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RESUMO

Neste trabalho verificou-se a interagao entre os organismos materno e embrionario durante
a implantagdo embrionédria em Calomys callosus. Foram sacrificadas fémeas com trés
meses de idade, compreendendo da noite do 5.° dia & noite do 6.° dia de gestacéo.
Coletou-se os cornos uterinos contendo os sitios de implantagao sendo ent&o fixados em
paraformaideido 2% e glutaraldeido 2% e incluidos em glicol metacrilato e Epon para a
observagéo em microscépio de luz e eletrénico, respectivamente. Na noite do 5.° dia de
gestagcdo, o embrido encontrava-se em estdgio avangado da implantagio e células
trofoblasticas gigantes foram observadas ultrapassando o epitélio uterino e invadindo o
estroma endometrial. Na madrugada do 6.° dia de gestagdo, células trofoblasticas
gigantes avangavam em diregdo aos vasos sanguineocs,.onde. pode-se observar em seu
citoplasma células sanguineas aparentemente aprisionadas, como também, células
epiteliais e deciduais, podendo estas estarem com aspecto sadio ou nZo. Na manhi do 6.°
dia de gestagdo, o embrido apresentou o inicio da cavidade pré-amnidtica e células
trofoblasticas gigantes continuaram a invaséo de vasos sanguineos e estroma endometrial.
Na tarde do 6.° dia de gestagdao, o embridao apresentou-se mais celularizado, e nas
células deciduais f& Sg;ervado grandes acumulos de glicogénio. Na noite do 6.° dia de
gestagao, o embrigdo apresentou uma acentuada mudanga morfolégica, onde a cavidade
pré-amnibtica estava totalmente formada;, no estroma endometrial foi observado um
aumento no ndmero de vasos sanguineos na regiao mesometrial. Células trofoblasticas

gigantes foram flagradas englobando fragmentos de células deciduais aparentemente

sadias.



I-INTRODUCAO:

1.1- Aspectos gerais:

A interiorizagao da prole através da implantagdo embrionaria, mecanismo
adotado pelos mamiferos, trouxe um significativo passo evolutivo, uma vez que fica
dispensado o cuidado da futura prole durante o periodo de desenvolvimento
embrionario. Assim, o animal torna-se livre para buscar seu alimento, fugir de
predadores e buscar protecio em outras localidades, sem ter que se preocupar
Com a seguranca de sua futura prole.

Implantag&o embrionéria ¢ o processo pelo qual o embrido assume uma
posigao fixa no Utero e inicia uma relagao de grande intimidade com o organismo
materno. No momento da implantagdo o embrido  encontra-se na fase de
blastocisto onde pode-se reconhecer duas classes de células: a) massa celular
interna ou embrioblasto, um compacto conjunto de células que se acumulam em
um dos pélos do embrigo e, b) trofoblasto, formado por um conjunto de células
achatadas que reveste a massa celular interna e a blastocele. Durante toda a
gestag@o, s&o as células trofoblasticas que interagem diretamente com o

organismo materno. O trofoblasto apresenta duas fungées basicas - 1.2) promover



a fixag&o do embridao & mucosa uterina e, 2.%) promover a fagocitose de elementos
maternos em fases que antecedem a formagao da placenta.

O trofoblasto assume diferentes comportamentos dependentes de sua
localizag&o. O trofoblasto polar, que cobre a massa celular interna, parece ser o
grande centro proliferativo, fornecedor das células trofoblasticas restantes
(Copp,1979). As células trofoblasticas polares, dao origem ao cone ectoplacentéario
€ ao ectoderma extra-embrionario, que contribuirdo para a formagao da porgao fetal
da placenta (Rossant & Tamura-Lis, 1981: Rossant & Croy, 1985).

A partir de células inicialmente achatadas que revestem a blastocele,
chamada trofoblasto mural, ocorre a transformacdc gradativa em células
trofoblasticas gigantes, cuja principal caracteristica ¢ a aquisigdo de capacidade
invasiva e fagocitaria (ligren,1983; Bevilacqua & Abrahamsohn, 1988). Sao as
células gigantes, inicialmente as primérias e mais tardiamente as secundarias, que
estdo comprometidas com a invaséo do epitélio uterino, do estroma endometrial e
dos vasos sanguineos maternos.

