecido em p<0,05. Posteriormente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk
(p=0,1528).

A ANOVA foi baseada no seguinte modelo matematico:

Yljk =“+Mi +Fj +1U +8Uk

Onde, Vi é a k-ésima anélise colpocitoldgica realizada no i-ésimo grupo experimental durante a j-ésima fase do
ciclo estral, p é a média geral; M; é o efeito fixo do i-ésimo tratamento (i=macho ausente, macho presente); F; é o
efeito fixo da j-ésima fase do ciclo estral (j=proestro, estro, metaestro, diestro); I;; é o efeito aninhado da j-ésima
fase do ciclo estral dentro do i-ésimo tratamento; € é o efeito residual que inclui todas as demais fontes de
variacdo ndo consideradas no modelo.

O efeito da presenca do macho sobre a duragio de cada fase do ciclo estral foi determinando aplicando-
se o teste T de Student por meio da utilizacdo do SAS. Inicialmente, os dados foram verificados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homocedasticidade das varidncias. Os dados que nio
apresentaram distribui¢do normal foram transformados em logaritmo de base decimal.

RESULTADOS

A duracgdo da gestacdo em preds apresentou média de 59 dias e erro padrdo de 2,24 nas cinco fémeas
utilizadas para este fim, parindo de um (20%) a dois filhotes (80%).

Quanto a andlise do ciclo estral, no prea, observou-se que as fémeas apresentam ciclo sexual poliéstrico
continuo, com periodo médio de 14,8+0,73 dias (12-16) (n=5) para as fémeas submetidas ao efeito macho (G2) e
14,6+0,75 dias (13-17) (n=5) para aquelas isentas do efeito macho (G3), ndo sendo verificadas diferencas
estatisticas significativas (p>0,05) entre as fémeas dos dois grupos analisados (Quadro 1).

Por outro lado, comparando-se cada fase do ciclo com a respectiva duracdo e ainda os dois grupos
experimentais, verificou-se que a presen¢a do macho influenciou, significativamente, a fase de diestro, a qual se
apresentou mais longa (4,0£0,63 dias) como se observa na tabela 1.

O ciclo estral foi também caracterizado por meio da anélise descritiva de acordo com o padrdo da citologia
esfoliativa do epitélio vaginal bem como dos elementos figurados associados como leucécitos, filamentos de
muco e bactérias como demonstra o paragrafo a seguir.

Nesse sentido, denominaram-se as células descamativas vaginais como sendo, em ordem decrescente de
maturacdo: células superficiais anucleadas (escamas anucleadas), contendo morfologia poligonal, citoplasma
eosinofilico, delimitado e auséncia de nuicleo - muitas vezes podendo ser encontradas granulacdes basofilicas
resultantes da cariorrexe (fragmentagdo nuclear) - (Fig.1B, 1C e 1D); células superficiais nucleadas, dotadas de
formato poligonal, limites citoplasmaticos bem definidos, citoplasma levemente basofilico ou eosinofilico e
nucleo pequeno, contendo cromatina finamente granulosa (Fig.1B) ou acentuadamente condensada (picnose
nuclear) (Fig.1D); células intermediarias, possuindo forma variando do redondo ao poligonal, citoplasma
basofilico, limites celulares pouco definidos, niucleo pequeno, porém maior do que na célula superficial, e
cromatina finamente granular (Fig.1A, 1E, 1F, 1G, 1H e 1I); células parabasais, caracterizadas por serem
basofilicas, redondas e de moderada relacdo nucleo/citoplasma (Fig.14, 1E, 1F, 1G, 1H e 1I); células basais,
redondas, acentuadamente basofilicas, diminutas em tamanho e com elevada relagdo ntcleo/citoplasma (Fig.1G,
1H e 1I).

0 inicio do proestro caracterizou-se pelo predominio de células parabasais e intermediarias bem como
pela presenca de bactérias e leucdcitos (Fig.1A), sendo o final deste periodo, similar a fase estrogénica.

Durante o estro, observaram-se numerosas células superficiais, cujos percentuais, por diversas ocasides,
ultrapassavam 80%, no tocante a celularidade deste tipo. Nesta fase, houve predominio das escamas anucleadas
em detrimento das superficiais nucleadas (Fig.1B, 1C e 1D). Outro aspecto importante consistiu na auséncia de
leucécitos e presenca de bactérias, estas tultimas em pequeno nimero ou até mesmo nio sendo visualizadas em
alguns esfregacos citolégicos (Fig.1D).

