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INTRODUGAO

Morfologia Geral da Decidua

O processo de implantagcdo de embrides no endométrio dos
mamiferos € uma etapa critica da gestacdo. Para que a implantacdo tenha
sucesso, deve existr um nivel adequado de desenvolvimento tanto
embriondario como do préprio endométrio. A implantacdo constitui-se em um
raro exemplo de interacdo enfre tecidos de organismos geneticamente
diferentes, em condicdes fisioldgicas, visto que o desenvolvimento normal do
embrido depende de um estreito contato entre os tecidos materno e fetal. O
periodo de inicio da gestacdo é, portanto, objeto de estudo que desperta
grande interesse dos pesquisadores de vdrias dreas do conhecimento
(revis@o em Abrahamsohn e Zorn, 1993).

Na maioria dos mamiferos, a partir do momento em que o embrido
entra em contato com o epitélio uterino, inicia-se uma marcante e gradual
modificacdo do tecido conjuntivo frouxo que forma o estroma endometrial.
Esta modificacdo é caracterizada pela transformacdo de uma populacdo
especial de células morfologicamente descritas como fibroblastos, em
células que adquirem caracteristicas fenotipicas de células epiteliais. Estas
novas células sdo poliédricas volumosas e polinucleadas e passam a ser
denominadas células deciduais (Finn, 1977). Este processo de transformacdo
celular é denominado de reacdo decidual ou decidualizacdo (De Feo, 1967;
Finn e Porter, 1975). A deciduadlizagcdo promove marcantes modificacdes no
endométrio, de forma que este passa a exibir caracteristicas de um tecido
epitelial com arranjo semelhante ao parénquima hepdatico (Krehbiel, 1937),
originando-se uma nova estrutura denominada decidua (Finn, 1977). Este
processo €& dindmico e ocorre dentro de um éspogo de tempo

geneticamente pré-estabelecido e notavelmente curto, durante o qual os



Filamentos Intermedidrios 5

filboroblastos endometriais adquirem progressivamente novas caracteristicas
morfofuncionais.

A nivel ultro-estrutural, as células deciduais em transformacdo
mostram aumento da quantidade de organelas envolvidas com a sintese e
secrecdo de macromoléculas (Reticulo Endoplasmdatico Rugoso, Complexo
de Golgi), acimulo de lipidios, aumento da expressdo de proteinas do
citoesqueleto e estabelecimento de uma rica rede de juncdes intercelulares
(Abrahamsohn, 1983). Em ratas, os fibroblastos endometriais acumulam
glicogénio além de mostrarem uma clara reorganizacdo dos nucléolos
(Lundkvist, 1978). Uma caracteristica marcante da decidualizacdo é o
acUmulo de filamentos intermedidrios, especialmente daqueles constituidos
pela proteina desmina (Glasser e Jullian, 1986; Zorn et alii, 1990; Can et dli,
1995; Greca et dlii, 1997).

A decidualizagdo do endomé’rrio‘ ocorre em muitas espécies de
mamiferos, incluindo os roedores e o0 homem. Entretanto, para que a reacdo
decidual se efetue, é necessdrio que o endométrio atinja um grau de
receptividade ideal o qual € obtido por acdo de niveis precisos de hormdnios
sexuqdis que devem atuar em uma seqUéncia adequada de estréogeno-
progesterona-estrégeno (Finn, 1977). A reagcdo decidual se estabelece
quando estimulos apropriados sdo aplicados a superficie de células epiteliais
da luz uterina. Em situacado fisioldgica, este estimulo é fornecido pelo embrido,
que por sua vez deverd estar em uma etapa adequada de desenvolvimento
para que a interacdo seja eficiente. Esta etapa da implantagcdo denomina-se
"Janela de Implantacdo” (Abrahamsohn e Zorn, 1993). Este fendmeno mostra
gue o sincronismo de desenvolvimento entre o endométrio e o embrido é
fundamental para o sucesso da implantacdo.

Na camundonga formam-se duas variedades de decidua, que se
distihguem pelo desenvolvimento temporal, arranjo das células, algumas

caracteristicas morfoldégicas peculiares e destino das mesmas. A decidua
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antimesometrial forma-se a partir da regido imediatamente subjacente ao
epitélio de revestimento da cripta uterina na qual o blastocisto estd alojado,
desenvolvendo-se na regido antimesometrial do Utero, ou seja, no lado
oposto ao da insercdo do mesométrio. Esta decidua, objetivo do presente
estudo, desenvolve-se rapidamente a partir do 5° dia de gestacdo (DG) e
sofre regressdo simultGnea com o crescimento do embrido, a partir do 7°DG.
J& a decidua mesometrial inicia seu desenvolvimento mais tardiamente em
relacdo a antimesometrial, a partir do 8° DG (Snell, 1941), e tem como destino
final a formacdo da porcdo materna da placenta, que nas camundongas é
do tipo hemocorial (Rugh, 1968).

As regides uterinas onde os embrides se implantam sdo chamadas de
sitios de implantacdo. A reacdo decidual desenvolve-se centrifugamente a
partir da cripta uterina que aloja o embrido e se estende de forma gradual
até as imediacdes do miométrio, onde uma peqguena regido ndo-
decidualizada é mantida durante toda a gestacdo. As regides situadas entre
os sitios de implantacdo sdo denominadas de sitios de interimplantagdo, ndo
se decidualizam e mantém as caracteristicas do endométrio de um animal
ndo-gravido.

A partir do 5° DG, é possivel identificar na decidua antimesometrial
trés reqgides distintas, caracterizadas por células em diferentes estdgios de
transformacdo. As células deciduais situadas logo abaixo da cripta uterina
sdo volumosas, compactadas e polinucleadas. Constituem a regido de
células deciduais maduras (MDC). Na MDC os espacos intercelulares sdo
reduzidos e dificiimente observados ao microscopio de luz. Na periferia destas
células existe uma segunda regido, constituida por células com
caracteristicas intermedidrias entre os fibroblastos e as células deciduais
maduras, denominada regido de células pré-deciduais (PDC). As células da
PDC apresentam-se relativamente volumosas com longos prolongamentos

que se contactam com outras células pré-deciduais vizinhas. Os espagos
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intercelulares sdo mais amplos do que os da MDC, porém reduzidos se
comparados com o estroma ndo-decidualizado. Os limites entre ambas as
regides sdo pouco definidos (Abrahamsohn e Zorn, 1993). Finaimente, nas
imediacdes do miométrio estd a regido de estroma ndo-decidualizado (ND),
constituida por células semelhantes a fibroblastos e cujos espacos
intercelulares sdo amplos e preenchidos por grande quantidade de matriz
extracelular. As células desta regido sdo as responsdveis pela regeneracdo
do endométrio apds o nascimento.