Além de proporcionar o alojamento do embri&o no estroma endometrial, as
células trofoblasticas gigantes s&o as principais responsaveis pelo fornecimento
dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento embrionario, a partir da
fagocitose de elementos maternos e da absorcdo de metabélitos do sangue
materno, antes do estabelecimento da placenta. A estas células também cabe a
sintese de hormoénios esterdides (Botte et alii,1968), de gonadotrofina coriénica
(Wide & Wide, 1979) e hormdnio lactogénico placentario (Soares,1987).

Em Calomys callosus, desde os primeiros contatos do trofoblasto com a
decidua, ocorre invas&o de vasos sanguineos endometriais com extravasamentro
de sangue materno, sendo notada intensa fagocitose de elementos sanguineos
pelo trofoblasto, provavelmente relacionada & aquisicdo e transferéncia de
metabdlitos para o desenvolvimento embriondrio antes da formagéo da placenta

(Ferro, 1891).



A implantag&o do embrido nos mamiferos pode ocorrer de trés maneiras

diferentes:

1) CENTRAL- quando o embri@o cresce nha luz do Gtero e apresenta
diferentes graus de contato com a mucosa uterina. Este tipo ocorre na maioria dos
animais domésticos.

2) EXCENTRICA - quando o embrido cresce dentro de uma prega da
mucosa uterina até se tornar recoberto por esta e torna-se intersticial na espessura
do endométrio. Isto acontece em ratos, hamster, "calomys" e camundongos.

3) INTERSTICIAL- quando o trofoblasto corréi o endométrio e o embrido

aloja-se na espessura do mesmo. Ocorre em primatas, cobaia e morcego.

1.2- Estagios iniciais da implantagio :
Na implantacdo excéntrica e intersticial estao envolvidos os processos de

aposicao, adesao e invasio; ja na central sé ocorre a aposicao e adesao.

1.2.1- Aposicao:

A fase de aposicdo caracteriza-se pela aproximacdo gradual dos
organismos materno e embrionario de modo que o contato entre o trofoblasto e o
epitélio uterino torna-se progressivamente mais intimo. Nesta fase o blastocisto
pode ser deslocado por lavagem na luz uterina, indicando que ainda nao existem
congcgées firmes entre o trofoblasto e o epitélio uterino.

Numa etapa mais avangada desta fase observa-se uma progressiva
associagdo entre as membranas do trofoblasto e do epitélio uterino. Em
camundongos comprovou-se que a fase de aposigdo esta relacionada com a

progesterona, pois em camundongos ovariectomizados a luz uterina permanece



aberta; apds o tratamento com progesterona ocorre um estreitamento da luz
uterina e uma progressiva interdigitacdo entre as membranas do trofoblasto e
epitélio uterino (Martin et alii, 1970; Hedlund & Nilsson,1971).

A aposicao do embrido ao epitélio uterino é variada em diferentes
espécies. Em ratos e camundongos, nas fases iniciais de implantagédo, ha um
estreitamento da luz uterina ao redor do embrido e, aparentemente, o Gtero abraga
o blastocisto (Enders & Schlafke,1967); j& em martas e macacos Rhesus o
blastocisto € que aparentemente propicia a aproximagdoc com o epitélio uterino,
aumentando seu volume e preenchendo a luz uterina (Hedlund et alii, 1972;
Enders et alii, 1983). Ambos os mecanismos favorecem a aproximagéo entre
embrido e endométrio, iniciando uma etapa que levara a imobilizagéo do embri&o

dentro do Gtero.

1.2.2- Adeséo:

Na fase de adesdo, extensas areas de membrana das celulas
trofoblasticas mantém estreita proximidade com as membranas apicais das células
epiteliais, as membranas se dispéem paralelas entre si separadas por um espago
de 15 a 20 nm. A fase de ades@o € dependente de niveis hormonais maternos
uma vez que camundongas ovariectomizadas gravidas s6 apresentam uma fase de
adesao tipica quando tratadas com estrégeno e progesterona.

Estudos tém sido conduzidos no sentido de caracterizar as bases
moleculares envolvidas no processo de adesao.

