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RESUMO

A reagéo decidual - ou decidualizag&o - nos camundongos é caracteriza-
da pela transformagdo de uma populagéo especial de fibroblastos endometriais em
células que adquirem caracteristicas epitelidides, denominadas ‘células deciduais’
(Finn, 1977). A estrutura resultante desta transformacéo é denominada Decidua. A
reagdo decidual pode ser desencadeada artificialmente através de estimulos diver-
sos como, por exemplo, através da injegdo intrauterina de 6leo de améndoa.

Concomitantemente com a transformacéo celular, a reagdo decidual é
acompanhada por uma marcante remodelagdo dos componentes da matriz extrace-
lular (MEC).

As caracteristicas singulares da decidua nos levaram a realizar um estudo
referente & distribuigdo das glicoproteinas estruturais da MEC, laminina e fibronecti-
na, no fendbmeno de decidualizagdo durante a gestacdo e pseudogestagdo em ca-
mundongos.

Cortes histolégicos de Uteros de animais ndo-gravidos, ou nuliparos, e de
animais nos dias 5 e 7 da gestacéo e pseudogestacdo foram processados e subme-
tidos a imunocitoquimica indireta com método de revelagdo pela peroxidase. Foram
escolhidos para a analise os dias 5 e 7 da gestacéo e pseudogestagéo porque: a) o
dia 5 corresponde ao inicio da gestagao; b) o dia 7 corresponde periodo onde a de-
cidualizaggo atinge o maximo de desenvolvimento.

No utero n&o-gravido, a presenca de laminina no estroma é escassa. Nos
dia 5 e 7 de gestacdo e pseudogestacao observou-se um evidente aumento na con-
centragdo de laminina especialmente na regido de células pré-decidualizadas. Sen-
do a regi&o pré-decidual aquela que corresponde a regido de células que estdo em
transformagéo decidual, a produgdo aumentada da glicoproteina reflete a necessi-
dade da mesma para que as células atinjam sua maturidade, ou seja, se transfor-
mem em ceélulas deciduais maduras e permanegam unidas entre si. Acreditamos
também que, durante a decidualizagéo, a laminina possa desempenhar importantes
fungbes nos processos de adesao e invasdo do trofoblasto, além de atuar no pro-
cesso de transformagao decidual.

A distribuicdo de fibronectina é semelhante aquela observada para a la-
minina, ou seja, maior positividade nas regides pré-decidual e nao-decidualizada.
Entretanto no endométrio ndo-gravido, a resposta imunocitoquimica é oposta a da
laminina. Com base nestes resultados podemos sugerir que ambas as moléculas
devam desempenhar papéis semelhantes, tanto durante a transformacéao decidual,
como também fornecendo suporte a invaséo das células trofoblasticas.



ABSTRACT

The decidual reaction - or decidualization - in mice is characterized by the
transformation of a special population of endometrial fibroblasts in cells that acquire
epithelioid characteristics and thus are named ‘decidual cells’ (Finn, 1977). The
structure that results form this transformation is called Decidua. The decidual reaction
can be triggered artificially by various stimuli, for instance, by an intrauterine injection
of almond oil.

Accompanying the cellular transformation, the decidual reaction is followed
by a remarkable remodeling of extracellular matrix components (ECM).

The unique characteristics of the decidua led us to carry out a study fo-
cusing on the distribution of the structural glycoproteins of the ECM, laminin and fi-
bronectin, in the decidualization phenomenon during pregnancy and pseudopreg-
nancy in mice.

Histological sections of uteri of non-pregnant or nulliparous animals on
days 5 and 7 of pregnancy and pseudopregnancy were processed and submitted to
indirect immunocytochemical with a developing method using peroxidase. Days 5
and 7 of pregnancy and pseudopregnancy were chosen for analysis because: a) day
5 corresponds to the beginning of the pregnancy; b) day 7 corresponds to moment
when decidualization reaches the maximum development.

The presence of laminin in the stroma is rare in the non-pregnant uterus.
On days 5 and 7 of pregnancy and pseusopregnancy a clear increase in the concen-
tration of laminin was detected specially in the region of pre-decidualized cells. As the
pre-decidual region is that which corresponds to the region of the cells undergoing
decidual transformation, the increased production of glycoprotein reveals that they
are necessary in order that the cells reach maturity, that is, to transform themselves
in mature decidual cells and to remain united among themselves. We also believe
that, during decidualization, the laminin may play important roles in the processes of
adhesion and invasion of the trophoblast, apart from acting in the process of decidual
transformation.

The distribution of fibronectin is similar to the one detected for the laminin,
that is, higher positivity in the pre-decidual and non-decidualized regions. However, in
the non-pregnant endometrium, the immunocytochemical response is opposite to the
one to the laminin. Based on these results, we can suggest that both molecules might
play similar roles not only during the decidual transformation but also giving support
to the invasion of trophoblastic cells.

xi



1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 BIoLOGIA DA DECIDUA E DO DECIDUOMA

A implantagdo bem sucedida do blastocisto requer a interagdo deste com
o Utero sensibilizado por uma sequéncia adequada de hormonios. A implantagéo
somente ir4 ocorrer com sucesso se o endométrio atingir um grau de receptividade
ideal, o que é obtido por agéo de niveis precisos de hormonios sexuais, que devem
atuar em uma sequéncia adequada de estrégeno-progesterona-estrogeno (Finn,
1977).

A implantagdo do concepto em desenvolvimento no utero materno € um
processo altamente complexo que requer uma regulagdo precisa utero-placenta.
Apesar de varios estudos j& terem sido publicados, a compreens&o de todos os fato-
res envolvidos nesse processo ainda é insuficiente.

O processo de implantagéo promove profundas modificagdes no endome-
trio de varias espécies de mamiferos, incluindo o rato e o camundongo (Finn, 1977;
1980). O primeiro contato do blastocisto com o organismo materno ocorre atraves da
interagdo das células trofoblasticas com o epitélio uterino. Este contato inicial desen-
cadeia uma série de modificagdes no estroma conjuntivo subjacente. O conjunto
destas modificagdes denomina-se ‘decidualizagdo’. O contato entre o embrido e a
superficie do epitélio uterino se deve & combinagao de dois fatores: 1) intumescéncia
do blastocisto; 2) fechamento do limen uterino. Acredita-se que ambos os fatores
sejam consequéncia da agdo da progesterona (Abrahamsohn e Zorn, 1993).

A primeira descrigdo morfoldgica da decidua foi realizada em ratas por



Krehbiel (1937). Apds esse trabalho, muitos outros estudos foram realizados abor-
dando diversos aspectos morfoldgicos e ultra-estruturais da decidua em ratas (En-
ders e Schlofke,1967; Welsh e Enders, 1985). Abrahamsohn (1983) foi o primeiro
autor a descrever, a nivel ultra-estrutural, a morfologia da decidua desenvolvida em
camundongos, com enfoque na decidua antimesometrial.

Para que a implantagdo ocorra com sucesso, 0 embrido deve alcangar um
nivel apropriado de desenvolvimento, enquanto que o endométrio deve exibir um
estado ideal de receptividade para esse embrido. Esse estado reciproco de recepti-
vidade constitui um periodo critico da implantacdo, conhecido como ‘janela de im-
plantacdo’ (Abrahamsohn e Zorn, 1993). A receptividade endometrial resulta de uma
exposigdo adequada das células uterinas aos hormonios ovarianos estrégeno e pro-
gesterona. A auséncia do sincronismo entre o desenvolvimento do embrido e o des-
envolvimento endometrial pode resultar em uma falha na implantagédo (Lea, 1991).

Nos primeiros dias de gestagdo em roedores, entre a fertilizag&o e o inicio
da implantagédo, modificagdes vasculares e celulares ocorrem no estroma endome-
trial. Uma intensa proliferacéo de fibroblastos foi observada em camundongos a par-
tir do 4° DG (Martin, 1968; Finn, 1963). Além desse evento, a implantagéo em roedo-
res € acompanhada de outras modificagbes marcantes no endométrio, que consis-
tem principalmente de alteragdes na morfologia, organizagdo e metabolismo das
células do estroma, os fibroblastos endometriais, levando a formagéo da decidua. Os
fibroblastos endometriais séo diferentes dos fibroblastos de outras partes do orga-
nismo. Quando sensibilizados por horménios sexuais, os fibroblastos endometriais
sd0 os unicos que podem sofrer transformagéo decidual (Loke, 1995).

No inicio da gestagdo em camundongos, os fibroblastos endometriais
apresentam-se como células fusiformes, com longos prolongamentos, nticleo grande

e ovoide com cromatina frouxa. O contato do blastocisto com o epitélio uterino cons-



titui-se no estimulo que promove a transformagéo dos fibroblastos endometriais em
células deciduais. Tais células apresentam caracteristicas epitelidides: sdo volumo-
sas, poliédricas, polinucleadas, polipldides e com nucléolos bem visiveis (De Feo,
1967; Finn, 1971).

Em camundongos, a partir do quinto DG - 5° DG -, é possivel identificar,
na porgao antimesometrial do Utero, trés regides caracterizadas por células em dife-
rentes estagios de transformacdo decidual. A primeira camada de células plena-
mente decidualizadas é encontrada imediatamente ao redor da cripta ou camara ute-
rina que aloja o blastocisto (Abrahamsohn, 1983). Estas células s&o volumosas, com
arranjo compacto, e muitas delas sdo polinucleadas. Constituem a regido de células
deciduais maduras (DM).

Segue-se, perifericamente a DM, uma segunda regido, constituida por
células com caracteristicas intermediarias entre os fibroblastos endometriais e as
células deciduais maduras, denominada ‘regido de células pré-deciduais’ (PD). Ao
microscopio eletrénico, as células pré-deciduais apresentam um certo aumento de
volume e longos prolongamentos que se contatam com outras células pré-deciduais
vizinhas. A medida que se diferenciam, as células deciduais mostram acentuado
aumento na quantidade de organelas envolvidas com a sintese de macromoléeculas
(Abrahamsohn, 1983). Os limites entre ambas as regiées - DM e PD - s&o pouco
definidos (Abrahamsohn e Zorn, 1993).

Finalmente, nas imediagdes do miométrio, localiza-se a regi&o de células
nao-decidualizadas (ND), constituida por fibroblastos endometriais que n&o decidua-
lizam durante todo o periodo gestacional.

Uma caracteristica importante do processo de decidualizagido é o desen-
volvimento de filamentos intermediarios de desmina (O’'Shea et al., 1983; Glasser e

Julian, 1986; Glasser et al., 1987; Kisalus et al., 1987; Zorn et al., 1990; Oliveira et



al., 2000). No endométrio humano, a expressé&o de desmina tem sido utilizada como

um indicador de transformacgéo decidual (Glasser e Julian, 1986).

1.1.1 Indugao da Pseudogestacao

Na gestagdo normal, o blastocisto atua como estimulo desencadeador da
reacdo decidual. Em roedores hormonalmente sensibilizados, a decidualizagéo pode
ser induzida através de varios estimulos exdgenos. A estrutura resultante desse es-
timulo € muito semelhante a decidua e denomina-se ‘deciduoma’ (Loeb, 1908, An-
drade, 1993; Monice, 1998).

O primeiro passo para a obtengédo do deciduoma é induzir a fémea a um
estado de pseudogestacdo. Nesse caso, diversos métodos podem ser utilizados. Em
ratas, a pseudogravidez pode ser induzida por estimulagdo mecanica ou por choque
elétrico aplicados a cervix uterina (De Feo, 1967; Gorospe e Freeman, 1981). Em
camundongos e em hamsters, o método mais seguro para obteng&o da pseudogra-
videz é o acasalamento de fémeas férteis com machos vasectomizados (De Feo,
1967).

Uma vez em estado de pseudogestagdo, a decidualizagdo pode ser indu-
zida artificialmente através de estimulos diversos, tais como a administragcdo ou inje-
¢&o intra-uterina de polissacarideos, 6leo, solugdo salina e até mesmo estimulo me-
canico (Finn, 1977; Andrade, 1993, Andrade et al., 1996).

Andrade (1993) realizou amplo estudo sobre a morfologia, ao nivel de mi-
croscopia eletronica de transmissdo, do deciduoma de camundongos, do quinto ao
sétimo dia da pseudogestagdo (DPG). Esse autor observou serem as ceélulas deci-
duais muito semelhantes aquelas descritas na decidua. Algumas diferengas foram
apontadas, entre elas um desenvolvimento mais exuberante do deciduoma, eviden-

ciado pela expressédo precoce de algumas caracteristicas morfoldgicas tipicas da



decidualizagao.