Posteriormente, na fase de metaestro, verificaram-se grande quantidade de células intermediarias,
neutrdfilos e bactérias, seguidas de regular quantidade de células parabasais (Fig.1E e 1F).

Por fim, no diestro, verificou-se a predominancia de células basais, parabasais e intermediarias. Os
esfregagos apresentaram-se com o aspecto “sujo” mediante intensa produc¢do de muco vaginal bem como pela
grande quantidade de neutrofilos e bactérias (Fig.1G, 1H e 11).
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Além disso, por meio do calculo percentual das médias gerais dos tipos celulares identificados pela
citologia vaginal, foi possivel observar, na fase de estro, que os percentuais de escamas anucleadas e superficiais
nucleadas (59,42+1,48% e 15,84+0,79, respectivamente) representaram mais de 70% da celularidade total, ao
passo que no diestro, as células profundas (parabasais e basais), cujos percentuais médios foram 30,65+1,06% e
18,67+0,87%, respectivamente, estiveram constituindo quase a metade de todas as células identificadas e
contabilizadas nessa fase. Ademais, as fases de proestro e metaestro demonstraram-se semelhantes no que se
refere a celularidade encontrada, sendo as médias de células superficiais nucleadas maiores no proestro e as
intermedidarias, superiores no metaestro (Fig.2).

Avaliacdo do ciclo estral em preas apds andlise estatistica. A contagem (porcentagem) de escamas
anucleadas sofreu efeito significativo (p<0,05) da interacdo entre tratamento (macho ausente, macho presente) e
fase do ciclo estral (Fig.3). A diferenca entre os tratamentos foi observada no proestro, com as fémeas no G2
(35,05£1,97%) apresentando uma porcentagem média de escamas anucleadas, superior as do G3
(18,00£2,28%). No estro foram registrados os maiores valores médios em ambos os tratamentos, 59,19+2,21%
para as fémeas do G2 e 59,65+1,97% para aquelas G3. As fémeas do G2 apresentaram menor valor médio de
escamas anucleadas na fase diestro (14,55+1,97%). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre os
resultados obtidos no proestro (18,00+2,28%) e diestro (8,33+2,55%) para o grupo em que o macho esteve
ausente.

As células intermediarias também sofreram efeito significativo (p<0,05) da interagdo entre tratamentos
e fase do ciclo estral (Fig.4), sendo que no proestro, as fémeas do G3 apresentaram uma porcentagem média
destas células (48,73+2,17%) significativamente superior aquelas do G2 (37,85+1,88%). Vale destacar que no
G3, ndo foi observada diferenca significativa no valor médio de células intermediarias entre as fases proestro e
metaestro (46,34+1,65%), sendo a menor média obtida no estro (18,45+1,88%). Da mesma forma, ocorreu no
G2, ndo ocorrendo diferencas significativas para esse tipo celular entre as fases proestro (37,85+1,88%),
metaestro (44,05+1,98%) e diestro (30,75+1,88%), sendo o estro a fase com a menor média (20,69+2,10%).

As células superficiais nucleadas, parabasais e basais sofreram efeito significativo entre as fases do ciclo
estral (p<0,05). A propor¢ido média de células superficiais nucleadas foi significativamente mais elevada durante
as fases proestro e estro, quando comparadas as fases de metaestro e diestro (Fig.5). O estro ainda foi marcado
pela menor porcentagem média de células parabasais (4,10+0,97%) e basais (0,72+0,79%). Por outro lado, o
diestro foi caracterizado pela maior porcentagem média de células parabasais (30,65+1,06%) e basais
(18,66+0,86%). A porcentagem média de células parabasais ndo diferiu entre o proestro (13,03+0,99%) e o
metaestro (16,23+0,89%) conforme se observa na figura 5.