Durante o processo de implantagdo embrionaria ocorre uma perda
generalizada de sitios &nionicos no epitélio uterino, bem como uma diminuigéo na
espessura do glicocalix. Em coelhos (Anderson & Hoffman,1984), em ratos (Hewitt
et ali, 1979), em camundongos (Chaves & Anderson, 1985) estas alteragdes
aparentemente n&o dependem da presenga do embrido. Em furdo entretanto, o
glicocdlix uterino sé se reduz em espessura nas regides em que o embriao faz

contato com o (tero, indicando uma possivel participagdo embrionaria na



modificagao da superficie epitelial ( Enders & Schlafke, 1972). Com a redugao da
espessura do glicocalix uma série de sitios especificos de ligagdo, antes

mascarados, poderiam estar sendo expostos, favorecendo o mecanismo de

adeséo.

Além disso, cogita-se a participagdo de glicoproteinas na aquisicao de
adesividade pelo blastocisto durante a implantagédo. Sherman et alii (1979)
relataram a presenga de colageno do tipo Il na superficie do blastocisto e sugerem
a participagéo desta glicoproteina no processo de adesdo do blastocisto ao epitelio
uterino.

Outros autores sugerem a participagdo de proteoglicanas e
glicosaminoglicanas durante a fase de ades3o. Dzeiadek et alii, (198%); Farach et
alii, (1987), demonstraram a presenca de heparan sulfato na superficie do
blastocisto e a express&o desta molécula esta aumentada durante a fase de
aposigéo . A inibigcdo desta glicosamonoglicana inibe a adesao do blastocisto a
uma grande variedade de substratos "in vitro" ( Farach et alii, 1988). Carson et alii,
(1990) mostraram que proteinas que se ligam exclusivamente ao heparan sulfato
estdo presentes na superficie de células epiteliais uterinas durante a fase de
implantagao embrionaria.

Assim, as interacdes mediadas pelo heparan sulfato devem ser
consideradas como fator importante no processo de ades&o do embrizo ao epitélio
uterino.

Apesar de numerosos estudos no sentido de caracterizar as moléculas e
0s mecanismos envolvidos no processo de ades&o, até o momento nao se sabe
definitivamente todos os elementos envolvidos e as alteragbes fisioldgicas que

permitem a adesao do organismo embrionario e materno.



1.2.3- Invasio:

Ocorrida a ades&o ao epitélio uterino inicia-se o processo de invasao que é
variavel de espécie para espécie. Ao final deste processo os embrides ganharao
acesso ao estroma endometrial estabelecendo definitivamente uma relagéo de
grande intimidade com o organismo materno. Segundo Schlafke & Enders (1 975),

trés s&o os mecanismos bésicos adotados pelo trofoblasto para promover a

invasao:

A) INTRUSAO:

Apds ter ocorrido a adesdc do trofoblasto ao epitélio  uterino,
prolongamentos do trofoblasto penetram pelas laterais das células epiteliais
rompendo seus complexos unitivos e atinge é‘membrana basal, rompendo-a
posteriormente, e atingindo o tecido conjuntivo subjacente. As células epiteliais
circundadas pelas células trofoblasticas morrem e sao fagocitadas pelo trofoblasto
e as demais células vizinhas, nao envolvidas pelo trofoblasto, mantém-se integras.

Este tipo de invas&o ocorre em furao (Enders & Schiafke, 1 972).

B) DESLOCAMENTO:

Neste tipo de implantagao, como pré-requisito, & necesséario que existam
areas de degenerag&o celular no epitélio uterino. O mecanismo exato que explique
O processo de degeneragdo e morte das células epiteliais ndo é conhecido.
Celulas trofoblésticas em contato com células epiteliais degeneradas enviam
prolongamentos em suas diregdes, englobando-as e fagocitando-as, alcangando
desta maneira a lamina basal. Uma vez em contato com esta, o trofoblasto emite
prolongamentos laterais em diregao as células vizinhas aparentemente sadias,
deslocando-as da lamina basal. Apos este processo ocorre o rompimento da
lamina basal quer seja por participagdo de célula decidual, como em ratos

(Schlafke et alii, 1985), ou por agdo de células trofoblasticas, como em



camundongos (Bevilacqua & Abrahamsohn, 1989) e Calomys (Ferro e Bevilacqua,

1994).