Andrade (1993) sugere que o blastocisto, embora néo seja imprescindivel
no desencadeamento da reagdo decidual, parece ser importante no controle do des-
envolvimento desse processo. Em outro estudo mais recente, Andrade et al. (1996)
mostraram que as células ep‘iteliais do revestimento luminal do utero de camundon-
gos, no periodo compreendido entre o 6° e 7° DPG, apresentam um comportamento
peculiar quando comparadas aos mesmos dias de gestagdo normal. Embora ocorra
perda do epitélio uterino por ocasido do 5° DPG, esse epitélio é restaurado nos dias
seguintes, sendo observado como uma delgada camada de células achatadas reco-
brindo a maior parte da cripta uterina. Esses autores sugerem que esse epitélio se
renova a partir da proliferacdo e migragdo de células do epitélio luminal da regi&o
mesometrial da cripta uterina. Sugerem ainda que componentes da lamina basal
(laminina, colageno tipo IV, perlecan e entactina) devem orientar a migragao celular

durante a regeneracéo.

1.2 MATRIZ EXTRACELULAR

Os tecidos s&o constituidos héo somente por células. Uma parte substan-
cial de seu volume, que correspondente ao espago extracelular, encontra-se preen-
chido por uma rede intrincada de macromoléculas secretadas pelas préprias células
do tecido, constituindo a matriz extracelular (MEC). Na maioria dos tecidos conjunti-
vos, as macromoléculas da MEC séo secretadas por células da familia dos fibro-
blastos. As duas classes principais de macromoléculas que formam a MEC s&o: 1)
as glicoproteinas estruturais, compreendendo os diferentes tipos de colageno e o
sistema de fibras elasticas, constituindo a MEC fibrilar; 2) as cadeias de heteropolis-
sacarideos da classe das glicosaminoglicanas (GAGs), sendo que as sulfatadas es-

tao ligadas covalentemente a proteinas na forma de proteoglicanas e as glicoprotei-



nas adesivas, tais como fibronectina, laminina, entactina, vitronectina, trombospon-
dina, entre outras, constituindo a MEC fundamental, antigamente denominada
‘substancia fundamental amorfa’ (Hay, 1991; Alberts et al., 1997).

Dentre as glicoproteinas adesivas, a laminina possui a fungdo principal de
adesdo de células epiteliais a 1amina basal, enquanto que a fibronectina apresenta
basicamente a funcdo de promover a adesdo de células ndo-epiteliais @ MEC e per-

mitir o deslocamento ou movimento celular pela matriz (Alberts, 1997).

1.2.1 Laminina

A laminina é uma das primeiras proteinas da matriz extracelular sintetiza-
das pelo embrido. Nos estégios iniciais do desenvolvimento, a 1amina basal constitui-
se principalmente de uma rede de laminina. Esta glicoproteina é formada por um
complexo grande e flexivel, constituido por trés cadeias polipeptidicas muito longas,
organizadas na forma de uma cruz assimétrica. Como muitas outras proteinas de
matriz extracelular, contém varios dominios funcionais que, nas laminas basais, in-
teragem com as moléculas de colageno tipo IV, com o perlecan - proteoglicana he-
paran-sulfato - e com a entactina. Outros dominios ligam-se a receptores protéicos
para laminina localizados na superficie das células, as integrinas. Da mesma forma
que o colageno tipo IV, as moléculas de laminina podem formar auto-agregados in
vitro, constituindo uma estrutura com aspecto de 'feltro. Esta rede se organiza princi-
palmente através de interagbes entre as extremidades dos bragos - cadeias poli-
peptidicas- da laminina. (Thomas, 1993; Biegimayer, 1986).

A laminina foi isolada pela primeira vez da lamina basal de células tumo-
“rais EHS - tumor Engelbreth-Holm-Swarm - de camundongos. Estudos de células em

cultivo- tém permitido estabelecer muitas atividades bioldgicas da laminina como,

por exemplo, proliferagéo, diferenciagdo, migragéo e, em algumas células, atividade



regulatéria da expressdo génica (Shim, 1997). A laminina também atua como uma
proteina de adeséo de lamina basal, interagindo com superficies celulares, colageno
tipo IV, heparina e perlecan. Varios estudos tém demonstrado a presenga de lamini-
na no estroma uterino, demonstrando que esta glicoproteina esta associada com os
processos de diferenciagdo celular (lwahashi, 1996; Guillomot, 1999; Korhonen,

1997).

1.2.2 Fibronectina

A matriz extracelular contém vérias proteinas adesivas, cada uma com si-
tios especificos para outras macromoléculas da matriz, bem como sitios para re-
ceptores na superficie das células. Estas proteinas contribuem tanto na organizagao
da matriz como na ligag&o das células a ela. A primeira proteina, com essas proprie-
dades, a ser caracterizada foi a fibronectina, uma glicoproteina encontrada em todos
os vertebrados.

A fibronectina € um dimero composto de duas grandes subunidades uni-
das por um par de pontes de dissulfeto proximos as suas extremidades C-terminais.
Cada subunidade apresenta uma série de dominios funcionalmente diferentes. Cada
dominio consiste de mddulos menores, cada um repetido em série e normalmente
codificado por diferentes exons. Um procedimento classico para estudar a fibronecti-
na consiste em cliva-la por agéo enzimatica em varios dominios e determinar a fun-
¢ao de cada dominio separadamente. A proteina é tratada com baixas concentra-
¢bes de enzimas proteoliticas que clivam a cadeia polipeptidica nas regiées de co-
nexéo entre os dominios em forma de bastées deixando os dominios intactos, de
modo que suas atividades de ligagdo possam ser testadas. Desta forma, foi de-
monstrado que um dos dominios liga-se ao colageno, outro a heparina, enquantov

outro interage com receptores especificos na superficie de varios tipos celulares - as



integrinas- (Alberts, 1997).

Existem varias formas - isoformas - de fibronectina, incluindo uma deno-
minada fibronectina plasmatica, que é soluvel e circula no sangue e outros liquidos
corporais. A fibronectina plasmatica participa da coagulagédo sanglinea e cicatriza-
cao de lesbes. Todas as outras isoformas se distribuem preferencialmente na supér-
ficie celular e s&o encontradas na matriz extracelular como filamentos altamente in-
soluveis. Em ambos os casos, os dimeros de fibronectina sédo intercruzados uns aos
outros por pontes de dissulfeto adicionais. Isoformas de fibronectina produzidas no
embrido e em cicatrizacao de lesées sdo formas apropriadas especialmente para
promover a migracdo e proliferagdo celulares, necessarias ao tecido em desenvolvi-
mento e sob reparo (Hynes, 1986).

Todas as isoformas de fibronectina sdo codificadas por um unico gene,
sendo esse formado por cerca de 50 quilobases e 50 exons de tamanhos seme-
Ihantes. Na transcricdo desse gene, forma-se uma grande molécula de RNA, que é
submetida a um mecanismo de processamento denominado splicing alternativo. O
processamento se da em trés regides diferentes, dependendo do tipo de célula e do
estagio de desenvolvimento celular. Em humanos, o processamento origina cerca de
20 RNA mensageiros diferentes, cada um codificando subunidades diferentes de
fibronectina. O splicing alternativo provavelmente permite que a célula produza o tipo
de fibronectina mais adequado para as necessidades do tecido (Alberts, 1997).

A fibronectina, além de ser importante para a adesao das células & matriz,
também participa da migragéo celular em embrides de vertebrados. Grandes quanti-
dades de fibronectina sdo encontradas, por exemplo, ao longo da via de migrag&o
de células do mesoderma durante a gastrulagéo de anfibios. A migragdo destas ce-
lulas pode ser inibida injetando-se varios ligantes como, por exemplo, anticorpos

contra fibronectina, que interferem na capacidade das células ligarem-se a fibronec-



tina. Isto indica que a fibronectina provavelmente promove a migragéo celular auxili-
ando as células a fixarem-se a matriz. Acredita-se que o efeito deve ser delicada-
mente equilibrado de modo que as células migrantes possam aderir a matriz sem
ficarem imobilizadas (Alberts, 1997).

Rider et al.(1992) e Babiaz et al.(1996) relatam em seus estudos que dife-
rentes isoformas de fibronectina poderiam participar da decidualizagdo do endomé-

trio de ratas.

1.3 MATRIZ EXTRACELULAR DO ENDOMETRIO

Os primeiros estudos referentes a matriz extracelular do endométrio tive-
ram sua ateng&o voltada para o conteldo de colageno. Harkness e Harkness (1954,
1956) e Montfort e Perez-Tamayo (1961) demonstraram por métodos bioquimicos
que a quantidade de colageno no Utero total - endométrio e miométrio - de ratas,
aumenta progressivamente durante a gestag&o. Fainstat (1963) e Lobel et al. (1965,
1967) observaram que, nas areas em decidualizacdo, ha substituicdo de feixes de
fibrilas de colageno por fibras reticulares, que formam uma delicada malha reticular
entre as células deciduais.

Iwahashi et al. (1996) demonstraram, através de estudos imunocitoquimi-
cos, que colagenos do tipo |, lll e VI estavam difusamente distribuidos no estroma do
endomeétrio durante o ciclo menstrual humano. O colageno tipo IV e laminina foram
localizados exclusivamente na lamina basal das glandulas endometriais e nas pare-
des dos vasos sanguineos durante as fases proliferativa e secretoria do ciclo. En-
tretanto, no endométrio decidualizado, colageno tipo IV e laminina foram identifica-
dos apenas na regiao pericelular do estroma endometrial.

Durante a gestagcio de camundongos, ha modificagdes no arranjo e distri-

buicdo dos componentes fibrilares da matriz, com consideravel diminuigdo de fibrilas
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de colageno, principalmente no estroma subepitelial durante o 4° DG. O componente
fibrilar reaparece nos 5°, 6° e 7° dias de gestagdo como fibras reticulares (Martello e
Abrahamsohn, 1983). A diminuicdo da quantidade de fibrilas de coldgeno poderia
facilitar a transformagé&o das células estromais em células deciduais (Fainstat, 1963).
Zorn et al. (1986) observaram ao microscopio eletronico que, no 2° DG de camun-
dongos, os fibroblastos endometriais apresentam vacuolos citoplasmaticos contendo
fibrilas de colageno. Posteriormente, esses autores detectaram vacuolos semelhan-
tes no citoplasma de células deciduais no 7° DG. Nesses vacuolos foi detectada ati-
vidade de fosfatase 4cida indicando que, apos a fagocitose, ocorre digestdo intrace-
lular destas fibrilas (Zorn et al., 1989). Esses dados constituiram a primeira forte in-
dicag&o da ocorréncia de uma remodelagdo de componentes da matriz extracelular
da decidua.

Além do- interesse para a reprodugdo animal, a decidua € um modelo
muito interessante do ponto de vista da biologia celular (Abrahansonhn, 1989;
Abrahamsohn e Zorn, 1993). Sabe-se que as células deciduais de camundongo
continuam a sintetizar e secretar colageno como o faziam antes de se transformarem
(Oliveira et al., 1991). Além da sintese, ha também fagocitose de coldgeno resultan-
do em uma remodelagdo do endométrio necessaria para abrigar o embrido (Bijovsky
et al., 1992; Zorn et al., 1989; Zorn et al., 1990). H& modificagdes da matriz extrace-
lular do endométrio representadas por um grande espessamento de fibrilas colage-
nas (Zorn et al., 1986; Alberto-Rincon et al., 1989). Em um estudo recente, Soares
Greca et al. (2000) detectaram, apds emprego de coloragéo citoquimica com azul
cuprolinico e tratamento enziméatico com glicosidases, a presenga de proteoglicanas
ricas em dermatan-sulfato associadas com as fibrilas de colageno espessas que

ocorrem na decidua de camundongo.
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Varios autores relataram a presenga de um material amorfo de aspecto
floculento e densidade homogénea entre as células deciduais associado as fibrilas
de colageno (Jollie e Bencosme, 1965; Enders e Schlafke, 1967; Brokelman e B|
ggers, 1979). Carson et al. (1987); Zorn et al. (1995) mostraram, em experimentos
in-vivo e in-vitro, através da incorporagdo de glicosamina triciada, que ocorre um
acentuado aumento da sintese de &cido hialurdnico no dia da implantagéo do blas-
tocisto, ocorrendo um pico no 4° DG, na linhagem de camundongos por eles estuda-
da. Dutt et al. (1986) sugeriram que a sintese de hialuronatos acompanha a resposta
decidual facilitando a invasdo do trofoblasto. Segundo os autores, o &cido hialuroni-
‘co nao foi detectado no endométrio virgem. Porém, observou-se grande quantidade
dessa glicosaminoglicana nos dias 4, 5 e 6 da gestagéo, diminuindo no 7° DG (Zorn
et al., 1995; Greca, 1996). Por outro lado, as demais glicosaminoglicanas permane-
cem em niveis basais. Greca et al. (1998), através de estudo citoquimico ultraestru-
tural com a utilizaco do corante catidnico safranina O, descreveram uma importante
variagdo quanto & distribuicdo de proteoglicanas durante a decidualizagéo de ca-
mundongos. Esses dados indicam que as proteoglicanas estéo de alguma maneira
envolvidas com o processo de decidualizagdo e implantagéo do blastocisto.