DISCUSSAO

Em experimento realizado por Buzzio et al. (2001), o qual verificou curta fase luteal em roedores
murideos, hipotetizou que a implantacio ocorria precocemente (nos cornos uterinos), fato este que motivou os
pesquisadores a caracterizarem o periodo gestacional bem como o desenvolvimento inicial blastocistico em
gestacdes sobrepostas, cujas fémeas realizavam aleitamento da ninhada anterior. As espécies em questdo e os
periodos que duravam a gestagdo foram relatados como inferiores a 10 dias, o que contrastou bastante com as
duragdes das gestacdes isentas de sobreposicdo a saber: Calomys musculinus (21 dias), Calomys laucha (21 dias),
Microtus ochorogaster (21 dias) e Akodon molinae (25 dias) - estas espécies compreendendo roedores
sulamericanos sigmodontineos e Peromyscus maniculatus bairdii (25 dias) - roedor norte-americano
sigmodontineo.

Adicionalmente, Richmond & Conaway (1969) e Clarke & Hellwing (1983) convergiram as informagdes no
tocante as estimativas de dura¢do da gestacdo das espécies Clethrionomys glareolus, Mus musculus e Rattus
norvegicus como sendo 19, 20 e 22 dias respectivamente.

De acordo com Lange & Schmidt (2006) as cutias apresentam duas pari¢des anuais, com intervalo entre
partos de 156 dias e duracdo gestacional situada em torno de 104 a 120 dias.

Em condi¢des naturais ndo controladas, pesquisadores como Larcher (1981), Mares et al. (1982) e
Pinheiro et al. (1989) estabeleceram como 48 dias o tempo decorrido de uma gestacdo em preds, sendo tal
pardmetro utilizado como referéncia em estudo de placentagdo promovido por Oliveira et al. (2008), divergindo,
dos nossos resultados, no qual identificamos um periodo médio de gestacdo de 59 dias para esta espécie.

No tocante a analise citolégica, os perfis evidenciados dos tipos descamativos cervicovaginais refletem a
dindmica enddcrina associada aos ciclos reprodutivos, nas espécies mamiferas, podendo o estudo do ciclo estral,
feito por andlise quali e quantitativa das referidas células, bem como dos elementos figurados associados, serem
utilizados com eficiéncia para predizer o periodo fértil da espécie em andlise e, por conseguinte, possiveis
disturbios relacionados a reproducio (MOXON et al. 2010).

Santos et al. (2015) também caracterizou o ciclo estral em preas, utilizando-se para tal de 12 fémeas nao
gestantes mantidas isoladas e outras cinco, na presen¢a de um macho. No primeiro grupo, avaliaram dois ciclos
completos, obtendo-se, em média, 15,8+1,4 dias para a duragdo do ciclo, com varia¢cdes de 14 a 19 dias. As
fémeas mantidas na presen¢a do macho ndo puderam ser avaliadas, pois a maioria foi fecundada por este tltimo.
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Em nosso estudo, tal problematica nio foi evidenciada, pois o macho utilizado estava impossibilitado de fecundar
as fémeas do grupo por estar preso em gaiola.

0 monitoramento do ciclo reprodutivo de cutias, criadas em cativeiro no semiarido, foi realizado pela
citologia vaginal associada a ultrassonografia transabdominal em tempo real por Campos et al. (2015). Para
tanto, os autores caracterizaram oito ciclos completos, empregando a metodologia supracitada, e encontraram
em média 28,2+0,7 dias com variacoes de 24 a 31 dias, resultados estes aproximados aos reportados por
Guimaries et al. (1997) ao avaliarem 20 fémeas adultas de cutias (Dasyprocta prymnlopha), chegando-se a média
de 30,69+4,65 dias (com ciclos variando de 19 a 40 dias).

Guimaraes et al. (2011) caracterizaram 20 ciclos estrais de Dasyprocta prymnolopha, obtendo-se média de
duragdo de 32,05+4,17 dias (variando de 25 a 40 dias), ndo ocorrendo diferenca estatistica significativa no
tocante ao efeito macho dos grupos experimentais estudados sob a duragdo do ciclo. No entanto, a maioria dos
grupos experimentais formados continham fémeas adultas e jovens, ambas em contato com machos
vasectomizados. Ao serem realizadas dosagens hormonais por radioimunoensaio, os autores verificaram que
para o 17f-estradiol, ocorria dois picos de concentragdo, o primeiro na fase de metaestro e o segundo, no
proestro, fato este capaz de se sugerir tratar-se de duas fases de desenvolvimento folicular. Para progesterona,
houve significincia estatistica (p<0,05) em suas concentragdes entre as fases do ciclo, estando evidentemente
baixa no estro, elevando-se 24 horas apoés esta fase e atingindo a maior média, na fase de diestro.