C) FUSAO:

Neste tipo de invas&o ocorre a fuséo do sinciciotrofoblasto com a superficie
epitelial da membrana plasmatica de células epiteliais, a intervalos regulares, e as
células epiteliais que se fusionaram ao trofoblasto permanecem unidas lateraimente
as células vizinhas. Nos locais onde nao houve fusao do trofoblasto ao epitélio
uterino ocorre uma interdigitacdo com projegdes filiformes do trofoblasto com
microvilosidades do epitélio uterino. Em etapas posteriores ocorre a fusao de
Ceélulas vizinhas, formando simplasmas epiteliais aos quais ocorrera a fusao de
novas células trofoblasticas. Posteriormente, o sinciciotrofoblasto fusionado ao
epitélio uterino rompe a Iamina basal e caminha em direg&o aos vasos sanguineos
materno . Este tipo de invas&o & encontrado em coelhos (Larsen, 1961; Steer,
1970, 1971, Enders & Schiafke, 1971).

A invas&o do estroma endometrial & particularmente acentuada nas
espécies que apresentam placentag&o do tipo hemocorial, que incluem o homem e
0s roedores. Nestas espécies, as células trofoblasticas invadem o estroma
endometrial, alcangam e rompem os vasos sanguineos, estabelecendo um contato
direto com o sangue materno. Frequentemente os aspectos invasivos destas
células sado comparados aos de células tumorais malignas (Ferro, 1891).

Durante o processo de invasido em ratos (Welsh & Enders, 1987) e
camundongos (Bevilacqua, 1984), apds uma breve fase de ades&o a l&Amina basal
dos vasos endometriais, prolongamentos de células trofoblasticas foram
observados penetrando por entre células endoteliais. A capacidade invasiva do

trofoblasto € acompanhada de atividade fagocitaria em muitas espécies.
O contato direto de células trofoblasticas com o sangue maternc parece

garantir de um modo mais répido e eficiente, 0 acesso de horménio gonadotréfico



a0 organismo materno e suprimento nutritivo ao organismo embrionario em

desenvolvimento.

1.3) Mudangas no estroma endometrial:

Em muitas espécies, dentre elas primatas e roedores, durante a fase de
implantag&o embrionaria, o estroma uterino sofre uma série de transformagdes que
se inicia com um aumento da permeabilidade vascular (Psychoyos, 1960) e
culminam com profundas modificagdes no tecido conjuntivo endometrial, que levam
a formagdo da decidua. Isto se da, através do aumento das células deciduais,
tornando-se polipléides, acumulando glicogénio e lipides em seus citoplasmas,
alterando quantitativamente e qualitativamente seu conteldo organelar e
desenvolvendo extensos contatos intercelulares atraves de complexos juncionais
(Kerhbiel, 1937; Abrahamson, 1983).

A primeira regio do Gtero a sofrer decidualizagao € a antimesometrial, e
este processo caminha de maneira centrifuga, partindo da regiao subepitelial em
dire¢éo ao miométrio. A regigo antimesometrial esta localizada na parede uterina
oposta a insergdo do mesométrio. Na regido mesometrial, o processo de
decidualizagdo ocorre mais tardiamente e esta intimamente relacionado com a

formagao da porgao materna da placenta.

As células deciduais podem ser caracterizadas por apresentar forma
poliedrica, nucleos de cromatina frouxa, nucléolo evidente e poliploidia. O
citoplasma destas células caracteriza-se por ser timidamente bas6filo, conter
acumulos de lipides e glicogénio. Estas células mantém reduzido espaco
intercelular e estabelecem contatos intercelulares através de jungoes do tipo gap e
adherens ( Reinius, 1967; Abrahamsohn, 1983). Pode-se notar também a
presenca marcante de fibrilas coldgenas espessadas na matriz extracelular

(Alberto-Rincon et alii, 1989).



Dentre as muitas fungbes atribuidas as células deciduais, podemos
destacar a produgéo de horménios (Herz et alii, 1985), uma provavel participag&o
no mecanismo imunolégico que previne a rejeigao do embriao (Lala et alii, 1986) e

a contengao da invasividade trofoblastica (Kirby, 1965).

1.4) Calomys callosus :

A superfamilia Muroidea abriga grande numero de espécies de roedores
que habitam todo o mundo. Incluidos nesta superfamilia temos as familias -
Cricetidae, & qual pertencem os hamsters, “voles’ e "Calomys"; e - Muridae que
incluem os ratos e camundongos.