Sitios contendo heparan-sulfato foram localizados por imunofiuorescéncia
na superficie de células deciduais humanas (Kisalus e Kerr, 1988). Ao redor destas
células ha uma deposicdo de material amorfo semelhante a lamina basal. Outros
estudos, também com imunofluorescéncia em células deciduais cultivadas de ratas,
revelaram a presenca de laminina, colageno tipo IV e heparan-sulfato na superficie
da célula. (Charpin et al., 1985; Wever et al., 1986). Ha indicagbes indiretas de que a
célula decidual de alguns roedores esteja envolvida na produgéo destas moléculas
(Wewer et al., 1985; Glasser et al., 1987). Entretanto, néo foi descrita estrutura se-

melhante em camundongos-fémeas. Nesses animais aparecem placas eletronden-



12

sas ligadas a superficie das células deciduais no 5° DG e também nas células pré-
deciduais. Estas placas de superficie celular apresentam coloragéo positiva apds
tratamento com Vermelho de Ruténio e Safranina O (Greca et al., 1998). Ha suges-
tdo de que possam representar sitios de heparan-sulfato e que possam estar envol-
vidas na formacé&o de juncdes intercelulares (Abrahamsohn e Zorn, 1993).

Andlises radioautograficas de incorporacdo de sulfato radioativo (S*),
mostraram que as células deciduais de fémeas de camundongos sintetizam e se-
cretam moléculas sulfatadas para o espago extracelular (Carvalho, 1989). Analises
bioquimicas complementares mostraram que ha sintese de glicosaminoglicanas
sulfatadas pelas células deciduais, tais como dermatan-sulfato, heparan-sulfato e
condroitin-sulfato. Contudo observou-se que a proporgéo relativa destas moléculas
nao se modifica durante os 5°, 6° e 7° DG. Entretanto, tanto a sintese como a quan-
tidade destas moléculas sdo maiores no endométrio nuliparo do que no gravido
(Zorn et al., 1995).

De acordo com Toole (1981), cada estagio de diferenciagdo de um tecido
pode ser caracterizado pela presenga de diferentes proteoglicanas sulfatadas. Se-
gundo relatos feitos por Greca (1996); Zorn et al. (1995) e Greca et al. (1998), é pos-
sivel que, em cada estagio de transformagdo das células do estroma endometrial,
intervenha um complemento caracteristico de proteoglicanas sulfatadas, bem como
de dlicoproteinas estruturais da matriz extracelular, que poderiam estar atuando
como uma barreira seletiva a passagem de pequenas moléculas na matriz extrace-
lular no controle da adeséo entre as células como também na retengéo de agua.

Com relagdo as glicoproteinas estruturais, ao nosso conhecimento, s&o
escassas as informagdes acerca da fibronectina no endométrio. Os poucos trabalhos
ja publicados referem-se a resultados obtidos exclusivamente em endométrio de ra-

tas. Apesar disto, autores como Glasser et al. (1987) e Barbiaz et al. (1996) procura-
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ram determinar a presenga e o papel da fibronectina, sugerindo que as modificagdes
na organizagao desta molécula no endométrio e a remodelagdo que o endométrio
apresenta durante a decidualizagdo, sdo conseqiéncia da modulagdo da expresséo
génica para a fibronectina.

Uma vez que a decidua e o deciduoma apresentam regides constituidas
por células em diferentes estagios de transformacéo, torna-se necessario realizar
uma abordagem in situ para determinar o padréo de distribuicéo e localizag&o destas
glicoproteinas. Estudos bioquimicos em Utero total podem néo refletir estas possi-
veis diferencas regionais. E necessario identifica-las ao longo dos vérios estagios
desse processo dinamico, através de metodologias que permitam compreender a
distribuigéo e localizagdo dessas moléculas nos varios estagios da decidualizagéo.

A decidualizagdo providencia um 6timo modelo para o estudo de intera-
¢bes reciprocas entre as células e os componentes da matriz extracelular, uma vez
que a decidua apresenta rapida diferenciagdo e maturagdo. E importante destacar
que este estudo ira aprofundar o conhecimento da matriz extracelular fundamental
durante a gestacao e a pseudogestacéo, uma vez que nesta ultima n&o ha presenca
do embri&o. Pouco se sabe até hoje do papel exato - se é que existe - desempenha-
do pelo blastocisto no processo de formagdo da decidua, a ndo ser a capacidade
das células trofoblasticas em fagocitar células deciduais mortas ou fragmentos des-
tas para nutrir o embrioblasto em crescimento.

Além disso, conhecendo a biologia da decidua, é possivel admitir que
muitos fendmenos que acompanham a decidualizagdo possam estar relacionados
com a composi¢do da matriz extracelular fundamental. O conjunto de eventos que
ocorrem durante a decidualizagédo faz com que o estudo desta matriz adquira pers-
pectivas ainda mais amplas, uma vez que esta estabelecida a participagdo da matriz

extracelular em fendmenos semelhantes em outros modelos biologicos.
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1.4 IMUNOCITOQUIMICA

Ha cerca de 50 anos ja se utiliza o principio de que anticorpos podem ser
usados como agentes marcadores em estudos de biologia celular e tecidual. As pri-
meiras aplicagdes foram centradas na detecgdo de antigenos microbianos presentes
em tecidos. Nas técnicas mais recentes, utilizam-se anticorpos policlonais e mono-
clonais para estudos diversos como, por exemplo, a diferenciagéo celular durante o
desenvolvimento embrionario e em analises histopatolégicas eletivas.

A imunocitoquimica é, por definigdo, a identificagdo ou coloragéo especifi-
ca de um determinado constituinte celular ou tecidual in situ. Esta coloracdo se ma-
nifesta através da interagéo especifica de uma determinada molécula do tecido, ge-
nericamente conhecida como antigeno, com uma gamaglobulina da classe das
imunoglobulinas, o anticorpo. A este Cltimo pode ser acoplado um cromégeno que
se torna visivel em microscopia de luz ou eletrdnica.

Coons (1941) introduziu a técnica da imunofluorescéncia, utilizando anti-
corpos conjugados com corantes fluorescentes, como a rodamina e a fluoresceina.
Entretanto, devido a diversas limitagdes, esta técnica deixou de ser utilizada por cer-
ca de 20 anos. Alguns anos mais tarde, foi introduzido o método imunocitoquimico
indireto, muito mais sensivel e com maiores vantagens. Nesse procedimento, o anti-
geno é primeiramente acoplado a um anticorpo especifico - rotineiramente denomi-
nado de anticorpo primario - e a esse, por sua vez, é acoplado um segundo anticor-
po - 0 anticorpo secundario - conjugado a um cromdgeno.

Gragas aos avangos nas técnicas bioquimicas de purificacdo de molécu-
las biologicas, os anticorpos utilizados para estudos imunocitoquimicos apresentam
alta especificidade e também alta afinidade para com o antigeno de interesse, como
acontece com os anticorpos monoclonais. Esses dois fatores garantem um baixo

nivel de reagGes falso-positivas. A afinidade de um determinado anticorpo é definida
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pelo seu poder de ligagao ao sitio especifico da molécula do antigeno. O titulo de
um anticorpo expressa a concentragdo de determinada imunoglobulina no soro imu-
nizado, sendo a medida da mais alta diluigdo que ainda pode ser visivel com a pre-
cipitagdo do complexo formado pelo antigeno-anticorpo.

Além desses aspectos, deve-se acrescentar que a utilizagdo de controles
nas coloragbes imunocitoquimicas é essencial para determinar a especificidade da
coloragao. Um anticorpo, seja ele policlonal ou monoclonal, deve reagir somente
com a molécula especifica da organela, célula ou tecido desejado. Em geral, faz-se
o controle da reagdo imunocitoquimica indireta incubando-se o mesmo corte do teci-
do com uma solugdo ausente do primeiro anticorpo. Com a omissdo do anticorpo
primario, nenhuma reagdo devera ocorrer no tecido. Comparando-se as mesmas
areas do tecido-controle com as do tecido incubado na presenca do anticorpo, tém-
se a precisa localizagdo da molécula que se deseja encontrar.

Para a evidenciagdo da reagdo imunocitoquimica, costuma-se conjugar os
anticorpos com substancias marcadoras, os cromégenos. Como exemplos mais roti-
neiros, utilizam-se enzimas - peroxidase -, fluorocromos - fluoresceina, rodamina,
vermelho Texas e ficoeretrina - e ferritina e ouro coloidal, comumente utilizado para
estudos de imunocitoquimica em microscopia eletrénica.

O uso de marcadores enzimaticos veio substituir o componente fluores-
cente pelo complexo imunoglobulina-peroxidase. A peroxidase é uma enzima que se
torna ativada na presenga de peroxido de hidrogénio - 4gua oxigenada -, transferin-
do elétrons para uma substancia que se acopla a reagdo. O resultado da agdo da
enzima € uma reag&o citoquimica, cujo produto precipitado insoltvel no sitio de in-
teracéo antigeno-anticorpo adquire cor. Dentre estas substancias, podemos citar a
diaminobenzidina e a fosfatase alcalina. O cromégeno mais comumente utilizado

para o sistema peroxidase é a 3,3'-diaminobenzidina (DAB). Este composto, na pre-
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senga da peroxidase e do peroxido de hidrogénio, forma um precipitado cuja colora-
¢ao varia do preto ao marrom-claro. O precipitado é insoltvel em alcoois e xileno, o
que permite obter laminas permanentes, o que se constitui numa vantagem com re-
lagéo ao uso de fluorescentes - que geralmente perdem sua atividade de fluorescén-
cia em pouco tempo. A desvantagem da imunoperoxidase é a possibilidade de se
evidenciar enzimas enddgenas do tecido, que podem mascarar a coloragéo especifi-
ca.

Outro fator crucial para a obtengdo de bons resultados imunocitoquimicos
corresponde ao fixador empregado no processamento do tecido em questéo. O fixa-
dor ideal deve sempre desempenhar duas fungdes: 1) preservar a morfologia das
estruturas celulares; 2) prevenir a perda ou migragdo dos antigenos. Infelizmente as
solugdes fixadoras que promovem étima preservagdo morfolégica podem, ao mesmo
tempo, minimizar as propriedades antigénicas do tecido. Em geral observa-se redu-
¢ao de antigenicidade a medida que se promove aumento de concentragdo do fixa-

dor (Mao, S.Y. et al., 1994).
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2 OBJETIVOS

A revisgo da literatura apresenta varios estudos acerca da matriz extra-
celular fibrilar e fundamental do endométrio durante a gestagéo de roedores, especi-
almente em ratas. O presente estudo procura elucidar uma relevante questao dentro
do amplo contexto que o fendmeno da decidualizagdo apresenta: Como € a distri-
buicao e qual a localizag&o das glicoproteinas estruturais laminina e fibronectina du-
rante a gestacdo e pseudogestagdo em camundongos, uma vez que nesta ultima o
blastocisto esta ausente? Para responder esta questdo, os objetivos propostos para
este trabalho foram:

1) Obter decidua e deciduoma de camundongos, e adequar a metodolo-
gia imunocitoquimica para o estudo da laminina e fibronectina;

2) Compreender a distribuicao das glicoproteinas laminina e fibronectina
em relagdo aos componentes do endométrio decidualizado, através da imunoperoxi-
dase;

3) Comparar os resultados obtidos com aqueles relatados pela literatura
pertinente para compreender o papel biologico destas glicoproteinas nos processos

de decidualizacao natural e induzida artificialmente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados cinco grupos de animais, cada um formado por 5 ca-
mundongos fémeas (Mus musculus var. Suigo-Albino). Todos tinham cerca de trés
meses de idade e peso médio de 30g. A divisdo dos grupos de animais foi realizada
da seguinte maneira:

Grupo I: formado por animais ndo-gravidos em estro;
Grupo II: formado por animais gravidos no-dia 5 da gestagéo;
Grupo lll: formado por animais gravidos no dia 7 da gestagéo;

Grupo IV: formado por animais pseudogravidos no dia 5 da pseudogestacéo;

o b~ Db =

Grupo V: formado por animais pseudogravidos no dia 7 da pseudogestagéo.

Para a obtencdo de fémeas gravidas, foram utilizados 10 camundongos
machos férteis - mantidos em gaiolas separadas - enquanto que, para a obtengdo de
fémeas pseudogravidas, utilizamos 10 camundongos machos vasectomizados. To-
dos os machos tinham em média seis meses de idade. Todos os animais eram pro-
venientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Parana, onde recebiam alimento convencional e agua ad libitum. Além disso, todos
os camundongos receberam um suprimento adicional de alimento constituido de

milho, girassol e aveia na proporgéo 3:1:1.