Nesse sentido, comparando-se as duragdes de cada fase do ciclo reprodutivo de preas, verificamos que a
presenga do macho influenciou de forma significativa a fase do diestro, a qual foi mais longa (4,0+0,63 dias)
quando comparadas com o grupo de cinco fémeas mantidas na auséncia daquele (2,4+0,24 dias) pela analise da
citologia vaginal. Os resultados sugerem que a presenca do macho pode influenciar a concentragdo de
progesterona, apos a ovulacdo, por subsequente atuagio sob a atividade do corpo liteo.

Em se tratando da citologia, os critérios inclusos para determinagio de cada fase do ciclo reprodutivo de
preds bem como os aspectos morfoldgicos celulares foram estabelecidos que a fase de estro deveria conter,
somando-se as células superficiais e escamas anucleadas, pelo menos 70% destes tipos descamativos, cujas
células demonstravam citoplasma eosinofilico, morfologia poligonal, baixa relacdo nucleo/citoplasma, cromatina
finamente granular ou com ntcleo picnético no caso das superficiais e isentas de nitcleo, nas escamas. Além
disto, ndo se observava a presenca de leucdcitos e as bactérias, em pequeno nimero ou ausente.

Na fase de metaestro, o tipo celular predominante em valores percentuais era representado pelas células
intermediarias, seguidas por quantidades consideraveis de bactérias e leucécitos. Tais células apresentavam-se
com forma variando do ovalado ao poligonal, nicleo centrado e com cromatina dispersa e granulosa além de
citoplasma basofilico. Para a fase de diestro, consideramos que o somatério de células profundas (parabasais e
basais) deveriam perfazer valores relativos acima de 40% e ainda possuir células intermediarias como o
segundo tipo predominante. Ademais, numeroso infiltrado leucocitario, de bactérias e muco também foram
evidenciados. As células parabasais e basais continham formato redondo, nicleo grande e central, cromatina
granular e elevada relacdo ntcleo/citoplasma. Diferiam entre si, pois estas ultimas eram menores e possuiam
citoplasma intensamente basofilico.

Subsequentemente, a fase de proestro iniciava-se com o predominio de células intermediarias além da
presenca de bactérias e muco, sendo a chegada do estro, compativel quando as células superficiais retornavam a
valores percentuais iguais ou superiores a 70%. Tais aspectos morfoldgicos celulares de cada fase foram
similares ao descrito na cutia (GUIMARAES et al. 1997, 2011, CAMPOS et al. 2015), capivara (BARBOSA et al.
2007), paca (BASTOS et al. 2003), e prea (SANTOS et al. 2015).

No caso dos elementos figurados associados as células da colpocitologia, decidimos nio os incluir nos
resultados. Limitamo-nos, pois, a afirmar que as bactérias, leucécitos e filamentos mucosos sdo abundantes entre
as fases de metaestro e diestro.

Nossos resultados referentes as médias gerais, dadas em percentual, dos tipos celulares evidenciados no
ciclo estral de preas, foram muito semelhantes, na fase de metaestro, e na superioridade quantitativa das
escamas anucleadas frente as superficiais nucleadas - em todas as fases do ciclo, o que indica um escalonamento
maturativo normal, aos verificados em cutias por Guimaraes et al. (1997) e divergentes quando comparadas as
médias gerais nas demais fases, bem como dos resultados apresentados por Zogmo (2002), ao caracterizar as
médias celulares por meio da colpocitologia vaginal de mocés (Kerodon rupestris) e Santos et al. (2015) ao
demonstrarem a distribuicdo percentual dos tipos celulares em cada fase do ciclo reprodutivo de preas criados
em cativeiro.