Alguns cricetideos, especialmente os do hemisfério norte, tém se
mostrado bastante adaptaveis, quando mantidos em cativeiro, tornando-se assim
animais de utilizagdo comum em laboratério. Isto tem proporcionado um melhor
conhecimento dos diferentes aspectos de sua biologia, em todas as &reas de
estudo.

Calomys callosus ¢ um cricetideo predominantemente sul-americano,
sendo encontrado em diferentes regides no territério brasileiro.

Socialmente, estes animais apresentam relevante importéancia por serem
reservatorios naturais de Tripanossoma cruzi (Ribeiro, 1973), o agente etiolégico
da doenga de Chagas e transmissores da febre hemorragica argentina (Justines &
Johnsohn, 1969).

Esses animais também tém-se mostrado altamente suceptiveis a doengas
infecciosas tais como esquistossomose, leishimaniose ( Mello, 1977) e
toxoplasmose (Favoretto & Ferro, comunicag&o pessoal), o que tem proporcionado
um excelente modelo biolégico para o estudo destas doengas. Baseado nestes
achados, atualmente existe uma forte tendéncia para uma ampla utilizagdo em

laborat6rio desta espécie.



Do ponto de vista reprodutivo, péde ser estabelecido tratarem-se de
animais poliéstricos com ciclo estral de aproximadamente seis dias e periodo
gestacional de cerca de vinte e dois dias (Mello, 1978).

Em microscopia de luz, estudos sobre o processo de implantagéo
embrionaria desta espécie, mostraram que este evento se inicia precocemente no
quarto dia de gestaggo e Qque se processa muito mais rapidamente do que o
Observado em outras espécies de roedores (Ferro, 1991).

A invasédc do estroma endometrial e de seus vasos sanguineos, por ser
bastante precoce, leva ac estabelecimento de uma efetiva regido de trocas
metabdlicas entre células trofoblasticas e sangue materno extravasado, logo nas

primeiras horas apés ter se iniciado o processo de implantagao nestes animais.

1.5) Etapas iniciais na implantacao embrionaria em Calomys
callosus

Ferro (1991) estabeleceu que, o processo de implantagdo embrionaria em
Calomys callosus inicia-se, precocemente, na tarde do 4.° dia de gestacéo,
atraves da aproximagao do blastocisto a parede uterina, caracterizando a fase de
aposigao.

Uma vez iniciado o contato com o organismo materno através do epitélio
uterino, as células trofoblasticas das laterais embrionarias alteram rapidamente seu
padréo morfolégico e iniciam um processo de agigantamento, que prossegue em
diregéo ao polo abembrionario. A formagéo das células trofobldsticas gigantes
coincidem com o aparecimento de duas importantes atividades: invasividade e
fagocitose.

Na manhd do quarto dia de gestagé@o ja podem ser notados sinais
indicativos do processo de decidualizagao, principalmente na regido
antimesometrial da parede uterina, sendo que a noite a decidua esta totalmente

diferenciada.
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Na noite do 4.° dia de gestacdo, um contato muito mais intimo se
estabelece entre o organismo embrionario e materno. A tipica interdigitagéo de
microvilos entre trofoblasto e epitélio, que é encontrada na fase de adeszo em
outros roedores, n&o € observada neste animais.

Em Calomys callosus, a invasao e remocao do epitélio uterino se
sucedem em um periodo bastante curto. Durante a noite do 4.° dia de gestagéo, o
epitélio da cripta uterina em contato com as laterais embrionérias € invadido pelas
células trofoblasticas e totaimente removido por fagocitose.

Tao logo as células trofoblasticas ultrapassem a barreira epitelial, entram em
contato com os componentes do estroma endometrial Isto ocorre a partir da
manh& do quinto dia de gestacao. Nesta fase o estroma endometrial ao redor do
embrido encontra-se plenamente decidualizado.

Durante o decorrer do 5.° dia de gestagédo, a invas&@o por parte do
trofoblasto prossegue através da penetracéo de suas projegdes por entre as células
deciduais, apesar do arranjo hermeticamente compacto e da grande quantidade de

jungdes intercelulares desta estrutura, atingindo vasos sanguineos endometriais

provocando extravasamento de sangue materno e consequentemente, fagocitose

dos elementos sanguineos.