3.2 VASECTOMIA DOS CAMUNDONGOS MACHOS PARA INDUGAO DA PSEUDOGESTAGAO

Um grupo de 10 camundongos machos foi submetido, apds anestesia
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apropriada, 3 cirurgia de ligamento total dos ductos deferentes - vasectomia. Apos 0
procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos individualmente em gaiolas onde
recebiam agua, ragao convencional e complemento alimentar, por um periodo de 30
dias. Apds esse periodo, para certificar-se de que o processo cirdrgico tinha sido
eficaz - controle da vasectomia -, trés camundongos fémeas foram colocadas nas
gaiolas dos machos vasectomizados para acasalamento. Uma vez verificada a pre-
senca da rolha vaginal — indicativo de que houve acasalamentno -, as fémeas foram
mantidas em gaiolas separadas do plantel original pelo periodo de quinze a vinte-e-
um dias, onde era observado se havia indicios de gravidez. Apos esse periodo, 0s
camundongos cuja vasectomia tinha sido eficaz, tornaram-se aptos a integrar o

plantel e passaram a ser utilizados na obtengdo de fémeas pseudogravidas.

3.3 ACASALAMENTO PARA OBTENGAO DE FEMEAS GRAVIDAS E PSEUDOGRAVIDAS

Uma vez obtido o plantel de machos vasectomizados, camundongos-
fémeas nuliparas foram acondicionadas em gaiolas com machos, na proporgéo 3:1
durante o periodo noturno. A mesma proporgio de fémeas nuliparas foi acondicio-
nada nas gaiolas com machos férteis.

Pela manh&, em torno das 08:00h, as fémeas eram examinadas para ve-
rificacdo da presenca da rolha vaginal. Nos camundongos, a rolha vaginal € um indi-
cativo de que houve acasalamento e, portanto, marca o inicio da gestagéo ou da
pseudogestagdo. O dia da presenga da rolha vaginal foi considerado como o primei-

ro dia da gestagado (DG) ou da pseudogestagéo (DPG).

3.4 INDUGAO DA DECIDUALIZAGAO

Na tarde do dia 4 da pseudogestag&o - por volta das 15:00 h -, as fémeas

pseudogravidas, sob anestesia apropriada, tiveram seus cornos uterinos expostos
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através de método cirdrgico (segundo descricdes de Finn e Keen, 1963; Andrade,
1993; Monice, 1998). Cada corno uterino recebeu, na altura da jung&o utero-tubal, a
injecdo de 30ul de 6leo de améndoa purificado (Laboratério Weleda), como estimulo
para a decidualizagdo. Apds esse procedimento, os animais eram convenientemente
mantidos no laboratério até se recuperarem totalmente da anestesia. Uma vez ob-
servada sua total recuperagéo, as fémeas eram mantidas no Biotério até a proxima

etapa do trabalho.

3.5 LOCALIZAGAO DOS SiTIOS DE DECIDUALIZAGAO

| As fémeas pseudogravidas que haviam recebido a injegdo intra-uterina de
6leo de améndoa foram sacrificadas nos dias 5 e 7 da pseudogestagdo. O mesmo
aconteceu com as fémeas gravidas nos mesmos dias de gestacgao.

Em ambos os casos, os cornos uterinos foram dissecados e processados
para metodologia histolégica. Para os animais no dia 5 da gestagédo ou da pseudo-
gestacgéo, utilizamos a técnica preconizada por Psychoyos (1961) e por Finn e McLa-
ren (1967) para permitir a dissecagéo e o isolamento dos sitios decidualizados. Esta
técnica consiste em injetar na veia da cauda do animal 15ul do corante Azul de
Evans a 0,1% diluido em solug&o salina. Apos vinte minutos, os animais eram sacri-
ficados por deslocamento cervical e os cornos uterinos cirurgicamente expostos para
remogao dos sitios decidualizados.

O corante injetado na corrente sanglinea do animal evidencia os sitios
decidualizados que aparecem como faixas azuladas ao longo do utero. Esse pro-
cesso, conhecido como Reagéo de Pontamina, evidencia o aumento da permeabili-
dade vascular nas areas do endométrio onde esta ocorrendo a reacgéo decidual
(Abrahamsohn e Zorn, 1993). Os sitios decidualizados das fémeas pseudogravidas

correspondem as regiées do endométrio onde ocorreu decidualizagdo como res-
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posta ao estimulo desencadeado pelo éleo injetado. Os sitios de implantag&o das
fémeas gravidas correspondem aos locais onde houve a implantacéo dos blastocis-
tos.

Apoés a dissecacgdo, os cornos uterinos foram removidos, lavados em PBS
-Phosphate Buffer Saline - 0,1M pH 7,4 e imersos na solugéo fixadora de metacan.
Durante a fixagdo, com o auxilio de um microscopio estereoscépico, os sitios de de-
cidualizagdo foram isolados das regides onde ndo houve reagdo de Pontamina, sen-
do em seguida seccionados transversalmente com o uso de lamina de barbear e
mantidos no mesmo fixador por um periodo maximo de trés horas a temperatura
ambiente.

A partir do dia 6, os sitios de decidualizagéo, ja apresentam dimensbes
gue permitem sua observagao a olho desarmado, tendo sido, portanto, desnecessa-
ria a utilizagcdo do Azul de Evans. Desta forma, sitios do dia 7 foram apenas disseca-
dos e seccionados sob microscopio estereoscopico.

Os cornos uterinos das fémeas em estro foram colhidos, seccionados
transversalmente e submetidos ao procedimento histolégico.

Toda a utilizagdo dos animais respeitou as normas e codigos de ética vi-
gentes no pais, que tratam do manuseio de animais de laboratdrio, sendo que a
quantidade de animais utilizada foi aquela estritamente necessaria para a realizagao
deste trabalho, e a metodologia anestésica foi adotada de forma a evitar sofrimento

aos animais.

3.6 PROCEDIMENTO PARA FIXAGAO E EMBLOCAGEM EM PARAFINA

As secgdes uterinas foram fixadas na solugéo fixadora de Metacan con-

forme o protocolo abaixo:

1. Fixag&o em solugdo de metacan (metanol a 60%, cloroférmio a 30% e
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acido acético glacial a 10%) durante um periodo méximo de 03 horas em

temperatura ambiente;

2. Desidratag&o: trés banhos de 30 minutos cada em etanol absoluto em

temperatura ambiente;

3. Banho overnight em mistura de etanol absoluto + xileno (v/v) em tempe-

ratura ambiente;

4. Diafanizag&o: dois banhos de trinta minutos cada em xileno em tempera-

tura ambiente;
Impregnag&o em parafina liquida a 58°C por 03 horas;
Emblocagem em nova parafina;

Microtomia (cortes de S5um);

© N o o

Pescagem de dois a trés cortes em laminas limpas cobertas com solucéo

adesiva de Poli-L-Lisina (Sigma Co.);

9. Coloragao rotineira de uma lamina de cada sitio de implantacéo pela he-

matoxilina e eosing;

10. Processamento imunocitoquimico.

3.7 PROCEDIMENTOS PARA IMUNOCITOQUIMICA

Como ja nos referimos na Introducdo deste trabalho, os métodos imuno-
citoquimicos utilizam anticorpos especificos para detectar moléculas nos tecidos. No
presente estudo foi utilizado o método genericamente denominado ‘Imunoperoxidase
em Microscopia de Luz'.

Cortes de sitios de decidualizagdo de deciduoma foram inicialmente rei-
dratados, lavados em PBS e incubados na presenga da enzima tripsina a 0,01% di-
luida em PBS. Os cortes de sitios de nuliparos e de implantacdo de decidua passa-
ram pelo mesmo processo, porém sem incubagdo com tripsina.

Os cortes foram em seguida incubados em solugdo de PBS adicionado
com peroxido de hidrogénio para inibigdo da atividade de peroxidases endogenas do

tecido. A seguir, foram incubados em meio contendo PBS/BSA a 10% (Bovine serum
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albumine, Sigma Co.) para impedir marcagdo inespecifica. Seguiu-se a incubagéo
com anticorpos policlonais para laminina e fibronectina em diluigdo determinada para
cada anticorpo: 1:400 para laminina e 1:500 para fibronectina. A incubagéo foi reali-
zada em camara umida por um periodo ndo superior a 16 horas, a temperatura de
4°C. O anticorpo anti-laminina foi produzido e gentiimente cedido pelo Instituto Lu-
dwig de Pesquisa para o Cancer, Sdo Paulo, e o anti-fibronectina foi produzido e
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Silvio Sanches Veiga (Laboratério de Matriz Extra-
celular, Departamento de Biologia Celular, UFPR).

Apds esse periodo, os cortes foram novamente lavados em PBS e reali-
Zou-se a segunda incubagdo utilizando-se anticorpo anti-lgG de coelho - diluigao
1:1000 em PBS - . A incubag&o foi realizada num periodo n&o superior a 2 horas em
camara umida a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram submetidos a
revelagdo da peroxidase utilizando-se solugédo de diaminobenzidina a 0,05% (DAB)
em PBS contendo perodxido de hidrogénio, por um periodo maximo de 10 minutos.

O protocolo geral para a imunoperoxidase foi:

1. Reidratag&o dos cortes em banhos de gradagado decrescente de etanol;
2. Banho em agua destilada;
3. Banho em PBS;

4. Digest&o em tripsina a 0,01% pH 7,8 por 10 minutos em temperatura ambi-
ente - apenas para os cortes de deciduoma;
e Solugéo de tripsina (Sigma Co):15mg de tripsina, 134mg de cloreto de cal-
cio em 100ml de PBS 0,01 M, pH 7 4.

5. Lavagem em dois banhos de PBS de 5 minutos cada;

6. Blogueio da peroxidase endégena em solugdo contendo 900 pl de peréxido
de hidrogénio a 30% em 30 ml de PBS, durante 30 minutos, em temperatura

ambiente;

7. Dois banhos de PBS de 5 minutos cada;
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11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

. Blogueio dos sitios antigénicos inespecificos em PBS/BSA a 10%, por 30 mi-

nutos, temperatura ambiente;

. Incubagéo dos cortes com anticorpo primério (anti-laminina na diluicdo de

1:400 e anti-fibronectina na diluigdo de 1:500) em PBS/Tween a 0,3% por 16

horas a 4°C.;
Dois banhos de PBS de 5 minutos cada;

Incubagdo com anticorpo secundario anti-IlgG de coelho conjugado com pero-

xidase (diluigdo 1:1000) em PBS por duas horas em temperatura ambiente;
Dois banhos de PBS de 5 minutos cada;

Revelacéo da peroxidase em solugdo contendo 5mg de 3,3-diaminobenzidina
(Sigma, Co.) diluida em 10 ml de PBS 0,01M pH 7,4, adicionada com 6pl de

peroxido de hidrogénio a 30%, durante 5 minutos, em temperatura ambiente;
Trés banhos de PBS de 5 minutos cada;

Dois banhos de agua destilada de 5 minutos cada;

Contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer por 90 segundos;

Banho em agua corrente por 10 minutos;

Desidratagdo em gradacgédo crescente de etanol;

Montagem em resina sintética entellan (Merck).
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Alguns cortes foram incubados na auséncia do anticorpo primario e servi-

ram como controle negativo da reagido. Cortes de determinados 6rgéos — rim, pul-

mao e intestino grosso — e de tumor EHS foram processados conjuntamente e servi-

ram como controle positivo a presenga de laminina e fibronectina.

Apés a revelagdo, os cortes foram contra-corados com hematoxilina

de

Mayer, desidratados e montados em resina sintética entellan (Merck). As analises e

os registros fotograficos foram obtidos em filme Kodak ASA-100 com fotomicroscé-

pio Olympus do Servigo de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFPR, sob

coordenacéo da Prof? Dr? Gisele Bordignon.
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4 RESULTADOS

4.1 ENDOMETRIO NULIPARO

4.1.1 Morfologia do Endométrio Nuliparo na Fase Estro

- Para a andlise da estrutura histolégica do estroma do utero nuliparo, utili-
zamos cortes transversais de utero de camundongo fémea nao-gravida na fase estro
do ciclo estral.

Nos cortes de utero nuliparo submetidos a coloragéo pela hematoxilina e
eosina pode-se observar um amplo limen uterino, caracteristico da fase estro. O
endométrio era revestido por um epitélio simples colunar apoiado sobre um estroma
de tecido conjuntivo frouxo (Figuras 1A, 1B e 2A). O estroma apresentava grande
quantidade de matriz extracelular e células, principalmente fibroblastos endometriais,
além de glandulas tubulosas endometriais (Figuras 1B, 1C e 1D). Externamente ao
endometrio, encontram-se duas camadas de células musculares lisas que comp&em
o miomeétrio (Figuras 1A e 2A). Em visdo panoramica, observa-se a regido mesome-
trial, voltada para o mesométrio e a regido antimesometrial, situada no lado oposto

ao mesométrio (Figura 1A).



FIGURA 1

ESTRUTURA HISTOLOGICA DO ENDOMETRIO NULIPARO

1A - Visdo panoramica de corte transversal de Utero nuliparo. Observar a presenca
de numerosas glandulas endometriais (setas). Externamente circundando o
estroma endometrial (e), observa-se um cinturdo de células musculares lisas,
constituindo o miométrio (m). Internamente nota-se a presenga de um amplo
lumen (lu) delimitado por um epitélio de revestimento (ep). ram= regido anti-

mesometrial; rm= regido mesometrial; me= mesométrio. 55,1x. Coloragcéo he-
matoxilina e eosina (HE).