O desenvolvimento mdaximo da decidua antimesometrial da
camundonga € alcancado no 8° ou 9° DG (Katz, 1981). Entretanto, estudos
posteriores mostraram que jG a partir do 7°DG as células deciduais situadas
nas imediacdes do embrido jG apresentam sinais de degeneracdo
(Bevilacqua, 1984). Deste modo, concomitantemente com a formacdo da
decidug, inicia-se um processo de involucdo que ocorre na mesma direcdo
da decidualizacdo, ou seja, do embrido em direcdo ao miométrio (Katz, 1981;
Katz e Abrahamsohn, 1987).

A decidualizacdo apresenta, portanto, do ponto de vista da biologia
celular e tecidual, um amplo e variado espectro de interesse. Podem ser
desenvolvidos estudos envolvendo os diferentes fendmenos que participam
da decidudlizacdo, tais como diferenciacdo celular, comportamento
imunoldgico, expressdo de receptores, rearranjo dos componentes celulares
e extracelulares, formacdo de juncdes intercelulares e expressdo de

proteinas do citoesqueleto.
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Filamentos Intermedidrios na Decidualizagdo

A Decidualizacdo do endométrio de camundongos apresenta vdrios
fendmenos celulares importantes, sendo que um deles € o aumento da
expressdo de componentes do citoesqueleto celular, especialmente os
flamentos intermedidrios (Glasser e Jullian, 1986; Zorn et dlii, 1990; Can et dli,
1995; Greca et ali, 1997).

O citoesqueleto das células eucariontes é formado por uma
complexa rede de proteinas flamentosas que se distribui arquitetonicamente
pelo citoplasma. Estas proteinas estdo diretamente relacionadas com
diversas caracteristicas celulares, como por exemplo influenciando o formato
das células e o controle dos movimentos celulares (Can et ali, 1995). O
citoesqueleto € uma estrutura din@mica que se reorganiza continuamente
em resposta ao meio em que a célula vive, também atuando na divisdo
celular (Alberts et alii, 1993).

Os componentes que constitluem esta rede complexa sdo
classificados basicamente pelo seu diGmetro e composicdo, em trés tipos de
proteinas: os Microtubulos, que apresentam didmetro na ordem de 24 nm
constituidos pelas proteinas tubulinas o; B; e y; os Filamentos de Actina, com
didmetro médio de é nm constituidos pela actina G; e os Filamentos
Intermediarios, que possuem didmetro médio de 10 nm. Estes constituem uma
familia de proteinas fibrosas ou flamentosas, onde se incluem a vimentina, a

desmina e as laminas nucleares (vide Tabela).
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Principais Tipos de Filamentos Intermediarios das Células Eucariontes de Vertebrados

Tipo de Filamento Polipeptideos Constituintes Localizagao Celular
Intermediario
Laminas Nucleares Laminas A, B e C (65 - 75 kDa) Lamina nuclear do envoltério
nuclear
Familia da Vimentina Vimentina (54 kDa) Varios tipos de células de

origem mesenquimal;
frequentemente expressada
durante fases de

desenvolvimento
Desmina (53 kDa) Células Musculares
Proteina Acidica Fibrilar Glial (50 Neurdglias (Astrocitos e
kDa) Células de Schwann)
Periferina (66 kDa) Neurdnios
. . . Tipo | (Acidica) (40 - 70 kDa
Queratinas ou Citoqueratinas po I ( ) ( ) Células Epiteliais, Células dos
Tipo Il (Neutra / Basica) (40 - 70 kDa)  Foliculos Pilosos e das Unhas
Filamentos Intermediarios Proteinas dos Neurofilamentos: NF-L;  Neurénios
Neuronais NF-M e NF-H (60 - 130 kDa)

Segundo Alberts et al, 1993.

Vdarios sdo os estudos que relatam a expressdo de filamentos
intermedidarios em diversos tecidos, principalmente durante estdgios de
diferenciacdo celular e durante o desenvolvimento embriondrio.

Ferreira et alii (1994), observaram uma reorganizagcdo de filamentos
intermedidrios em células BHK infectadas pelo virus da vaccinia, relatando
que esta reorganizagcdo ocorre no citoplasma ao redor do nucleo das
células.

Lehtonen et ali (1995), detectaram a expressdo dos filamentos
intermedidrios de citoqueratina, vimentina e desmina em células da
notocorda em diferenciacdo. Observaram que durante a formacdo da
notocorda em embrides humanos, as células ectodérmicas expressavam
citoqueratina, vimentina e outros filamentos. Células jovens expressavam
principalmente citoqueratina, enquanto que células diferenciadas
expressavam principalmente vimentina mas ndo expressavam desmina.
Segundo os autores as células da notocorda possuem caracteristica tipicas

de células epiteliais durante as fases iniciais do desenvolvimento embriondrio.
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A maior parte da literatura pertinente aos estudos sobre expressdo e
distribuicdo de filamentos intermedidrios (especialmente vimentina e
desmina) sdo oriundos de estudos em sistemas musculares. Os trabalhos mais
recentes contribuiram para reforcar a idéia de que os filamentos
intermedidrios tém um papel fundamental na organizacdo do citoesqueleto
de células musculares desde as fases mais precoces de diferenciacdo
muscular (células satélites) até a célula adulta (Chou et dlii, 1994; Vater et ali,
1994; Baldi e Reiser, 1995). Estes autores procuravam determinar um padrdo
de relacdo entre a expressdo e distribuicdo dos filamentos principalmente
entre os flamentos de desmina e vimentina.