A andlise estatistica do nosso trabalho sinalizou haver efeito significativo (p<0,05) da contagem de
escamas anucleadas entre as fases do ciclo estral nos dois grupos experimentais, sendo as maiores médias
evidenciadas no estro e as menores, no diestro. Este achado diferiu dos promovidos por Guimaraes et al. (1997)
que, indicou, em cutias, haver diferenca significativa das células superficiais anucleadas apenas na fase de estro, a
qual produziu maiores contagens quando comparadas as demais fases e entre estas, ndo houve diferenca.
Comparando-se os tratamentos (macho presente e ausente), em preas, verificamos que ocorreu diferenca
estatistica na fase de proestro, sendo evidenciado maior percentual de escamas no grupo de fémeas mantidas
acasaladas (35,05+1,97%) do que naquele privado da presen¢a do macho (18,00+2,28%).
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A pratica corrente da inser¢do de um macho para a sincronizacdo do ciclo estral é uma atividade
indispensavel quando se objetiva a criopreservacido de embrides, limpeza sanitdria de coldnias e transgénese
murina (MATTARAIA et al. 2009). Em caprinos e ovinos, pela importdncia econémica, ambiental e sociolégica
(RANCOURT et al. 2006), a performance reprodutiva relaciona-se, diretamente, com os lucros obtidos na
producdo de leite e carne. Para tanto, a sincronizagdo do ciclo estral traz grandes beneficios aos produtores
pecuarios (GONZALEZ-BULNES et al. 2005).

Em nosso trabalho, ndo houve propriamente uma sincronizagdo do ciclo, porém, a presenca do macho
relacionou-se direta ou indiretamente com o estimulo das agdes estrogénicas, na fase de proestro, as quais
cursaram com o aumento proliferativo do epitélio vaginal que tende a sofrer estratificagio das camadas mais
diferenciadas e, consequentemente, descamacio das células superficiais anucleadas.

No experimento de Zogmo (2002), mantendo-se grupos de fémeas de mocés em contato com um macho,
houve significancia estatistica para o percentual de escamas anucleadas na fase de estro quando comparada as
demais fases, utilizando-se para tal, o teste de Tukey, diferindo, pois dos nossos resultados, que demonstraram
diferencas significativas, deste tipo celular, em todas as fases do ciclo, tanto para o grupo contendo o macho
quanto para os que contiveram fémeas isoladas.

Quanto as células intermedidrias em preds, observou-se também efeitos significativos da interacdo entre
os tratamentos na fase de proestro. Entretanto, o grupo isento de macho foi o que apresentou maiores
porcentagens médias (48,73+2,17%) na contagem deste tipo de célula quando comparados ao outro grupo em
analise (37,85%1,88%). Desta forma, quando o macho estava ausente (G3), havia menor descamagéo de células
superficiais anucleadas, provavelmente devido a menor concentracdo de estrégenos circulantes, fato este que
poderia acarretar em maior percentual de células intermediarias, proporcionalmente, por maiores niveis de
progesterona, no grupo em questdo, e, consequentemente, maior desprendimento do tipo celular intermediario.

Ademais, no grupo das fémeas G3, as fases de proestro e metaestro representaram as maiores producoes
de células intermediarias, ndo diferindo entre si, porém sendo significantes quando comparadas com as fases de
diestro e estro, fase esta que obteve a menor média para este tipo celular.

Nas fémeas do G2, a fase do estro também apresentou os menores valores percentuais, diferindo, de
forma significativa, das demais fases e estas ultimas ndo diferiram entre si. No entanto, a fase de metaestro
possuiu os maiores percentuais médios de células intermediarias, assemelhando-se aos descrito por Guimaraes
et al. (1997) verificados em cutias e Zogmo (2002) em pacas, sendo que, de acordo com estes dois autores, os
maiores valores de células intermediarias, verificados nas respectivas espécies, ocorreram no metaestro e a
producio neste periodo diferiu significativamente das demais fases, estas tltimas nao diferindo entre si.

Além disso, em preas, era esperado um maior quantitativo de células superficiais nucleadas nas fases de
proestro e estro, as quais sofrem maior estimulo para a diferenciacio e proliferagio celulares, em decorréncias
das maiores concentragdes de estrégenos nas referidas fases. Como a ovulagdo ocorre no estro, sob pico do
hormonio luteinizante, verificamos que o maior percentual médio deste tipo celular ocorreu nessa fase, porém
nao diferindo estatisticamente da fase que a antecedia e diferindo, pois, das demais fases. Excetuando-se o
proestro, tais informag¢des concordaram com as produzidas por Guimardes et al. (1997) e Zogmo (2002) ao
analisarem os ciclos reprodutivos de cutias e pacas, respectivamente.