1B - Maior aumento da regido antimesometrial do endométrio nuliparo. Observar as
glandulas endometriais (ge) com lumens dilatados, caracteristicos da fase es-

tro do ciclo estral. O estroma endometrial (e) € constituido por tecido conjunti-
vo frouxo. m= miométrio. 257,8x. HE.



4.1.2 Documentagao fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendas das Figuras 1A e 1B)




1C — Detalhe da regido antimesometrial. ge= glandulas endometriais; e= estroma
endometrial. 551,7x. HE.

1D — Detalhe do estroma uterino, observar os diversos tipos celulares com predomi-
nio de fibroblastos endometriais (seta). 1379,4x. HE.
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4.1.3 Distribuigao de Laminina e Fibronectina no Endométrio Nuliparo

Nos cortes de utero nuliparo incubados na presenga do anticorpo policlo-
nal anti-laminina, pode-se observar, no estroma uterino, a auséncia desta glicopro-
teina (Figura 2C e 2C-Encarte).

Entretanto, uma situagéo totalmente oposta ocorre com os cortes incuba-
dos na presenga do anticorpo policlonal anti-fibronectina. A forte positividade indica
a presencga de grande quantidade de fibronectina no endométrio (Figura 2D e 2D-

Encarte).



FIGURA 2

DISTRIBUIGAO DE LAMININA E FIBRONECTINA NO ENDOMETRIO NULIPARO

2A - Corte transversal sequencial da regido antimesometrial do utero. e=estroma
endometrial; m= miométrio; lu= limen. 137,9x. HE.

2B - Controle negativo incubado na auséncia do anticorpo priméario. A especifidade
da reagdo imunocitoquimica é constatada pela inexisténcia de positividade
inespecifica. e= estroma endometrial; m= miométrio; lu= ltmen. 137,9x. HE.
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4.1.4 Documentacdo Fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendas das Figuras 2A e 2B)




2C - Corte incubado na presenga do anticorpo policlonal anti-laminina. Identifica-se
a auséncia da glicoproteina no estroma endometrial () € no miométrio (m).
137,9x.

Encarte: Grande aumento do estroma. 551,7x.

2D - Corte incubado na presenga do anticorpo policlonal anti-fibronectina. O endo-
métrio nuliparo apresenta forte positividade para a fibronectina. 137,9x.
Encarte: Detalhe do estroma endometrial mostrando que a fibronectina apre-
senta uma distribuigdo homogénea em torno das células. 551,7x.



(Verso da pagina anterior: Legendas das figuras 2C e 2D)
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4.2 DIA 5 DA GESTAGAO E PSEUDOGESTAGAO

4.2.1 Morfologia da Decidua e do Deciduoma

Os cortes transversais corados pela hematoxilina e eosina da regido anti-
mesometrial do Utero gravido e pseudogravido no dia 5 apresentaram uma organiza-
céo histolégica muito semelhante, ou seja, na regido imediatamente vizinha ao IU-
men uterino - proximo & camara de implantagdo do blastocisto ou de contato com
6leo de améndoa - identificam-se facilmente as trés regides de células em diferentes
estagios de diferenciagéo: 1) a regido de células deciduais maduras; 2) a regido de
células pré-deciduais; 3) a regido de células ndo-decidualizadas (Figuras 3A e 3B).

A regiao de células deciduais maduras corresponde a primeira camada de
células encontradas subjacente a luz uterina. E constituida de células volumosas,
compactadas e mesmo polinucleadas. Os nucleos apresentam varios nucléolos evi-
dentes. Os espacos intercelulares sao reduzidos (Figuras 3C, 3C-Encarte, 3-D e 3D-
Encarte). Na periferia desta regido observa-se a regido de células pré-deciduais,
cujas células sdo menores que as maduras. Os espagos intercelulares ainda estéo
presentes. (Figuras 3E e 3G). Finalmente, nas imediagdes do miométrio, localiza-se
a regido de estroma nao-decidualizado (Figuras 3F e 3H), constituida por células
muito semelhantes aos fibroblastos observados no endométrio nuliparo. Os espagos

intercelulares s&o amplos. Tais células ndo sofreram transformagao decidual.



FIGURA 3

ESTRUTURA HISTOLOGICA DA DECIDUA E DO DECIDUOMA NO DIA §

3A - Decidua no dia 5 da gestagdo. Na regido antimesometrial & possivel identificar
trés regides de células em diferentes estagios: DM= regido de células decidu-
ais maduras; PD= regi&o de células pré-deciduais; ND= regido de células n&o-
decidualizadas. ci= camara de implanta¢do; m= miométrio. 137.9x. HE.

3B - Deciduoma no dia 5 da pseudogestagédo. Comparando esta figura com a ante-
rior, pode-se constatar uma grande semelhanga entre ambas as estruturas.
Também é possivel identificar as mesmas trés regides celulares: DM; PD e
ND. lu= lmen; ge= glandulas endometriais; m= miométrio. 55,1x. HE.
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4.2.2 Documentagdo Fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendas das figuras 3A e 3B)




3C - Decidua no dia 5 da gestagdo. As células deciduais maduras sdo volumosas,

compactadas e os espagos intercelulares séo reduzidos. ve= vénulas. 551.7x.
HE.

Encarte: Detalhe das células deciduais maduras, onde pode-se observar nu-
cleos (n) eucromaticos com nucléolos evidentes. 1379,4x. HE.

3D - Deciduoma no dia 5 da pseudogestacgédo. As células deciduais maduras apre-

sentam as mesmas caracteristicas morfolégicas daquelas observadas na deci-
dua. ve= vénulas. 551.7x. HE.

Encarte: Em grande aumento observa-se a mesma situagdo das células madu-
ras da decidua. n= nucleo.1379,4x. HE.



(Verso da pagina anterior: Legendas das figuras 3C e 3D)




3E - Decidua no dia 5 da gestacdo. Regido de células pré-deciduais. Observar que
as células pré-deciduais sdo menos volumosas e menos compactadas do que
as células deciduais maduras. 551,7x. HE.

3F - Decidua no dia 5 da gestagdo. Regido de células ndo decidualizadas. As célu-
las desta regido apresentam caracteristicas semelhantes aos fibroblastos do
endomeétrio nuliparo. ve= vénula; m= miométrio. 551,7x. HE.

3G - Deciduoma no dia 5 da pseudogestagéo. Regido de células pré-deciduais. Ob-
servar o mesmo padréo da regido equivalente da decidua. 551,7x. HE.

3H - Deciduoma no dia 5 da pseudogestagdo. Regido de células néo-
decidualizadas. Observa-se a mesma organizagdo morfolégica identificada na
decidua. 551,7x. HE.



(Verso da pagina anterior: Legendas das figuras 3E, 3F, 3G e 3H)
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4.2.3 Distribuigdo de Laminina na Decidua e no Deciduoma

Os cortes de decidua de camundongos gravidos no dia 5 incubados com
anticorpo anti-laminina mostraram positividade, ao contrario da auséncia de laminina
no endométrio nuliparo. A reagdo apresentou um padrdo semelhante para o deci-
duoma do mesmo dia (Figuras 4A e 4B).

Como mencionado no capitulo sobre Material e Métodos, os cortes do de-
ciduoma foram todos inicialmente tratados com uma solugéo proteolitica de tripsina
0,01% a 37°C durante 10 minutos, com o intuito de facilitar a exposi¢cdo dos sitios
antigénicos ao anticorpo primario. A digestdo de tripsina promove uma melhor evi-
denciacao da laminina, que forma uma estrutura semelhante & malhas na matriz ex-
tracelular (Figuras 4B, 4D e 4G).

Em aumentos maiores, pode-se observar forte marcacdo na regido de
células deciduais maduras tanto da decidua quanto do deciduoma. A positividade
estava presente a nivel intracelular (Figuras 4C e 4D) e ao nivel de lamina basal,
tanto do epitélio uterino como nas vénulas (Figura 4D).

Nas regides de células pré-deciduais - tanto na decidua de uteros gravi-
dos como no deciduoma de Uteros pseudogravidos - a reagdo também se manifes-
tou a nivel intracelular (Figuras 4E e 4G).

A Tabela 1 (p.51) identifica os graus de positividade observados.



FIGURA 4

LAMININA NA DECIDUA E NO DECIDUOMA DO DIA 5

4A - Visédo panoramica do utero gravido e decidualizado, incubado com anticorpo
anti-laminina. E possivel identificar a presenc¢a da glicoproteina no estroma
endometrial gravido, especialmente na regido pré-decidual. 55,1x.

4B - Visdo panoramica do Utero pseudogravido tratado com tripsina a 0,01% e incu-
bado com anti-laminina. Notar um padrdo de distribuicdo da glicoproteina se-
melhante ao da decidua. Notar uma redugéo na intensidade de reagéo do en-
dométrio pseudogravido. 55,1x.
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4.2.4 Documentagdo Fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendas das Figuras 4A e 4B)




4C - Regido de células deciduais maduras na decidua. As células maduras apre-
sentam marcacao especialmente intracelular (seta). 551,7x.

4D - Aumento maior da mesma regido no deciduoma. Corte tratado com tripsina a
0,01%. Da mesma forma que na decidua, as células maduras apresentam po-
sitividade intracelular (asterisco). Notar também a presencga de laminina na |a-

mina basal (seta) do epitélio uterino (eu), e lamina basal (seta) de vasos san-
glineos (vs). 1379,4x.
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(Verso da pagina anterior: Legendas das Figuras 4C e 4D)




4E - Regido de células pré-deciduais da decidua. Ha forte positividade intracelular
para laminina (seta). 551,7x.

4F - Decidua no dia 5 da gestagdo. Regido de células ndo decidualizadas. Auséncia
de marcagdo. 551,7x.

4G - Deciduoma no dia 5 da pseudogestacéo. Corte tratado com tripsina a 0,01%.
Regiao de células pré-deciduais. Comparando-se com a regido equivalente da
decidua, percebe-se a presenga de laminina nas células pré-deciduais do de-
ciduoma. A marcacéo é mais difusa e mais fraca quando comparado a decidua
5561, 7x%

4H - Deciduoma no dia 5 da pseudogestag&o. Corte tratado com tripsina a 0,01%.
Regido de células ndo-decidualizadas. Auséncia de marcagdo. 551,7x.



(Verso da pagina anterior: Legendas das Figuras 4E, 4F, 4G e 4H)
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4.2.5 Distribuigao de Fibronectina na Decidua e no Deciduoma

Nos cortes incubados com anticorpo anti-fibronectina observou-se muita
semelhanga no padréo de distribuicdo entre a decidua e o deciduoma. Em ambos os
casos evidenciou-se positividade na camada de células pré-deciduais e néo-
decidualizadas (Figuras 5A, 5B, 5D e 5F), sendo mais evidente nesta ultima, em
oposigédo ao uUtero nuliparo onde a marcagao para fibronectina é muito forte em todo
o estroma uterino (vide Figura 2D).

As regides de células deciduais maduras, tanto de decidua como de deci-
duoma, apresentaram leve positividade intracelular. (Fig. 5-C e 5-E).

A Tabela 1 (p.51) identifica os graus de positividade observados.



FIGURA 5

FIBRONECTINA NA DECIDUA E NO DECIDUOMA DO DIA 5

5A — Decidua antimesometrial. Observar o padréo de distribuicdo da fibronectina
nas trés regides da decidua: caracterizado pela discreta marcagcdo na DM,
marcagao forte nas regides PD e ND. 257,8x.

5B — Deciduoma antimesometrial tratado com tripsina a 0,01%. A distribuigdo de
fibronectina no deciduoma é muito semelhante ao observado na decidua, ou
seja, marcagéo fraca na DM e marcacéo forte nas regiées PD e ND. 257 ,8x.



4.2.6 Documentagdo Fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendas das Figuras 5A e 5B)




5C - Regido de células deciduais maduras da decidua antimesometrial. Constatar a
leve positividade a reagao (seta). 551,7x.

5D - Regido de células pré-deciduais (PD) e ndo-decidualizada (ND) na decidua
antimesometrial. Observar a positividade, principalmente na regido néao-
decidualizada. 551,7x.

SE - Regi&o de células deciduais maduras do deciduoma. Corte tratado com tripsina
a 0,01%. O tratamento enzimatico mostra a presenca da glicoproteina (seta)
no citoplasma das células maduras. 551,7x.

SF - Regido de células pré-deciduais (PD) e ndo-decidualizada (ND) no deciduoma.
Corte tratado com tripsina a 0,01%. 551,7x.



(Verso da péagina anterior: Legendas das figuras 5C, 5D, 5E e 5F)
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4.3 DIA 7 DE GESTAGAO E PSEUDOGESTACAO

4.3.1 Morfologia do Endométrio na Decidua e no Deciduoma

Comparando-se os cortes transversais dos sitios de decidualizacéo da re-
giao antimesometrial do dia 7 de Utero gravido e pseudogravido corados pela he-
matoxilina e eosina, observou-se que ambos apresentavam um padrao muito seme-
Ihante de decidualizagdo das células endometriais. Em ambos os casos, a maior
‘parte do endométrio estava constituida pela regido de células deciduais maduras,
enquanto que o restante era constituido pelas outras duas regides celulares: a regi-
8o de células pré-deciduais e a regido de células ndo-decidualizadas. A Ultima era
representada por uma delgada camada de fibroblastos endometriais onde estavam
presentes algumas glandulas endometriais (Figuras 6A e 6B).