Chou et dlii (1994), em seus estudos acerca da distribuicdo de desmina
e alfa-actinina durante a diferenciacdo de células musculares lisas, relataram
que células mesenquimais muito jovens expressam desmina e alfa-actinina, e
que estes filamentos intermedidrios tém uma distribuicdo inespecifica no
citoplasma. As células mesenquimais precursoras das células musculares lisas
em estdgios mais avancados de diferenciacdo j@ apresentavam pequenos
sinais de organizacdo dos filamentos de desmina e alfa-actinina. Esta
distribuicdo se torna cada vez mais cristalina quanto mais diferenciada esta a
célula, como por exemplo quando a desmina passa de uma disposicdo ao
acaso para uma posicdo perimetral nas células.

Vater et ali (1994) observaram, durante regeneracdo de musculos
esqueléticos de ratos, que hd expressdo de vimentina em células musculares
satélites e auséncia deste filamento em células adultas, seguido do aumento
da expressdo de desmina d medida que as células satélites iam se
diferenciando em células musculares adultas. Os autores sugerem que um
dos fatores que estimulam a producdo de desmina é a expressdo de
vimentina. Baldi & Reiser (1995), relataram um aumento na quantidade de

flamentos intermedidrios de vimentina e desmina na musculatura estriada
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esquelética em fases iniciais de transformacdo, quando estas sdo submetidas
a crénica estimulacdo de contracdo.

Do ponto de vista da decidualizacdo, hd um grande interesse no
estudo da expressdo dos filamentos intermedidrios vimentina e desmina,
principalmente neste Ultimo, uma vez que a desmina somente é expressada
por células pré-deciduais e deciduais maduras (Glasser e Julian, 1986; Glasser
et alii, 1987; Zorn et alii, 1990; Can et ali, 1995; Greca et alii, 1997).

Glasser e Julian (1986) e Glasser et alii (1987), afirmam que a expressdo
de desmina € um marcador da decidualizacdo de fibroblastos endometriais
humanos. Até entdo os flamentos de desmina eram considerados exclusivos
de células musculares lisas, estriadas esqueléticas e cardiacas. Nestas Ultimas,
os flamentos de desmina estdo presentes nas linhas Z dos sarcomeros, tendo
o papel estrutural de manter miofibrilas vizinhas unidas entre si (Alberts et alii,
1993). Ndo se sabe qual o papel bioldgico exato desempenhado pela
desmina nas células deciduais de camundongos (Zorn et alii, 1990).

A vimentina constitui o tipo de filamento intermedidrio mais comum,
tendo sido identificada em vdarios tipos celulares de origem mesenquimal, tais
como fibroblastos, células endoteliais e leucdcitos. Também é expressada por
células em diferenciacdo. No endométrio, os fibroblastos endometriais e as
células deciduais de ratos e de humanos, também sdo considerados tipos
celulares que expressam este tipo de filamento intermedidrio (Glasser e
Julian, 1986; Glasser et alii, 1987; Kisalus et alii, 1987).

Sdo poucas as publicacdes sobre a organizacdo do citoesqueleto em
células deciduais de camundongos. Tachi et alii (1972), O'Shea et alii (1983),
Welsh e Enders (1985), Zorn et alii (1990), Can et alii (1995), Greca et dlii (1997)
sdo os Unicos autores que relataram um aumento da quantidade de
flamentos intermedidrios durante a tfransformacdo de fibroblastos
endometriais em células deciduais nos roedores e no homem. Zorn et dlii

(1990) propdem um papel bioldégico para os filamentos intermedidrios
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durante a decidudlizacdo de camundongos ao demonstrar a relagdo
existente entre a organizacdo dos flamentos intermedidrios e sua associagdo
com fagossomas contendo coldgeno em células deciduais de
camundongos. Greca et dli (1997) também observaram em células
deciduais de camundongas, feixes de filamentos intermedidrios ao redor de
fagossomas contendo coldgeno e préximos a juncdes intercelulares
aderentes.

Can et dlii (1995) ao estudarem a expressdo e distribuicdo in vitro e in
situ dos filamentos intermedidrios vimentina e desmina em células deciduais
humanas, consideram-nas como as principais proteinas do citoesqueleto
nestas células. Segundo os autores a vimentina mantém sua expressdo nas
células deciduais do endométrio humano durante a maior parte da
gestacdo, enquanto que a desmina parece existir apenas nas fases iniciais
desta gestacdo. Os autores sugerem que a expressdo de vimentina se
mantém nas células deciduais durante a gestacdo porque provavelmente
este filamento intermedidrio estd envolvido diretamente com a morfologia
celular e a integridade do citoplasma. A desmina € expressa apenas nas
fases iniciais da gestacdo, participando da organizagcdo do citoesqueleto das
células deciduais apenas nesta fase.

Como se pode constatar, a maior parte dos conhecimentos acerca
dos periodos de expressdo e da distribuicdo acerca dos filamentos
intermedidrios durante a decidualizacdo foram obtidas em estudos do
endométrio humano. Sendo assim, desperta-se um grande interesse no
sentido de se identificar os tipos de filamentos intermedidrios em células
deciduais de roedores através de técnicas de coloracdo especificas, como é
o caso da imunocitoguimica, uma vez que estas células, apesar de se
diferenciarem de células de origem mesenquimal (como € o caso dos

fioroblastos endometriais), apresentam caracteristicas normalmente
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enconfradas somente em células epiteliais, como é o caso por exemplo de

diversas variedades de juncoes intercelulares.

OBJETIVOS

Tendo em vista as razdes expostas na infroducdo, o presente frabalho
teve como objetivos  principais, empregando-se  técnicas de

imunocitogquimica:

1) Demonstrar os filamentos intermedidrios de Desmina durante a
decidualizagcdo de camundongos;

2) Descrever a distribuicdo destes filamentos em células deciduais
maduras e pré-deciduais na decidua antimesometrial de camundongos.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus de primeira geragdo
gravidos nos dias 5, 6, 7 € 8 da Gestacdo (DG), com aproximadamente 3
meses de idade, pesando entre 20 e 40 gramas, provenientes do Biotério do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federql do Parand, onde

recebem alimento e dgua ad libitum.