11



Objetivos:

Pretende-se definir a relagdo entre as células deciduais e trofobléasticas,
durante a implantagao do embri&o entre o perfodo da noite do quinto dia até a noite
do sexto dia de gravidez. Para tal, serao examinados sitios de implantag&o ao nivel
de microscopia de luz e eletrénica, com o objetivo de:

- Caracterizar os aspectos invasivos e fagocitarios da célula trofoblastica;

- Descrever a interagio materno-embrionaria envolvendo a relag&o entre
trofoblasto e decidua;

- Analisar as modificagdes celulares que ocorrem no organismo materno;

- Definir o padréo de implantagéo em Calomys callosus.
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II- MATERIAIS E METODOS

2.1- Espécimes:

Calomys callosus (linhagem canabrava) oriundos do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo foram utilizados ao atingirem a idade de trés meses. Os
animais foram mantidos no biotério do Setor de Histologia da Universidade Federal

de Uberlandia, com dieta ad libitum de &gua e ragao granulada, complementada

com semente de girassol, aveia e milho.

2.2) Acasalamento:

O acasalamento deu-se na proporgadc de uma fémea virgem para cada
macho. As fémeas foram colocadas nas gaiolas dos machos por volta das 18 horas
de cada dia. Na manha seguinte, a constatagao do acasalamento foi detectada

pela presenca da rolha vaginal. Considerou-se o primeiro dia de gestagéo aquele

em que cuja manha foi observada a presenga da rolha vaginal.
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2.3) Colheita e processamento do material:

Com o intuito de se flagrar o maior ntimero possivel de etapas do processo
de implantag&o embrionaria, foram realizadas colheitas de sitios de implantagao de

acordo com o seguinte esquema:

Dia Horario N.° de individuos
Noite do 5.° dia 20:00-23:00 2 animais
Madrugada do 6.° dia 02:00-04:00 2 animais
Manhé do 6.° dia 10:00-12:00 2 animais
Tarde do 6.° dia 14:00-16:00 2 animais
Noite do 6.° dia 20:00-23:00 2 animais

2.4- Fixacao e processamento do material para microscopia de luz:

Os animais foram anestesiados por inalagdo de éter etilico. Ap6s
laparotomia, os cornos uterinos foram retirados do corpo do animal, mantidos em
placas de Petri contendo solugéo fixadora, onde foram dissecados e recortados
transversalmente, em relagdo ao seu maior eixo, em segmentos de dois a trés
milimetros de espessura.

Para fixagao, estas pegas foram mantidas em uma mistura de etanol 95%,
formalina, acido acético glacial e agua destilada na proporgao de 3.1:1:5 em
volume (Finn & Mclaren, 1967) durante 18 horas. A fixagdo, seguiu-se a
desidratagao em uma série de etantis em concentragbes crescentes (de 50 a
100%), apds o que os materiais foram pré-infiltrados em uma mistura 1:1 de glicol
metacrilato 'e etanol absoluto por 2 horas a temperatura ambiente, sendo depois

imersos em soluggo infiltradora ? por 24 horas e incluidos em uma mistura® da

resina a temperatura ambiente.

'Resina Glicol Metacrilato Historesin, LKB2218-500, Sweden.
*Soluggo infiltradora : -50ml de resina basica ( Glicol Metacrilato)
-5g de ativador (peroxido de benzoila)
315ml de solugéo infiltradora e 1ml de endurecedor ( derivado de 4cido barbiturico-DMSO).



Cortes de 2um de espessura foram executados em um micrétomo automatico

Leica 2065 e corados pela técnica da hematoxilina e eosina ou pelo azul de

toluidina a 0,25% em &gua destilada a 40.°C.

2.5- Fixagao e processamento do material para microscopia eletrénica:

Apbs anestesia através de inalagdo de éter etilico, os animais foram
laparotomizados e seus cornos uterinos retirados. Sob microscépio estereoscopio e
imersos em solugdo fixadora, os sitios de implantagdo foram dissecados do
miométrio e seccionados transversalmente em fatias de aproximadamente 1,5 mm,
permanecendo na solugdo fixadora por 12 horas a 4.°C. A solugao fixadora
utilizada foi o glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%, em tampao fosfato 0,1M pH
7,4 ( Karnovsky, 1965, modificado).