As células deciduais maduras, tanto na decidua como no deciduoma,
apresentavam as mesmas caracteristicas morfologicas, ou seja, as células sdo vo-
lumosas, com nucleos eucromaticos, sendo algumas polinucleadas. Os espagos in-
tercelulares estavam muito reduzidos, devido a grande compactagéo entre as células
deciduais. A presenga de vasos sanguineos era mais evidente no deciduoma. (Figu-
ras 6C e 6E).

A estrutura morfolégica das regides pré-decidual e n&o-decidualizada
apresentava o0 mesmo padrdo anteriormente observado nos cortes do dia 5 (Figuras
6D e 6F).



FIGURA 6

ESTRUTURA HISTOLOGICA DA DECIDUA E DO DECIDUOMA NO DIA 7

6A - Visdo panoramica da decidua antimesometrial. Observar as regides de decidu-
alizagdo: madura (DM); pré-decidual (PD) e ndo-decidualizada (ND). Notar o
acentuado crescimento da DM. M= miométrio. 55,1x. HE.

6B - Deciduoma antimesometrial. Observar as mesmas regides de decidualizagéo:
DM, PD e ND. M= miométrio. 55,1x. HE.



4.3.2 Documentagéo Fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendas das figuras 6A e 6B)




6C - Regido de células deciduais maduras. As células sdo volumosas e compacta-
das; nucleos grandes (n) e eucromaticos, com nucléolos evidentes. 551,7x.
HE.

6D - Regi&o de células pré-deciduais (PD) e ndo-decidualizada (ND) da decidua. As
caracteristicas morfolégicas das células respeitam as mesmas caracteristicas
das regides equivalentes da decidua do dia 5. 551,7x. HE.

6E - Regido de células deciduais maduras do deciduoma. Observar as mesmas ca-
racteristicas das células maduras da decidua (seta), bem como a presenca de
vénulas (ve). 551,7x. HE.

6F - Regiao de células pré-deciduais (PD) e ndo-decidualizada (ND) do deciduoma.
551,7x. HE.



(Verso da péagina anterior: Legendas das figuras 6C, 6D, 6E e 6F)
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4.3.3 Distribuigdo de Laminina na Decidua e no Deciduoma

A visdo panoramica dos cortes de decidua e deciduoma na porgéo anti-
mesometrial do dia 7, incubados com anticorpo anti-laminina, apresentaram padréo
de positividade semelhante. A glicoproteina estava presente em areas mais distan-
tes do lumen uterino onde a reagdo era mais evidente. Nas areas proximas ao Iu-
men, que compreendem apenas a regido de células maduras, a reagdo imunocito-
quimica foi fraca.

Entretanto, em observagdes realizadas num aumento maior, pode-se per-
ceber que as células deciduais maduras apresentam laminina tanto na superficie
celular como também ao nivel dos vasos sanguineos.

As células maduras do deciduoma apresentaram positividade intracelular,
indicando que ainda ha sintese da glicoproteina. (Figuras 7C e 7C-Encarte; Figura
7E e 7TE-Encarte).

As células pré-deciduais de Utero gravido apresentaram positividade a la-
minina na superficie celular (Figura 7D), enquanto que as mesmas celulas no deci-
duoma apresentavam positividade intracelular (Figura 7F).

A Tabela 1 (p.51) identifica os graus de positividade observados.



FIGURA 7

LAMININA NA DECIDUA E NO DECIDUOMA DO DIA 7

7A - Visdo panoramica da distribuicdo de laminina na decidua. A positividade esta
mais evidente na regido pré-decidual (PD). DM= regido de células deciduais
maduras; ND= regi&o de células ndo-decidualizadas; M= miométrio. 55,1x.

7B - Visao panoramica da distribuigdo de laminina no deciduoma. Corte tratado com
tripsina a 0,01%. A regi&o de células pré-deciduais (PD) apresenta maior in-
tensidade de reagédo, tal como na decidua. DM= regido de células deciduais
maduras; ND= regido de células ndo-decidualizadas; M= miométrio. 55,1x.



4.3.4 Documentagdo Fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendas das figuras 7A e 7B)




(Verso da pagina anterior: Legendas das figuras 7C, 7D, 7E, 7F e 7G)
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4.3.5 Distribuigao de Fibronectina na Decidua e Deciduoma

Os cortes de decidua e deciduoma antimesometrial no dia 7 da gestacéo,
incubados na presenga do anticorpo anti-fibronectina, apresentaram positividade &
glicoproteina, principalmente na regido de células ndo-decidualizadas, enquanto
que, nas regibes de células maduras, a glicoproteina parece estar em diminuta
quantidade (Figuras 8A e 8B). Os cortes de deciduoma tratados com tripsina confir-
maram a grande quantidade de fibronectina no estroma ndo-decidualizado (Figura
8B).

Em aumentos maiores, pode-se constatar que a fibronectina esta pre-
sente na regido de células maduras, tanto na decidua como no deciduoma, apenas
nos estreitos espacos intercelulares (Figuras 8C e 8E). A inexisténcia de marcagéao
intracelular provavelmente indica que as células maduras ndo mais sintetizam a gli-
coproteina.

As células pré-deciduais apresentam pouca positividade intracelular (Figu-
ras 8D e 8F).

Observando a regido de células ndo-decidualizadas, nota-se a marcante
positividade a glicoproteina, especialmente nos cortes de deciduoma (Figuras 8D e
8F).

A Tabela 1 (p.51) identifica os graus de positividade observados.



FIGURA 8

FIBRONECTINA NA DECIDUA E NO DECIDUOMA DO DIA 7

8A - Visdo panoramica da decidua. Observar a forte positividade na regido de cé-
lulas ndo-decidualizadas (ND). DM= regi&o de células deciduais maduras; PD=
regido de células pré-deciduais; M= miométrio. 257,8x.

8B - Visdo panoramica do deciduoma. Corte tratado com tripsina a 0,01%. Obser-
var da mesma forma a forte positividade para a fibronectina na regido de célu-
las ndo decidualizadas (ND). DM= regido de células deciduais maduras; PD=
regido de células pré-deciduais; M = miométrio. 257,8x.



7C - Regi&o de células deciduais maduras (DM) na decidua. Observar que a lamini-
na esta presente na superficie das células deciduais (setas menores) e na la-
mina basal de vasos sanguineos (seta maior). 551,7x.
Encarte: Detalhe em grande aumento. Observar a marcagédo nos reduzidos es-
pacos intercelulares. 1379,4x.

7D - Regido de células pré-deciduais (PD) e nao-decidualizadas (ND) na decidua.
Observar a positividade na periferia das células da regido pré-decidualizada
(seta). 551,7x.

7E - Regido de células deciduais maduras (DM) no deciduoma. Corte tratado com
tripsina a 0,01%. Ap6s o tratamento enziméatico a positividade permanece na
superficie celular (seta menor) e também se manifesta no citoplasma das cé-
lulas maduras (seta maior). 551,7x.
Encarte: Detalhe em grande aumento. 1379,4x.

7F - Regiéo de células pré-deciduais (PD) no deciduoma. Corte tratado com tripsina
a 0,01%. Observar a positividade intracelular. 551,7x.

7G - Regido de células nao-decidualizadas (ND) no deciduoma. Corte tratado com
tripsina a 0,01%. 551,7x.
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4.3.6 Documentagdo Fotografica

(Verso da pagina anterior: Legendés das Figuras 8A e 8B)




8C - Regido de células deciduais maduras da decidua. Observar a presenga de
fibronectina circundando as células deciduais (seta). 551,7x.

8D - Regido de células pré-deciduais (PD) e ndo-decidualizada (ND) na decidua.
Observar marcagao forte na ND e auséncia de marcagéo no miométrio (M).
561,7x.

8E — Regido de células deciduais maduras do deciduoma. Corte tratado com tripsi-
na a 0,01%. Notar a mesma distribuigéo observada na decidua (seta). 551,7x

8F — Regido de células pré-deciduais (PD) e ndo-decidualizada (ND) no deciduoma.
Corte tratado com tripsina a 0,01%. O mesmo padrdo da decidua se repete.
551.7x.



(Verso da pagina anterior: Legendas das Figuras 8C, 8D, 8E e 8F)




Tabela 1

Comparagéo da marcagéo de laminina e fibronectina para os cortes de ute-
ro nuliparo e da decidua e deciduoma dos dias 5 e 7 de gestagéo e
pseudogestacéo.

Deciduomar |

 Deciduoma*

-

* Tratamento prévio com tripsina 0,01% - Auséncia de marcagao
DM Regido de células decidualizadas -/+ Marcacéo fraca
PD Regido de células pré-decidualizadas + Marcagdo moderada

ND Regido de células ndo decidualizadas ++ Marcacao forte
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5. DISCUSSAO

5.1 MORFOLOGIA DO ENDOMETRIO NAO-GRAVIDO, GRAVIDO E PSEUDOGRAVIDO

O primeiro grupo de resultados a ser discutido neste trabalho, refere-se a
organizacéo histolégica do endométrio ndo-gravido, da decidua e do deciduoma.

Nossas observacdes dos cortes de Utero ndo-gravido corados pela he-
matoxilina e eosina mostraram que, na regido antimesometrial, as células mais nu-
merosas do estroma uterino s&o aquelas identificadas morfologicamente como fibro-
blastos endometriais. Segundo a literatura, independentemente da fase do ciclo es-
tral, tais células nos camundongos ndo-gravidos s&o irregulares, ricas em prolonga-
mentos e separadas por grande quantidade de matriz extracelular (MEC) (Abraha-
msohn, 1993; Finn, 1977; Soares Greca et al., 2000).

O estroma endometrial humano, durante o ciclo menstrual e a gravidez,
desenvolve consideravel remodelagéo e transformagdo necessérias para os proces-
sos de secregdo, menstruagéo e decidualizagéo (Fleming, 1997). A implantacéo do
blastocisto pode ser vista como uma seqiéncia de eventos bioquimicos que se re-
fletem nas alteragdes fenotipicas das células do endométrio secretor, onde varios
fatores estdo envolvidos nos processos de ades&o entre células, e entre estas e o
substrato (Grosskinky, 1996).

A decidualizagéo € um fendmeno de extrema importancia para o organis-
mo:materno pois € responséavel pelo controle da invaséo do trofoblasto durante a
gestacgéo. Isto é faciimente comprovado quando se observam casos de implantacéo

em locais onde ndo ocorre a decidualizagdo, por exemplo, nas tubas uterinas, onde
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o trofoblasto apresenta evidente dificuldade de invas&o (Loke et al., 1995).

Em camundongos, duas regiées de decidualizagéo s&o estabelecidas no
endometrio. Na porgéo antimesometrial, forma-se a primeira regido de células deci-
dualizadas ao redor da cripta uterina onde se encontra o embrido (Mossman 1987,
Romagnano, 1996), e por esse motivo, elegeu-se essa regido para estudo neste tra-
balho. Na regido mesometrial a decidualizag&o ocorre a partir do 8° dia da implanta-
¢do do trofoblasto e correspondera, mais tarde, a zona de invaséo secundaria do
mesmo. No desenvolvimento desse processo, as células formam complexos juncio-
nais que contribuem para a coeséo do tecido (O’'Shea et al., 1983; Ono et al., 1989).
Nos camundongos, o desenvolvimento maximo da decidua se da no 7° DG ou da
pseudogestagdo. Com base nessas informacgdes & que foram escolhidos como ob-
jeto de estudo deste trabalho o dia 5, que corresponde ao inicio da decidualizagéo, e
o dia 7, a partir do qual ja ha indicios de degeneragéo celular (Abrahamsohn e Zorn,
1993).

A analise dos cortes de uUtero nos dias 5 e 7 da gestagao revelaram uma
organizacdo semelhante a relatada por Moosman (1987), ou seja, presenga de cé-
lulas deciduais maduras nas cercanias da cripta de implantagcdo do blastocisto.
Abrahamsohn e Zorn (1993) descrevem as mesmas caracteristicas morfologicas das
células deciduais observadas neste trabalho, ou seja, aumento do volume celular,
arredondamento das células com perda de prolongamentos das mesmas, aumento
do volume do nucleo, além de redugdo dos espagos intercelulares. Segundo a lite-
ratura, no nivel ultra-estrutural, as células deciduais também exibem um aumento do
numero de organelas envolvidas com a sintese de macromoléculas, acimulo de lipi-
deos, filamentos intermediarios e estabelecem jungdes intercelulares umas com as
outras (Abrahamsohn e Zorn, 1993).