Determinacao das Fases do Ciclo Estral

A determinacdo das fases do ciclo estral foi necessaria para
selecionar os animais que seriam acasalados. Para a realizacdo dos
experimentos foram selecionados camundongos nuliparos na fase de estro. A
deteccdo desta fase foi realizada através de esfregacos vaginais € a
caracterizacdo das fases do ciclo estral obedeceu aos padrées descritos por
Allen (1922) e Eckstein e Zuckerman (1956).

Acasalamento

Os camundongos nuliparos foram colocados em gaiolas, na
proporcdo de duas fémeas para um macho. As fémeas foram examinadas
diariamente para verificar a presenca da rolha vaginal, indicativo de que
houve acasalamento. O dia da presenca da rolha vaginal foi considerado

como o primeiro dia da gestacdo.

Localizagdo dos Sitios de Implantagao

Embora os embrides se implantem no endométrio no 5°DG, a
pequena dimensdo dos sitios de implantacdo neste dia da gestacdo ndo
permite uma observacdo a vista desarmada, como acontece nos dias de
gestacdo subsequentes. Por esta razdo, a disseccdo e o isolamento destes
sitios, utilizamos a técnica desenvolvida por Psychoyos (1960, 61) e por Finn e

Mclaren (1967), que consiste em injetar na veia da cauda do camundongo,
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15 yl do corante azul de Evans a 0,1% em solucdo salina. Apds vinte minutos
sacrifica-se o animal e removem-se os cornos uterinos. Os sitios de
implantacdo aparecem como faixas azuladas facimente identificaveis a
vista desarmada. Estas faixas se fazem presentes devido ao aumento da
permeabilidade vascular que ocorre nos locais de implantacdo dos
blastocistos. Apds a localizagcdo, os sitios de implantacdo foram separados
dos sitios de interimplantacdo por meio de cortes transversais ao Utero feitos
com lGminas de barbear. Nos 6°, 7° e 8°DG os sitios de implantacdo, ja
identificaveis & \)isto desarmada, foram separados dos sitios de

interimplantagdo, tal como descrito para o 5° DG. o
BIBLIOTECA BERERIAR 819 AICAS [ UFPR
Procedimento Geral para Microscopia de Luz

Imediatamente apds a obtencdo das seccdes uterinas, os sitios de
implantacdo foram lavados em Solucdo Salina Tamponada a 0,1M pH 7,4
para retirar o excesso de sangue e em seguida foram fixados na solucdo

fixadora Metacan conforme descrito abaixo:

1. Fixacdo em Metacan por 03 horas & temperatura ambiente;
2. Enxague em Etanol Absoluto - 03 frocas de 10 minutos para retirar
excesso de fixador;
3. Desidratacdo em 03 banhos de 30 minutos de Etanol Absoluto;
. Banho durante a noite por 16 horas em mistura de Etanol Absoluto +
Xileno (v/v);
. Diafanizacdo em 02 banhos de 30 minutos de Xileno;
. Impregnacado pela Paraplast  56°C por 03 horas;
. Emblocagem em Parafina;
. Microtomia (se¢des consecutivas de Sum);
. Pescagem dos cortes (aderidos em Idminas usando 0,1 % de poli-L-
lisina);
10. Coloracdo de um corte de cada sitio de implantagcdo pela
Hematoxilina & Eosina (H.E.);
11. Selecdo de cortes contendo o embrido implantado;
12. Processamento imunocitoquimico.

N

O 00 N O~ On
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Imunocitoquimica

Uma vez obtidos os cortes, os mesmos foram processados para a
reacdo de imunocitoquimica indireta com método de revelacdo pela
peroxidase.

Os cortes foram rehidratados e incubados primeiramente em PBS, em
seguida em solucd@o de PBS contendo peréxido de hidrogénio para inibicdo
de peroxidases enddégenas do tecido. A seguir os cortes foram incubados em
meio contendo PBS/BSA (Bovine Serum Albumine, Sigma Chemical CO., $t
Louis, MO.) e Soro Total de Carneiro, para reducdo de reagdes inespecificas.

Seguiu-se a incubacdo dos cortes em cdmara Umida com anticorpo
policlonal anti-desmina (Sigma Co.) obtido de coelho na diluicdo de 1:20 em
PBS/Tween 20. A incubacdo foi feita em cadmara Umida por um periodo ndo
superior a 16 horas durante a noite a 4°C.

Apds este periodo os cortes foram novamente lavados em PBS e foi
realizada a segunda incubacdo utilizando-se anticorpos anti-lgG de coelho
(diluicdo 1:2000 em PBS) produzidos em carneiro, conjugado com peroxidase
(Sigma ). A incubacdo foi realizada num periodo ndo superior a 2 horas em
cdmara Umida a temperatura ambiente.

Em seguida os cortes foram processados para revelagdo da
peroxidase utilizando-se solugdo de DAB (3,3-Diaminobenzidina em PBS e
peroxido de hidrogénio). Apds a revelacdo, os cortes foram contra-corados

com Hematoxilina de Mayer, desidratados e montados.

O protocolo geral para a Imunoperoxidase foi:

1. Desparafinizar em Xileno — durante a noite;

2. Xileno Il - 30 Minutos;

3. Rehidratacdo com solugcdes em concentracdes decrescente de
etanol (100%, 95% E 70% - 30 Minutos);

4. Agua Destilada - 2 x 15 minutos;

5.Lavagem em PBS - 10 minutos;
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6. Peroxido de Hidrogénio a 0,3 % em PBS - 15 minutos;

7. Lavagem em PBS - 3 x 10 minutos;

8. Incubacdo em Soro Total Ndo-Imunizado de Carneiro + PBS/BSA

10% v/v - 30 minutos;
9. Incubacdo com o anticorpo primario diluido em PBS/Tween 20 0,3%
1:20 - durante a noite a 4°C;

10. Lavagem em PBS - 3 x 10 minutos;

11. Incubagcdo com o anticorpo secunddrio (Goat Anti-Rabbit IgG
conjugado com Peroxidase) diluido em PBS 1:2000 - 2 hs &
temperatura ambiente;