A diferenca entre a média das células parabasais, na fase de diestro, mostrou significincia estatistica
quando comparada as demais, todavia, ndo houve diferenca entre as fases de metaestro e proestro, sendo a fase
de estro responsavel pela menor média observada. Caracteristica semelhante ocorreu para as basais que tiveram
maiores valores percentuais na fase de diestro, cuja significincia (p>0,05) as diferiu das demais fases.
Entretanto, em cada fase do ciclo houve diferenca significativa e a menor quantidade também foi verificada no
estro.

Esse padrdo, verificado na fase de diestro, condiz com elevadas concentragdes circulantes de
progesterona, as quais induzem a uma menor espessura do epitélio vaginal, acarretando na formag¢do de uma
fina camada germinativa de células profundas (WESTWOOD 2008).

CONCLUSAO

A duracdo da gestagdo em preds apresentou média de 59 dias, com pari¢do de um a dois filhotes por
parto. As fémeas de prea apresentam ciclo sexual poliéstrico continuo, com periodo médio de 14,8+0,73 dias
para as fémeas submetidas ao efeito macho e 14,6+0,75 dias para aquelas isentas do efeito macho, ndo sendo
verificada influéncia do efeito macho na duragao do ciclo. O padrao de caraterizagdo do ciclo no prea apresentou-
se semelhante ao descrito em outros cavideos, sendo observado no proestro um predominio de células
parabasais e intermediarias, com presenca de bactérias e leucécitos; no estro, numerosas células superficiais,
com predominio das escamas anucleadas e pequena quantidade ou auséncia de bactérias; no metaestro, grande
quantidade de células intermediarias, neutréfilos e bactérias e uma quantidade regular de células parabasais; e
no diestro, tinha-se o predominio de células basais, parabasais e intermediarias e grande quantidade de muco
vaginal, neutrofilos e bactérias. A auséncia do macho influenciou significativamente a quantidade de células
intermediarias e superficiais anucleadas na fase de proestro, enquanto a presenca do macho aumentou a duragio
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da fase diestro, o que pode estar relacionado a niveis elevados de progesterona e niveis baixos de estrégenos
circulantes.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Quadro. 1. Efeito da presen¢a do macho sobre a duragio das fases do ciclo estral (média * erro padrao, dias) de
preas.

Fig.1. Fases do ciclo estral em fémeas de preas. Em A: Proestro inicial. Observam-se células parabasais (setas
pretas) e intermedidrias (setas vermelhas) como predominantes desta fase. Notar ainda a presenca de bactérias
(cabeca de seta preta) e um neutroéfilo (cabega de seta amarela). Figuras B, C e D: Estro. Em B: evidenciam-se trés
células superficiais nucleadas contendo cromatina finamente granular (setas) e o restante, constituido por
células superficiais anucleadas (escamas anucleadas). Observar ainda a presenca de bactérias (cabega de seta).
Em C: no transcorrer do estro, ocorre aumento da descamacdo de células superficiais, presenca de bactérias e
auséncia de leucécitos. Em D: notar o predominio das escamas anucleadas e apenas uma célula superficial
contendo nucleo picnético (seta). Tal esfregaco apresentou fundo limpo, ou seja, isento de bactérias e leucdcitos.
Barra desta figura: 20um. As figuras E e F remetem a fase de metaestro em estagio inicial e avangado,
respectivamente. Em E: verificar duas células parabasais justapostas (elipse tracejada), duas células
intermediarias (setas) e bactérias (cabeca de seta). Em F: nota-se o predominio de células intermediarias, de
diferentes tamanhos, seguidas das células parabasais. As bactérias e leucdcitos também estiveram presentes,
sendo dois destes ultimos, representados pela elipse tracejada. As figuras G, H e I caracterizaram o diestro. Em G:
observar duas células intermediarias (setas) e o aparecimento de células basais (elipse tracejada), as quais
predominaram nesta imagem. Seguiu-se, nas figuras H e I, aumento progressivo na quantidade de células
profundas (basais) e a presenca de bactérias (elipse tracejada na figura H), filamentos de muco (seta na figura I),
numerosos neutrdfilos e uma célula intermediaria binucleada (* na figura I) além de células parabasais. Os
esfregacos citolégicos vaginais foram corados mediante coloragdo pandtica rapida.