O endométrio que rodeia a camada de células deciduais maduras € a re-
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gido de células pré-deciduais, que € constituida por células que apresentam caracte-
risticas morfolégicas de transigéo entre as células deciduais maduras e os fibro-
blastos. Estas células apresentam-se mais alongadas com prolongamentos e sepa-
radas por espagos extracelulares mais amplos que os da camada de células decidu-
alizadas maduras. E comum encontrar na regido pré-decidual células em diviséo,
uma vez que nos dias subsequentes tais células irdo integrar a regido decidualizada.
Estas células também passam a expressar filamentos intermediarios de desmina e a
estabelecer jungbes (Abrahamsohn, 1993; Oliveira et al., 2000).

Na regido mais externa do endométrio, adjacente ao miométrio, observa-
mos células fusiformes, morfologicamente semelhantes a fibroblastos, como aqueles
encontrados no endométrio dos animais ndo-gravidos. Nesse caso 0s espagos ex-
tracelulares eram muito evidentes. Nossas descrigdes sdo totalmente condizentes
com aquelas relatadas por Abrahamsohn (1993) e Soares Greca et al., (2000).

A transformacg&o dos fibroblastos do tecido conjuntivo endometrial é deci-
siva para a modificagdo desses em células deciduais. Os fibroblastos endometriais
apresentam fungdes de fibroblastos comuns enquanto o animal ndo esta gravido.
Entretanto, durante a gravidez, ocorrem modificagdes metabdlicas que incluem a
producéo de novas proteinas de matriz extracelular como colageno tipo V (Teodoro,
1995), proteoglicanas (Zorn et al., 1995; Greca et al., 1998; Soares Greca et al,,
2000) e outros componentes da matriz extracelular como as glicoproteinas laminina
e fibronectina, objetivos deste estudo.

Em roedores, o estimulo para a reagdo decidual € provido pelo embriao.
No entanto, uma reagéo similar pode ocorrer por uma estimulagéo artificial do utero
hormonalmente sensibilizado do animal (De Feo, 1967). Além do estimulo mecanico,
a introdugéo de varias substancias, como 6leo e polissacarideos, no lumen uterino

podem induzir a reagdo decidual (Finn e Keen, 1963). Em 1908, Loeb, apos obser-
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var que a estimulagéo artificial do endométrio pseudogravido resultava numa estrutu-
ra igual a decidua e, provavelmente, por correlaciona-la com uma estrutura com ca-
racteristicas de um tumor, denominou-a ‘deciduoma’. Sabe-se, atualmente, que o
deciduoma apresenta caracteristicas morfolégicas razoavelmente semelhantes a
decidua. Curiosamente, por razées que ndo sabemos explicar, poucos sdo os estu-
dos existentes sobre a estrutura do deciduoma induzido em roedores, especialmente
em camundongos.

Um dos mais recentes estudos sobre deciduoma de camundongos foi re-
alizado por Monice (1998). A autora relata em seu trabalho que, durante a formacéo
do deciduoma, hd uma variagdo no padrdo das dilatagbes que se desenvolvem ao
longo dos cornos uterinos apés a injegdo de 6leo no limen. Esta observagéo tam-
bém foi verificada no presente estudo. Foram observados nédulos espagados e in-
tercalados com regides ndo dilatadas, morfologicamente semelhantes aos chamados
sitios de interimplantag@o caracteristicos da gestagéo normal.

Outro padrao observado foram dilatagées homogéneas ao longo de todo
ou de grande parte do corno uterino. Esse parece ser um comportamento comum na
resposta decidual induzida, uma vez que resultados semelhantes foram obtidos em
ratas por De Feo (1963) e Lino da Costa (1991), e em camundongos por Andrade
(1993). Segundo De Feo (1967), duas variaveis tempo-dependentes estariam envol-
vidas nessas duas variedades de resposta: 1) o periodo de duragéo da maxima sen-
sibilidade uterina ao estimulo deciduogénico e; 2) o periodo de agéo do estimulo in-
dutor. A sincronizagao destas duas varidveis produziria um deciduoma macigo, en-
quanto que a auséncia do sincronismo levaria ao desenvolvimento do deciduoma na
forma nodular (De Feo, 1967). Finn (1971) prope que o posicionamento do 6leo
pode decorrer tanto de contragdes direcionais do miométrio quanto da existéncia de

locais de maior ades&o na superficie das células epiteliais, os quais estariam locali-
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zados preferencialmente na por¢do antimesometrial do Utero.

Andrade et al. (1996) estudaram a formagdo do deciduoma em Utero de
camundongos fémeas pseudogravidas através da inje¢do intra-uterina de 6leo de
arachis. Observaram que a decidualizagdo do endométrio sé ocorre quando existe
um contato direto e amplo entre o éleo injetado e o epitélio luminal. Existe, portanto,
uma estreita relagéo entre a distribuicdo do 6leo e a resposta desencadeada pelo
endométrio.

Um outro item a ser discutido se refere as regides de células em diferen-
tes niveis de decidualizagdo no deciduoma. Em seus estudos, Andrade (1993) verifi-
cou que, no dia 5 de pseudogestagdo, havia claramente o estabelecimento de 3 re-
gides: 1) regido de células decidualizadas subjacente ao epitélio, onde as células se
apresentavam arredondadas em um arranjo compacto; 2) regido de celulas pré-
decidualizadas, onde as células apresentavam caracteristicas intermediarias entre
células plenamente decidualizadas e fibroblastos; 3) regido de células ndo deciduali-
zadas constituidas por fibroblastos que ndo sofreram transformagéo.

No presente trabalho enfatizou-se, através da microscopia de luz, a com-
paragéo da decidualizagdo que ocorreu nos dias 5 e 7 da gestagéo e pseudogesta-
¢&o na regido antimesometrial. Os resultados de decidua e deciduoma foram resul-
tados muito semelhantes, ou seja, em bortes corados com HE percebeu-se nitida-
mente a formag&o tanto na decidua quanto no deciduoma das trés regides diferenci-
adas.

Entretanto, ao compararmos nossos resultados do dia 5 da pseudogesta-
¢éo com aqueles obtidos por Andrade (1993), verificamos que o desenvolvimento da
camada de células decidualizadas subjacente ao epitélio foi mais exuberante, com
caracteristicas mais préximas as do dia 6 de pseudogestacéo descrito pela autora.

Acreditamos que essa diferenca possa ser explicada por dois fatores: 1) como con-
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sequéncia do tipo de 6leo utilizado para induzir a decidualizagdo, uma vez que a
autora utilizou em seus experimentos 6leo de arachis, enquanto que, neste trabalho,
utilizamos o6leo de améndoa; 2) em decorréncia da disposigéo do 6leo no limen ute-
rino.

Ao buscarmos informacbes na literatura que fornecessem suporte para
estas conclusGes, verificamos que, de fato, podem ocorrer variagées no grau de res-
posta decidual em decorréncia do tipo de agente indutor da decidualizagéo. Finn e
Keen (1963) testaram diferentes substancias para induzir a decidualizagdo. Os auto-
res compararam diferentes tipos de indutores - 6leo de oliva, éleo de arachis, parafi-
na liquida e solug&o salina - e obtiveram diferentes respostas decidualizantes. Den-
tre elas, a mais exuberante foi a decidualizagdo desenvolvida ao 6leo de oliva, se-
guida pelo 6leo de arachis. Andrade (1993), por sua vez, observou que havia grande
diferenca de resposta decidual de acordo com a disposigdo do 6leo na luz luminal.
Assim, quando o 6leo preenchia completamente a luz uterina, havia grande modifi-
cagdo na morfologia do estroma — decidualizagdo-. Entretanto, quando o dleo se
apresentava fragmentado em gotas distribuidas na luz da cripta uterina, a reagdo
decidual era menos evidente. O conjunto destas informagdes noé sugerem a possi-
bilidade de que a resposta decidual esteja efetivamente relacionada com o tempo
em que a substancia indutora - 6leo- possa permanecer em contato com o Iimen
uterino.

Uma outra caracteristica importante do processo de implantagdo e conse-
quente decidualizagdo € o aumento expressivo da permeabilidade vascular e da mi-
crovascularizagdo sangiinea no endométrio decidualizado, particularmente no deci-
duoma. Essas alteragdes foram relatadas por Andrade (1993) e confirmadas em
nossos resultados. Ao compararmos o endométrio ndo-gravido com o endométrio

decidualizado, seja do animal gravido como do pseudogravido, observamos um
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grande aumento da microvascularizagéo, caracterizado pela presenga de capilares e
vénulas pos-capilares entre as células deciduais. O aumento da permeabilidade vas-
cular endometrial em vérias espécies de roedores sugere que esse fato tenha gran-
de importancia para que a reagéo decidual se estabelega. Ainda dentro desse ponto,
devemos mencionar que diversas descrigdes ja foram relatadas acerca da histologia
da decidua de roedores - especialmente de ratas -, além de vérios estudos subse-
quentes da estrutura da decidua ao nivel de microscopia eletronica (Enders e
Schlafke, 1967; Welsh e Enders, 1985), hamster (Blankenship et al., 1995) e de ca-
mundongos (Abrahamsohn, 1983; Greca, 1996; Greca et al., 1998). Todos os auto-
res apontam o aumento da permeabilidade vascular como um fator decisivo para o
sucesso da implantag&o. O aumento da permeabilidade vascular promove um ede-
ma visivel no estroma subepitelial, proximo aos sitios de implantagéo, abrindo espa-
¢os para que ocorra proliferagdo celular (Psychoyos,1961; Abrahamsohn, 1983;
Abrahamsohn e Zorn, 1993; Greca, 1996; Greca et al., 1998). Os resultados obtidos
por Greca (1996) em cortes de decidua de camundongos incubados com hialuroni-
dase e corados com tricloreto hexamina de ruténio e azul cuprolinico sugerem que o
edema se estabelece pela expressdo macica de acido hialurdnico e glicosaminogli-
cana condroitin-sulfato. Ambas as moléculas atuariam de forma a reter dgua no teci-
do, o que permitiria tanto a proliferagéo dos fibroblastos quanto sua transformagéo
em células deciduais. Como se pode constatar, esse evento é considerado um pré-
requisito para que ocorra a transformacéo decidual das células do estroma (Lun-
dkvist, 1978).

Ja o aumento da microvascularizagdo é fundamental para o estabeleci-
mento da gestagao, uma vez quv’e uma das fungdes da decidua & nutrir o concepto
em implantagao (Hoffman, 1993). Acreditamos e concordamos com a sugestéo pro-

posta por Andrade (1993) de que a acentuada quantidade de capilares e vénulas
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observada no deciduoma em relagéo a decidua se deva ao fato de que o estimulo
decidualizante disparado pelo 6leo de améndoa seja mais intenso do que o estimulo

desencadeado naturalmente pelo blastocisto.

5.2 DISTRIBUIGAO DE LAMININA

Ja estd bem estabelecido que os fibroblastos endometriais s&o as princi-
pais células responsaveis pela sintese da matriz extracelular (MEC) do endométrio.
Além de colageno e proteoglicanas, varios autores relataram a presenga de glico-
proteinas adesivas - tais como laminina e fibronectina - no endomeétrio de roedores
(Grinnell et al., 1982; Glasser et al., 1987; Wewer et al., 1986; Babiarz et al., 1996) e
em outras espécies de mamiferos incluindo os seres humanos (Wewer et al., 1985,
Kisalus et al., 1987). Segundo estes autores - e também com base em nossos re-
sultados - podemos inferir que as células diferenciadas dos fibroblastos - as células
deciduais - continuam a expressar ndo somente as mesmas moléculas, como tam-
bém passam a expressar novas proteinas de MEC, tais como colageno tipo V (Teo-
doro, 1995).

Segundo Wewer et al. (1985), o endométrio humano n&o-decidualizado
esta ausente de laminina e colageno tipo IV. Em nossos resultados observamos que
o endométrio ndo-gravido de camundongos em estro apresentou uma marcagéo
muito discreta de laminina, denotando uma pequena quantidade da referida glico-
proteina em todo o estroma uterino. Apenas as tlnicas musculares do miomeétrio
apresentaram marcagdo. Por outro lado, o endométrio decidualizado - decidua e de-
ciduoma - apresentou imunoreatividade bem mais expressiva. A presenga de lamini-
na no endométrio decidualizado foi ponto de observagao de lwahshi et al. (1996). Os
autores relataram a presenca de moléculas de lamina basal, como a laminina, pre-

sentes ao redor das células decidualizadas do endométrio humano.
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Nos dias 5 e 7 da gestagdo e pseudogestagdo, os resultados sdo muito
semelhantes, ou seja, ha um aumento expressivo da presenga de laminina, sobretu-
do na regi&o de células pré-deciduais que )estéo em franco processo de transforma-
¢ao. Na regiao de células deciduais maduras do dia 5, observou-se grande positivi-
dade de laminina intracelular, sugerindo uma intensa sintese da mesma pelas célu-
las deciduais. No deciduoma esse resultado foi muito semelhante. Como todos os
cortes de deciduoma foram tratados com solugédo de tripsina a 0,01%, foi possivel
evidenciar melhor a referida glicoproteina, uma vez que a digestdo propicia um me-
lhor acesso do anticorpo ao antigeno. Os cortes de endométrio no dia 7 da gestagéo
e pseudogestag&o apresentaram um padrdo de distribuicdo semelhante ao do dia 5,
ou seja, maior concentragdo da glicoproteina no citoplasma das células pré-
deciduais. Entretanto, analises mais atentas das células maduras indicaram a pre-
sencga de laminina na superficie celular. Nos cortes de deciduoma tratados com trip-
sina era evidente a presenca da molécula tanto na superficie como intracelular.