12. Lavagem em PBS - 3 x 10 minutos;

13. Revelacdo dareacdo:

A) Incubacdo em solucdo de Diaminobenzidina (DAB) 0,05 % em
PBS - 5 minutos;
B) Incubacdo em solugcdo de DAB + PBS + perdxido de hidrogénio -
10 minutos;

14. Lavagem em PBS - 4 x 10 minutos;

15. Lavagem em dgua bidestilada - 2 x 10 minutos;

16. Coloracdo com Hematoxilina de Mayer por 01 minuto; viragem em
dgua de torneira - 10 minutos;

17. Desidratacdo com solugcdes em concentragcdoes crescente de
etanol e montagem em Goma de Damair;

18. Documentacdo em fotomicroscopio.
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RESULTADOS

Estrutura histologica da Decidua Antimesometrial

Em camundongos, a implantacdo do embrido ocorre no 5° dia de
gestacdo (5°DG), ocasido em que se estabelece a reacdo decidual ou
decidualizagcdo no endométfrio da regi@o antimesometrial dos cornos
uterinos. Desta forma origina-se a Decidua Antimesometrial na respectiva
regido do Utero, sendo esta a decidua envolvida com a implantacdo do
blastocisto no érgdo. A reacdo decidual progride ao longo da gestacdo,
atingindo seu mdaximo desenvolvimento no 7° dia de gestacdo (7°DG). A
observacdo de cortes transversais aos sitios de implantacdo a partir do 5°DG,
mostra que a decidua antimesometrial & constituida por diferentes
populacoes celulares que formam trés regides distintas: 1) regido de células
deciduais maduras (MDC); 2) regido de células pré-deciduais (PDC) e; 3)
regido de células ndo-decidualizadas (ND) (Figuras 1A, 2A, 3A e 4A).

Tanto nos cortes submetidos & coloragcdo pela hematoxilina-eosina
(fotomicrografias ndo apresentadas) quanto naqueles ftratados pela
imunoperoxidase, as células deciduais maduras apareciam muito volumosas,
seus nucleos eram eucromdaticos (por vezes polinucleadas), nucléolos
evidentes e diminutos espacos intercelulares. Estas caracteristicas estavam
mais evidentes na MDC do 8°DG (Figura 4B). O conjunto apresentava um
aspecto semelhante a de um tecido epitelial. Entfremeados com as células
deciduais maduras, era possivel identificar a presenca de numerosos
capilares sanguineos continuos e vénulas pds-capilares, com células
endoteliais tipicas. J& as células pré-deciduais eram significativamente
menores do que as maduras, apesar de os nucleos (mMenos volumosos)
também serem eucromdaticos e com nucléolos evidentes, o que indica alta

atividade sintética protéica nestas células (Figura 1C e 3B). As células ndo-
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decidualizadas por sua vez, apresentavam-se extremamente semelhantes
aos fibroblastos endometriais presentes nos sitios de interimplantacdo.

Entre os sitios de implantacdo, estabelecem-se segmentos
denominados sitios de interimplantacdo, que mantém caracteristicas
morfologicas semelhantes a regido ndo-decidualizada dos animais gravidos.
Apesar de ndo apresentarmos fotomicrografias de cortes dos sitios de
interimplantacdo, vale colocar a auséncia total de positividade nas reacoes
imunocitoquimicas nestes sitios, com excecdo as tunicas musculares lisas de
arteriolas e veias e, ao tecido muscular liso do miométrio, que apresentaram

intensa positividade.

Coloragcdo com Imunoperoxidase

O padrdo da reacdo imunocitoquimica pelo método da peroxidase
(utilizando a revelacdo da mesma com 3,3-diaminobenzidina - DAB e
peroxido de hidrogénio) foi homogéneo para todos os cortes uterinos
tratados, ou seja, a cor do precipitado originado pela reacdo peroxidase-
DAB-H,O, variava entre tons de castanho-claro até o marrom-escuro, sendo
que as tonalidades mais fortes de marrom indicavam uma concentra¢gdo dos

flamentos intermedidrios constituidos pela proteina desmina.

Sitios de Implantag¢ao - 5° Dia da Gestagao

Neste dia da gestacdo o processo de implantacdo do blastocisto
(alojado no fundo da cripta uterina) estd nas suas fases iniciais, sendo que o
embrido ainda estd na fase de blastulacdo do desenvolvimento embriondrio.
O blastocisto era delimitado por uma camada de células pavimentosas
lembrando um endotélio - o trofoblasto. O trofoblasto estava circundando
uma massa celular intferna - o embrioblasto e uma cavidade - a blastocele.
Nenhum sinal de reacdo imunocitoquimica foi identificado em qualquer

parte do blastocisto (Figura 1A).
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O sitio de implantacdo da regido antimesometrial deste dia da
gestacdo (DG) j@ apresentava as trés regides de células da decidua
antimesometrial, tendo em vista que j& havia ocorrido o contato do
trofoblasto com o epitélio de revestimento da cripta uterina e, portanto, este
Ultimo j& sinalizava o estroma endometrial que iniciou a reacdo decidual.
Neste ponto chamamos a atencdo para o fato de que, justamente nesta
cdmara de implantacdo, somente as células epiteliais em contato com o
trofoblasto terem degenerado, pois observou-se uma nitida descontinuidade
no epitélio uterino neste local (Figura TA).

Na regido de células maduras que envolve a cdmara de
implantacdo, mesmo em pequeno aumento percebe-se uma evidente
positividade & imunoperoxidase na forma de pequenos pontos escuros que
salpicavam o tecido (Figura 1A). Esta regido, quando observada em grandes
aumentos no rhicroscc’)pio, mostrava uma intensa positividade nas imediagdes
do nucleo das células deciduais, indicando uma concenfracdo de filamentos
intermedidrios contendo desmina nestes locais. O restante do citoplasma
apresentava um delicada malha de finissimos flamentos positivos (Figura 1B).
Neste contexto vale realcar que a contra-coloracdo dos cortes com
hematoxilina de Mayer permitiu destacar a marcacdo citoplasmatica mais
delicada, pelo fato deste corante corar somente os nUcleos celulares. Nos
testes utilizando hematoxilina de Harris (corante bdsico mais rotineiro), esta
fina malha de filamentos de desmina ndo aparecia, pois o corante
destacava ndo sé o nucleo como também corava em lilds o citoplasma,
mascarando a reacdo citoquimica mais ténue.