Fig.2. Percentual médio geral dos diferentes tipos celulares identificados pelo método colpocitolégico durante as
fases do ciclo estral de preas.

Fig.3. Efeito do macho sobre a contagem média de escamas anucleadas pelo método colpocitolégico em preas nas
diferentes fases do ciclo estral. Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro de cada grupo experimental
(macho presente, macho ausente) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas por letras
maiusculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro) nio diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fig.4. Efeito do macho na contagem média de células intermediarias pelo método colpocitolégico em preas nas
diferentes fases do ciclo estral. Médias seguidas por letras mintdsculas iguais dentro de cada grupo experimental
(macho presente, macho ausente) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas por letras
maiudsculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fig.5. Contagem média de células superficiais nucleadas, parabasais e basais pelo método colpocitolégico em

preds nas diferentes fases do ciclo estral. Médias seguidas por letras minudsculas iguais dentro de cada tipo
celular (superficiais nucleadas, parabasais e basais) nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Grupos experimentais
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10 Fase do ciclo estral
Macho presente (G2) Macho ausente (G3)

15 Proestro 4,0+0,55 3,0+0,89
18 Estro 3,2+0,49 4,0+0,55
21 Metaestro 3,6+0,68 5,2+0,58
Diestro”® 4,0+0,63 2,4+0,24

o8 Ciclo estral 14,8+0,73 14,6+0,75

30 “p<0,05
Quadro. 1. Efeito da presenca do macho sobre a duracdo das fases do ciclo estral (média + erro padréo,
33 dias) de preas.
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Fig.1. Fases do ciclo estral em fémeas de preds. Em A: Proestro inicial. Observam-se células parabasais
(setas pretas) e intermediarias (setas vermelhas) como predominantes desta fase. Notar ainda a presenca
de bactérias (cabega de seta preta) e um neutrofilo (cabega de seta amarela). Figuras B, C e D: Estro. Em

B: evidenciam-se trés células superficiais nucleadas contendo cromatina finamente granular (setas) e o
restante, constituido por células superficiais anucleadas (escamas anucleadas). Observar ainda a presenca

de bactérias (cabega de seta). Em C: no transcorrer do estro, ocorre aumento da descamacao de células

superficiais, presenca de bactérias e auséncia de leucdcitos. Em D: notar o predominio das escamas
anucleadas e apenas uma célula superficial contendo nucleo picndtico (seta). Tal esfregago apresentou
fundo limpo, ou seja, isento de bactérias e leucdcitos. Barra desta figura: 20um. As figuras E e F remetem a
fase de metaestro em estagio inicial e avancgado, respectivamente. Em E: verificar duas células parabasais
justapostas (elipse tracejada), duas células intermediarias (setas) e bactérias (cabeca de seta). Em F: nota-
se o predominio de células intermediarias, de diferentes tamanhos, seguidas das células parabasais. As
bactérias e leucdcitos também estiveram presentes, sendo dois destes ultimos, representados pela elipse
tracejada. As figuras G, H e I caracterizaram o diestro. Em G: observar duas células intermediarias (setas) e
o aparecimento de células basais (elipse tracejada), as quais predominaram nesta imagem. Seguiu-se, nas
figuras H e I, aumento progressivo na quantidade de células profundas (basais) e a presenca de bactérias
(elipse tracejada na figura H), filamentos de muco (seta na figura I), numerosos neutrofilos e uma célula
intermediaria binucleada (* na figura I) além de células parabasais. Os esfregacos citoldgicos vaginais foram
corados mediante coloracdo pandtica rapida.
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Fig.3. Efeito do macho sobre a contagem média de escamas anucleadas pelo método colpocitolégico em
preas nas diferentes fases do ciclo estral. Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro de cada grupo
experimental (macho presente, macho ausente) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
seguidas por letras mailsculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro)

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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32 Fig.4. Efeito do macho na contagem média de células intermediarias pelo método colpocitolégico em preas
33 nas diferentes fases do ciclo estral. Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro de cada grupo
34 experimental (macho presente, macho ausente) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
35 seguidas por letras mailsculas iguais dentro de cada fase do ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro)
36 nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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tipo celular (superficiais nucleadas, parabasais e basais) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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