Corroborando com nossos resultados que revelam inequivoca presenga
de laminina e fibronectina nos primeiros dias da implantagéo, Loke et al. (1995) re-
lataram que, durante o primeiro trimestre da gravidez humana, as referidas proteinas
sao particulamente abundantes no Utero, estando distribuidas ao redor de cada cé-
lula decidual. Thomas e Dziadek (1993) demonstraram que o gene para laminina é
expressado na decidua durante o periodo de pré-implantago.

Aplin et al. (1988) e Aplin (1989) sugeriram que, durante a gravidez hu-
mana, as células deciduais passam a produzir uma lamina basal pericelular consti-
tuida por colageno IV, laminina e proteoglicana heparan sulfato. As fungdes da lami-
nina no endométrio decidualizado n&o estdo totalmente conhecidas, mas é possivel
que atuem no controle de adesdo, migragdo, diferenciagdo e invasdo das células

trofoblasticas, portanto, na implantagéo do blastocisto. Em decorréncia da importante
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remodelagé@o da matriz extracelular (MEC) que ocorre durante a decidualizagao, a
expressdo de novas moléculas da MEC pelas células deciduais, como a laminina,
seria mais uma contribuicdo do organismo materno ao sucesso da invaséo do trofo-
blasto. Como a laminina também é expressada pelas células deciduais do deciduo-
ma, concluimos que a produgado dessa proteina € um fendmeno intrinseco do orga-
nismo materno.

Para reforgar esta concluséo, algumas evidéncias indiretas inferem que a
laminina se constitui numa das glicoproteinas indispensaveis para o sucesso da im-
plantacdo. Determinadas condigbes patolégicas, como o crescimento retardado do
embrido e pré-eclampsia, resultam em uma invasdo insuficiente do trofoblasto na
decidua materna (Zhou, 1993). Um estudo desenvolvido por Bilalis et al. (1996) em
endométrio humano obtido de bidpsias de mulheres normais e inférteis, detectou
que o endométrio de mulheres normais apresentava colédgeno tipo IV, fibronectina e
laminina no estroma e na lamina basal das glandulas e vasos sanguineos. Entre-
tanto, estas mesmas moléculas estavam ausentes no endométrio das mulheres in-
férteis, indicando um disturbio na distribuicdo das glicoproteinas. Segundo os auto-
res, a consequéncia desse defeito foi percebida pela falha total da implantagéo do
blastocisto nas mulheres inférteis.

Outros autores tém destacado a importancia da presenga da laminina no
endométrio decidualizado, sugerindo que a molécula poderia ser utilizada como
substrato para a migracéo celular, desde que a célula expresse receptores de su-
perficie apropriados. Segundo Shim et al. (1997), a transformagéo do endométrio
néo gravido em decidua é acompanhada por vérias alteragbes nos componentes da
matriz extracelular e pela expressdo de receptores de matriz apropriados pelas cé-
lulas. Em muitos sistemas bioldgicos, as células requerem um substrato de proteinas

de matriz extracelular para ancorar e utilizar como tragdo para a migragéo (Turner,
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1992). A invaséo do tecido hospedeiro por células cancerigenas, por exemplo, é de-
pendente da interacéo especifica dos receptores de superficie da célula tumoral com
a matriz extracelular ou componentes da membrana basal como a laminina (Ruos-
lahti, 1996).

A adesé&o das células a matriz extracelular € mediada por receptores de
superficie especificos, pertencentes principalmente a familia das integrinas, que séo
complexos glicoprotéicos inseridos na membrana plasmatica. Muitas integrinas re-
conhecem uma sequéncia especifica de aminoacidos arginina-glicina-acido aspartico
presentes em grande numero de proteinas da matriz extracelular tais como laminina,
fibronectina, colageno tipo | e vitronectina. A adeséo celular para laminina envolve
principalmente o heterodimero a6p1 e o heterodimero a6p4 localizados nos hemi-
desmossomos, sendo que esses tém papel importante na ligagéo da laminina a al-
gumas celulas (Lee at al., 1992). Segundo Loke et al. (1995), as células do trofo-
blasto expressam receptores para laminina e fibronectina, indicando que a adeséo
dessas células as diferentes proteinas da matriz extracelular pode ser importante na
transformag&o das células do trofoblasto de um fendtipo séssil para um moével. Re-
forcando mais ainda a importancia da laminina no endométrio decidualizado, Ro-
magnano e Babiarz (1993) relataram que proteinas de matriz extracelular - como
colageno, laminina e fibronectina — promovem, in vitro, a ades&o e a invaséo do
blastocisto de camundongo. Também j& sdo conhecidas as propriedades de ades&o
das mesmas para a laminina e fibronectina em células trofoblasticas humanas
(Fisher et al., 1989; Burrows et al., 1993).

Durante o processo de implantagéo, as células trofoblasticas ligam-se a
laminina e fibronectina da matriz secretadas por células do estroma decidual, sendo
que esta interagéo é mediada por uma combinagdo de moléculas de integrinas fun-

cionalmente ativas. Dessa forma, as células trofoblasticas sdo tracionadas e migram
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através da decidua. Nesse sentido, a regulagio destas interagdes adesivas e sub-
sequente migragdo € crucial para o sucesso da implantagdo (Loke et al., 1995).

Shim et al. (1997), utilizando o método da reagdo em cadeia da polimera-
se (PCR), estudaram a regulagéo da expressao das cadeias de laminina em camun-
dongos durante o periodo de pré-implantagdo. Concluiram que, em grande varieda-
de de células, a expressdo de diferentes cadeias de laminina - e subunidades da
mesma - pode estar envolvida nos mecanismos de modulagdo de sua atividade bio-
l6gica. Os autores tambéem sugerem que esta expressdo génica no utero de camun-
dongos fémeas gravidas é dependente do estimulo hormonal - estrégeno -.

Com base nestas informagdes, sugerimos que na decidualizagéo a lami-
nina desempenha pelo menos dois importantes papéis: 1) esta diretamente envolvi-
da no processo de adesdo e invasio do trofoblasto; 2) & fundamental para o proces-

so de transformacéo decidual.

5.3 DISTRIBUIGAO DE FIBRONECTINA

Numa situagéo totalmente oposta aos resultados descritos para laminina,
a coloragdo imunocitoquimica para fibronectina revelou grande quantidade da mes-
‘'ma em todo o estroma endometrial dos animais nao-gravidos. Distribuigdo seme-
lhante também foi observada por Grinnell et al. (1982) no estroma endometrial de
ratas em periodo estro. Os mesmos autores também demonstraram, por imunofluo-
rescéncia, que a fibronectina estava presente na lamina basal das células epiteliais
luminares. Vollmer et al. (1990) vao mais além, indicando que o estroma endometrial
n&o-decidualizado contém classicamente as glicoproteinas: colageno |, II, V e VI,
fibronectina e depdsitos periglandulares de tenascina.

As analises dos cortes incubados para detecgdo de fibronectina da deci-

dua e deciduoma dos dias 5 e 7 da gestagéo e pseudogestagdo mostram que, dife-
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rentemente do observado na distribuicdo da laminina - onde a maior concentragéo
da glicoproteina se dava na regido pré-decidual -, a concentragéo de fibronectina,
ocorreu na regiao de células ndo-decidualizadas, com marcante redugdo na regiéo
pré-decidual e mesmo auséncia de positividade na regido de células deciduais ma-
duras.

Uma possivel explicagdo para esse padréo de distribuigdo pode ser feita
se correlacionarmos a maior quantidade de MEC em estromas n&o-decidualizados
com aquela de estroma decidualizado. A ténue - e por vezes escassa - marcagao
para a glicoproteina entre as células deciduais maduras pode ser explicada pela
quase total auséncia de espacgos intercelulares. Mesmo assim, quando em cortes
favoraveis, a fibronectina foi evidenciada nos diminutos espagos intercelulares que
circundam as células deciduais maduras. Como sera visto a seguir, ha suporte da
literatura para esta concluséo.

Segundo Grinell et al. (1982), existe uma estreita correlagao entre a
transformac&o da forma do fibroblasto no processo de decidualizagéo.e a distribui-
¢ao de fibronectina in vivo. Segundo os autores, durante a decidualizagdo, enquanto
os fibroblastos se transformam em células arredondadas, a fibronectina € redistribui-
da na matriz extracelular até desaparecer, permanecendo ao redor dos vasos san-
guineos, onde mantém-se constante. Em vista desses dados, os autores sugerem
que o desaparecimento da fibronectina da superficie dos fibroblastos esta relaciona-
do com a transformagdo decidual dos mesmos. A presenga da fibronectina no es-
troma decidualizado pode ter relacdo com a presenga de determinados tipos de mo-
léculas da MEC. Sendo o estroma uterino rico em colageno tipo lll, a fibronectina
pode estar envolvida na adesdo dos fibroblastos do estroma a esse colageno. Se-
gundo relatos de Babiarz et al. (1996), caréncia de fibronectina resulta na perda dos

prolongamentos e arredondamento das células, uma vez que as interagbes de ade-
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sividade s&o rompidas.

A drastica redugédo da marcagdo para a fibronectina nas regides de célu-
las maduras observada em nossos cortes vai de encontro as observagdes descritas
por Grinnell et al. (1982) em endométrio de ratas, que apontaram um decréscimo de
fibronectina na regi&o decidual proximal, subjacente ao trofoblasto invasivo. Como a
fibronectina € uma proteina comprovadamente necesséria para mecanismos de mo-
vimentagéo celular, a auséncia de fibronectina na matriz extracelular poderia consti-
tuir-se num dos fatores que participariam, juntamente com as jung¢des intercelulares,
da barreira estabelecida pela decidua para conter e controlar a invas&o do trofo-
blasto (Babiarz et al., 1996).

Kisalus et al. (1987), em estudo imunocitoquimico da decidua humana no
primeiro trimestre de gravidez, encontraram abundante quantidade de fibronectina
na matriz extracelular de células deciduais. Eles concluiram que, se o papel da deci-
dua é prover um suporte para a implantagdo do concepto, a fibronectina pode estar
presente para auxiliar na adesdo das células aos componentes da matriz extracelu-
lar que suportara o crescimento do embrido.

Apesar da auséncia de relatos na literatura concernentes a presenca de
fibronectina em decidualizagao artificialmente induzida, com relagdo ao deciduoma,
vale sugerir mais uma vez que, tal como sugerido para a laminina, o controle e coor-
denagdo da expressdo de fibronectina € um mecanismo intrinseco ao organismo
materno, uma vez que o padrdo de distribuicdo da glicoproteina nos cortes analisa-

dos neste estudo comparativo entre decidua e deciduoma & muito semelhante.
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6 CONCLUSOES

ApoOs a andlise e discussdo dos resultados pode-se concluir que:

6.1- A decidualizagdo do endométrio pode ser desencadeada n&o sé atra-
vés do contato do blastocisto com o epitélio uterino mas também por um estimulo
artificial no epitélio como, por exemplo, através da injegéo de 6leo de améndoa. O

estimulo dado pelo éleo de améndoa é mais exuberante que o de arachis.

6.2- O processo de decidualizagdo na regido antimesometrial ocorre de
forma muito semelhante na decidua e no deciduoma, com formagéo das camadas

de células decidualizadas, pré-decidualizadas e ndo decidualizadas.

6.3- As glicoproteinas laminina e fibronectina sdo componentes da matriz
extracelular do endométrio, apresentando papel importante na reorganizagéo da
matriz extracelular durante a decidualizagdo e também atuam no controle da adesé&o,

migragao e invasao das células trofoblasticas.

6.4- Com relagao a distribuigdo de laminina, conclui-se que a mesma esta
ausente no endométrio nuliparo e aumenta nos dias 5 e 7 de gestag&do e pseudo-
gestac&o, com maior concentragdo na regido de células pré-decidualizadas. Esse
aumento na produgdo de laminina é um fator inerente ao ambiente materno, indi-
cando a necessidade das células na produgdo de uma molécula que sera vital para

o processo de implantagao do trofoblasto.

6.5- No que diz respeito a distribuicdo de fibronectina, pode-se concluir
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que a mesma esta presente em grande quantidade no endométrio nuliparo, en-
quanto que, a partir da decidualizagdo, ocorre uma redugdo da mesma. A quase to-
tal auséncia de fibronectina na camada de células deciduais maduras constitui um

fator importante na contengéo da invaséo das células trofoblasticas do embri&o.
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