Da mesma forma que a reacdo imunocitoquimica foi negativa para o
endométrio dos sitios de interimplantacdo, as células das regides pré-
decidual (Figura 1C) e ndo-decidudlizada reagiram negativamente ao
procedimento, o que indica auséncia de flamentos de desmina nas mesmas.

O mesmo pode-se dizer com relagdo as outras populacdes de células da
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decidua, como é o caso das células endoteliais dos capilares sanguineos e
vénulas pos-capilares. J& as células musculares lisas de vasos mais calibrosos
como arteriolas e vénulas bem como o tecido muscular liso miometrial,

mostraram uma forte reacdo positiva d imunoperoxidase.

Sitios de Implantagado - 6° Dia da Gestagao

Neste dia da gestacdo a cdmara de implantacdo e a decidua
antimesometrial j& estGo bem maiores. O embrido apresenta varias estruturas
caracteristicas de blastulagcdo avancada, tais como os folhetos embriondrios
ectoderme e endoderme, saco vitelino primitivo, cavidade amnidtica e
celoma extra-embriondrio. As células ectodérmicas aparentemente
apresentavam positividade por estarem em processo de diferenciacdo, da
mesma forma que as células deciduais. As células trofobldsticas proliferaram
e invadiram as dreas adjacentes anteriormente ocupadas por células
deciduais. E possivel distinguir no corte histoldgico a drea de invasdo
trofoblastica pela auséncia de reacdo imunocitoquimica nas células do
trofoblasto.

Entretanto a MDC estd maior e suas células aparentemente
aumentaram a expressdo de filamentos de desmina, uma vez que a reagdo
estava mais intensa do que aquela observada no 5°DG. Em pequenos
aumentos era facil distinguir os limites da MDC com a PDC pela intensa
coloracdo da primeira e negativa coloracdo da Ultima (Figura 2A). Em
grandes aumentos as células maduras apresentavam-se binucleadas. O
citoplasma apresentava novamente uma malha de filamentos de desmina
agora mais evidente e homogénea. Por vezes era nitida a concentragdo de
flamentos de desmina ndo mais na forma de pontos, mas sim formando
cinturdes incompletos ao redor do niucleo, como uma calota, possivelmente
indicando uma reorganizacdo do citoesqueleto devido a modificagdo na

distribuicdo dos flamentos intermedidrios (Figura 2B).
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A positividade também estava evidente nas camadas do miométrio
interno e externo, e ausente nas células endoteliais dos vasos sanguineos

(Figuras 2A e 2B).

Sitios de Implantagdo - 7° Dia da Gestagdo

Os cortes histologicos dos sitios de implantacdo neste DG
apresentavam um processo de implantacdo bem avancado, com a
decidua antimesometrial totalmente formada. Como sempre a MDC
predominava sobre as demais regides do endométrio (Figura 3A). O padrdo
de intensidade de reacdo manteve-se o mesmo, de forma a tornar evidente
a separacdo entre a MDC e a PDC.

Entretanto em aumentos maiores, jG se percebia uma marcante
alteracdo na distribuicdo dos flamentos de desmina nas células deciduais
maduras, que agora apresentavam auséncia de positividade nas cercanias
do nucleo, mas forte positividade abaixo dos limites celulares (membrana
plasmdtica) (Figura 3B). Interessantemente, as células pré-deciduais
apresentavam sinois de positividade muito semelhantes aquelas observadas
nas células deciduais maduras do 5°DG, na forma de pequenos pontos
escuros (Figura 3B).

As células deciduais maduras em grandes ampliagcdes, mostravam o
citoplasma completamente tomado pela malha de filamentos de desmina.
Como ja mencionado, ndo raro os filamentos positivos se concentravam nos
limites da célula formando cinturdes de cor marrom ou castanho-escuro
(Figura 3C).

Em grandes aumentos, as células da regido pré-decidual - que
gradativamente vao se tornando células deciduais maduras - possuiam
caracteristicas muito semelhantes as células deciduais maduras do 5°DG,

enquanto que as células ndo-decidualizadas continuavam negativas.
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Sitios de Implantagdo - 8° Dia da Gestacgado

Nos sitios de implantacdo deste DG, a visdo panordmica do corte
histologico mostrava uma decidua antimesometrial bem semelhante a
decidua do 7°DG, com excecdo da cdmara de implantagdo que
apresentava o embrido j&@ em fase de gastrulagcdo. Nestes cortes observou-se
que as células trofobldasticas haviam ocupado uma drea correspondente
aquela anteriormente ocupada pelas células deciduais maduras do 5°DG
(Figura 4A).

Em grandes aumentos a MDC apresentava células frequentemente
polinucleadas e mesmo polipldides. Intrigantemente, a positividade dos
flamentos intermedidrios havia diminuido sensivelmente, restringindo-se
apenas as dareas sub-plasmalemais (Figura 4B) que mesmo assim,
apresentavam-se pouco reativas.

As células pré-deciduais remanescentes, pelo fato de a maioria ja
haver atingido a fase de células maduras, apresentavam pontos de
concentracdo de filamentos de desmina muito semelhantes as mesmas
células pré-deciduais observadas no 7°DG. A positividade ainda era intensa
no miomeétrio e totalmente ausente na regido de células ndo-decidualizadas.

Por outro lado observando-se a regidio mesometrial do sitio de
implantacdo, drea do Utero onde se formard a decidua mesometrial e futura
placenta, observou-se neste DG um inicio de positividade a filamentos de
desmina (muito semelhante ao observado na MDC do 5°DG e PDC do 7°DG),
nas células endometriais subjacentes ao epitélio luminal, o que indica inicio

de reacdo decidual nesta Grea do utero (Figura 4C).
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FIGURA 1

Sitio de Implantacdo - Quinto dia de Gestacdo

A) Corte transversal do sitio de implantacdo mostrando a
camara de implantacdo e a decidua antimesometrial (am).
Observe o blastocisto (b) no inicio do processo de
implantacdo. Abaixo do epitélio (e) observa-se células
deciduais antimesometriais com positividade para desmina.
(setas). x 95.

B) Células deciduais maduras em grande aumento. Observe
que as estruturas desmina-positivas estdo concentradas ao
redor do nucleo (setas), e formando uma delicada malha no
citoplasma (cabegas-de-seta). x 950.

C) Regido de células maduras e pré-deciduais. Observe que
somente as células deciduais maduras (mdc) mostram
positividade para desmina (setas) enquanto as células pré-
deciduais (pdc) ainda sdo negativas. x 240.
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FIGURA 2

Sitio de Implantacdo - Sexto dia de Gestagdo

A) Corte ftransversal do sitio de implantacdo. Decidua
antimesometrial. E possivel observar a regido das células
deciduais maduras (mdc), pré-deciduais (pdc) e células ndo-
deciduadlizadas (nd). Observe que somente as células
maduras apresentam positividade.

e = embrido; im = miométrio interno; em = miométrio externo.
X 25,

B) Grande aumento da regido das células deciduais maduras.
Compare com a Figura 1B. Observe algumas células
deciduais maduras comecam a apresentar modificacdo na
distribuicdo dos filamentos, passando a predominar na
periferia das células (setas). A malha positiva estG mais
evidente (cabec¢as-de-seta).
bv = vasos sanguineos. x 950.
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FIGURA 3

Sitio de Implantacdo - Sétimo dia de Gestacdo

Corte transversal do sitio de implantacdo. Decidua
antimesometrial. E possivel reconhecer as regides de
células deciduais maduras (mdc), pré-decidual (pdc) e
células ndo- decidualizadas (nd). Observe a forte
positividade no miométrio. e = embrido. x 25.

B) Regido de transicdo entre células deciduais maduras e

C)

células pré-deciduais. Compare com a figura 1C. Observe
a positividade em ambas as regides, principalmente na
PDC que até este dia da gestacdo ndo apresentavam
reatividade (cabecas-de-seta).

setas = positividade nas células deciduais maduras. x 240.

Grande aumento da regido de células deciduais
maduras. Compare com as figuras 1B e 2B. Observe uma
marcante modificagcdo na distribuicdo dos filamentos de
desmina. Observe também que a imunocoloragdo na
maioria da células é periférica, formando um anel (setas)
abaixo da membrana plasmatica.
bv = vasos sanguineos. x 250.
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FIGURA 4

Sitio de Implantacdo - Sétimo dia de Gestacdo

A) Corte fransversal de um sitio de implantacdo. Observe o
estdgio avancado de implantagcdo do embrido. mdec =
regido de células deciduais maduras; pdc = regido de
células predeciduais; nd = regido de células ndo deciduais;
m = miométrio. x 25.

B) Grande aumento das células maduras. A positividade esta
restrita & periferia das células (setas). Nenhuma reacdo foi
vista ao redor dos nucleos (n) ou pelo citoplasma. x950.

C) Grande aumento da regido mesometrial do sitio de
implantagdo. Observe um inicio de positividade nos células
estromais (setas), semelhante dquela encontrada no 5° dia
de gestacdo, indicando que estas células estdo se
transformando em células deciduais.

lu = lUmen. x 950.
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DISCUSSAO

. BIBLIOTECA BEL/ENSIAL B0 BGICAS | UEDR -
Como enfatizado na introducdo deste trabalho, a transformag¢do

decidual ocorre de maneira centrifuga em relagcdo a luz uterina, de modo
que se estabelecem na espessura do endométrio, regides contendo células
em diferentes estdgios de diferenciacdo. Os objetivos deste trabalho foram
demonstrar os filamentos de desmina durante a decidualizacdo e entender a
distribuicdo destes filamentos intermedidrios nas regides da decidua
antimesometrial, utilizando os recursos de métodos imunocitoquimicos in situ.
No primeiro caso, podemos dizer que fomos felizes em adotar o
procedimento imunocitoquimico com peroxidase, visto que os cortes tratados
por este método preservam a reagdo por muito tempo, permitindo que se
fizessem andlises mais prolongadas ao microscopio sem a necessidade de
obtencdo de fotomicrografias imediatas. Se utilizdssemos métodos de
imunofluorescéncia, possivelmente obteriamos resultados semelhantes e que
satisfariom os objetivos, porém a obtencdo da documentagdo fotografica
seria mais complicada, uma vez que sabidamente o0s marcadores
fluorescentes possuem limitado tempo de reacdo com a luz ultra-violeta. A
vantagem de se utilizar marcadores fluorescentes conjugados aos anticorpos
secundarios € que reduz-se a possibilidade de aparecimento de coloragdo
de fundo, ao passo que com o método da imunoperoxidase existe sempre a
possiviidade de aparecer coloracdo inespecifica, devido G presenca de
peroxidases endégenas no tecido. Devido ao fato de o protocolo adotado e
dos anficorpos terem reagido satisiatoriamente, este problema de coloracdo
inespecifica ndo existiu, o que nos permitiu realizar com seguranca a andlise
dos cortes tratados.
De fato o padrGo da reacdo da imunoperoxidase apresentou-se

homogéneo em todos os cories de Uteros nos diferentes dias estudados, ou

seja, detectamos uma faixa de coloragdo que variava do castanho-claro co



Filamenios Intermediarios 30

marrom-escuro. Este espectro de cores nos indicava uma variagcdo ndo sé na
infensidade de coloragcdo, mas também principalimente mostrava uma
marcante variacdo na distribuicdo dos flamentos de desmina no citoplasma
das céluias.

Reorganizagcdo na distribuicdo dos filamentos de desmina e

aumento na intensidade de coloragcdo imunocitoquimica nas
células deciduais durante a decidualizagdo

A reorganizagdo na distribuicdo dos filamentos de desmina e o
aumento na intensidade de coloragdo nas células deciduais entre o guinto e
sétimo dia de gravidez, constituiram os resultados mais evidentes neste
estudo. Como reiafado nos resuitados deste trabaiho, os fiamentos
infermedidrios de desmina sdo expressados apenas pelas células deciduais e
pré-deciduais como estruturas que participam do citoesqueleto.

Recentemente diversos autores tém demonstrado que o aumento na
expressdo de proteinas do citoesqueleto de células de origem mesenguimail
acompanha o processo de diferenciacdo celular. Dentre estas células
podemos mencionar células notocordais (Lehtonen et alii, 1995) e células
musculares lisas e esqueléticas (Chou et dlii, 1994; Vater et alii, 1994; Baldi e
Reiser, 1995). Chou et alii (1994) relata em seus estudos que o aumento na
expressdo de desmina e alfa-actinina em células mesenquimais precursoras
de células musculares lisas, € concomitante com uma reorganizacdo do
citoesqueleto. Em células mesenquimais muito jovens, mas j& em curso de
diferenciagdo em células musculares, a distribuicdo dos filamentos €
inespecifica, tornando-se cada vez mais cristalina d medida que a célula
amadurece, ou seja, os flamentos passam de uma disposicdo o acaso pPara
uma disposicdo perimetral nas células.

No inicio do processo de decidualizacdo, ou seja, no 5°DG
observamos que os flamentos de desmina se concentravam nas cercanias

do nucleo das células e também formavam um delicada malha espalhada
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pelo citoplasma. Esta observagdo corrobora com os estudos ultra-estruturais
em ceélulas deciduais de camundongos desenvolvidos por Zorn et alii (19%0),
que relataram a existéncia de filamentos intermedidrios formando feixes ou
malhas frequentemente concentradas ao redor do nuicleo. Estes autores
contudo ndo identificaram os tipos de proteinas que formavam estes feixes.
Neste sentido planejo-se dar continuidade ao estudo realizado, procurando
identificar ao nivel ultra-estrutural através de métodos imunocitoquimicos,
quais os fipos de proteinas que constituem estes filamentos. Possiveimente
estes feixes sejam formados por uma associacdo de flamentos de desmina e
de vimentina, visto que as células deciduais mantém a expressGo de
vimentina durante a decidualizacdo (Glasser e Julian, 1986; Glasser et alii,
1987; Can et dlii, 1995; Greca et alii, 1997).

A partir do 6°DG, observamos que em algumas células iniciou-se um
infenso processo de reorganizacdo dos flamentos de desmina, caracterizado
pela modificacdo na concentracdo de filamentos ao redor do nUcleo para
uma concentragcdo mais periférica na célula. Paralelamente a este aspecto
também observamos um aumento na intensidade da reacdo, pois o
citoplasma apresentava uma malha de filamentos positivos mais evidente do
gue aguela observada nas células do 5°DG.

No 7°DG esia redisiribuicdo e aumenio na infensidade de coioracdo
tornou-se ainda mais evidente, uma vez que as células deciduais nGo mais
apresenfavam conceniracdo de desmina ao redor do nucleo e se
concentravam apenas na periferia da célula formando cinturdes. A maltha
de filamenios se apreseniava mais corada do que a observada no 6°DG.
es dados sugerem fortemente que célula decidual durante o seu processo

de diferenciacdo (enire o 5° e 7°DGJ, aumenta a expressdo de desmind ao
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stas observacdes confirmam estudos publicados por Tachi et dlii
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(1972}, O'Shea et alii (1983), Welsh e Enders (1985}, Zormn et ailii {1990); Can et



quantidade de fiiamenios infermedidrios durante a fransformacdo de
‘broblos’fos endometriais em células deciduais de roedores e humanos.
Contudo apenas Zom ef alii {1990) e Greca et ali {1997) procuraram explicar
o significado bioldgico deste fendmeno ao demonstrar a relacdo existente
enfre a organizacdo dos filamenios infermedidrios e a sua associacdo com

fagossomas contendo colGgeno em células deciduais de camundongos,
bem como sua reiagcdio com juncdes aderentes, uma vez gue ds céiulas

deciduais sGo extremamente ricas em jungdes celulares (Abrahamsohn e
No 8°DG contudo, observamos que desapareceu a malha de
flamentos positivos e que a reacdo imunocifoquimica ficou resirita apenas

na periferia das cél

deciduais maduras iniciam um processo de ir‘.voiugéo (Katz e Abrahamsohn,
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A expressdo de filamentos de desmina indica o inicio da
deciduglizacdo

Varios autores ja haviam relatado que durante a decidualizagcdo do

endométrios de outros mamiferos, G expressGo de desmina caracterizava ©

de ratas e humanos (Glasser e Julian, 1986; Glasser et alii, 1987]. Esies auiores,
baseados em andlise bioguimica e de imunofluoreséncia, chegaram a
conciusdo que a expressdo da O!O!Gﬂ@ desmina & um marcador da
decidualizacdo dos fibroblastos endometriais. Até entdo os Unicos sinais de
deciduaglizacdo descritos em camundongos, eram o aumenifo do volume
citoplasmdtico dos fibroblastos endometricis e aumento do niUmero de
oso {Potfs, 1968).

do, pudemos ndo sO6 confirmar as observacdes

]

izadas pelos autores, como também podemos afirmar

ade
desmina realmente € indicativo do inicio da

decidudlizacdo. Logo apds o blastocisto fer entrado em contalo com o
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o processo de decidualizagdo
positividade nas células deciduais mais p:‘éxin‘acs ao epitélio. No 7°DG

duais com sinais de M“Suw’!uuue

(o}
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também foram observadas células pré-ds

ectadas nas células deciduais maduras do 5°DG.

endometriais também passam a expressar d

)

smina na regido mesometrial.
Esta observacdo confirma resultados obtidos por Abrahamsohn e Zormn {1993]
aque relataram o inicio da decidualizacdo mesometrial a partir deste dia da

gestacdo, sendo que a decidua mesometiial vai constituir o placenta

A pariir desies dados fica claro gue para determinar com seguranga

0 inicio do processo de transformacdo decidual, é preferivel basear-se na
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expressdo da desmina, do gue somente em observagdes puramente

e realizar estudos baseados
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Os resultados ot

flamentos de desmina

conclusoes:
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| As células deciduais e pré-deciduais da decidua antimesometrial

ressar  filamentos intermedidrios
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