Uma vez fixados, os fragmentos foram lavados em tampao fosfato 0,1M pH
7,4 e pés-fixados em tetréxido de Osmio a 1% em cloreto de sédio 0,9% em agua
destilada durante 1 hora. Apds novas lavagens em tampéao fosfato, os fragmentos
foram entdo submetidos a uma bateria de desidrataggo em etandis de
concentragbes crescentes (50-100%), sendo entao infiltrados por tolueno.

Posteriormente, os fragmentos permaneceram, durante 12 horas, numa
mistura em partes iguais de tolueno e resina Epon*. Apés o que foram mantidos
por uma hora em resina pura a 60.°C e ent&o inclufdos em uma nova resina pura e
orientados de modo a obtermos cortes transversais ao Utero. Para polimerizagéo da
resina, os blocos permaneceram em estufa a 60.°C durante 72 horas. Cortes semi-
seriados de 2ym de espessura foram obtidos em um micrétomo automatico Leica

2065 a fim de localizar os embrides nas criptas uterinas. Os cortes foram ent&o

“Resina Epon: - 15m} de Epon 812 Fluka
- 9ml de 2- Dodecenil-1-succinic anhydride mixture (DDSA)
- 10ml de Methil Nadic Anhydride (MNA)
- 0,5ml de Epoxy accelerator (DMP-30)
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corados com azul de toluidina a 0,25% em borato de sédio a 1% em agua

destilada.

Uma vez localizadas as regides de implantagao embrionaria, cortes ultra-
finos prateados foram obtidos em um ultramicrétomo automatico Reichet-Jung
modelo Ultracut. Estes cortes foram contrastados pelo acetato de uralina 2% em
agua destilada durante 5 minutos e pelo citrato de chumbo 0,5% em agua

destilada, durante 10 minutos.

A observagéo ultra-estrutural e documentag&o fotografica foi realizada em

um microscépio eletrénico ZEISS EM 109.
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lll - Resultados

Os resultados apresentados foram baseados na analise dos aspectos celulares e
na interagdo materno-embrionaria. Para melhor entendimento, estes foram divididos em
epitélio uterino, o qual foi descrito a nivel de localizagado e aspecto celular, estroma
uterino, refere-se a decidua, sua formagao e aspecto com o qual esta se apresenta no
decorrer do perfodo; embri&o, aqui dedicou-se maior atengao ac trofoblasto, pois este
apresenta-se como a célula chave para o estudo; e finalmente, interagdo materno
embrionaria onde relatou-se a maneira pela qual mée e concepto interagem durante o

periodo estudado.
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NOITE DO 5.° DIA DE GESTAGAO

Epitélio Uterino

Na noite do 5.° dia células epiteliais foram observadas apenas na regiao
mesometrial e no fundo da cripta uterina. Tais células mostravam-se integras, bem

conservadas e em uma monocamada prismatica (fig. 1).

Embriao

O embrido situava-se na porgéo antimesometrial da cripta uterina e estava
totalmente envolto pelo estroma endometrial. Além do trofoblasto e do ectoderma,
pdde-se distinguir o saco vitelino delimitado pelo endoderma visceral e parietal
(fig.1). No pdlo embrionério foi observadoa presenga do cone ectoplacentario (fig.1),
futura porgao fetal da placenta e o centro de proliferagao mitdtica, fornecedora de
celulas gigantes secundarias.

Ao redor do embrido, células trofoblasticas gigantes eram de facil
identificagao tanto pelo seu tamanho, bem maiores que as do estroma , quanto por
sua forma, pois possuiam prolongamentos citoplasmaticos, os quais ocupavam os
estreitos espagos por entre as células do estroma (fig. 1).

No citoplasma das células trofoblasticas foi observado pontos com maior
intensidade cromética. O nuUcleo apresentava cromatina descondensada com
nucteolos evidentes (fig.2).

Ao microscopio eletrénico o citoplasma das células trofoblasticas
caracterizava-se por apresentar. mitocondrias, polirribossomas livres, reticulo
endoplasmatico granular, filamentos intermediarios e Complexo de Golgi.

Em algumas ceélulas trofoblésticas foi possivel observar que o citoplasma
apresentava-se repleto de vaclolos, com material elétron-denso e granular e,

também, células epiteliais com maior elétron-densidade; nesta situagéo era comum
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a presencga de grande parte do citoplasma da célula trofoblastica sobre a membrana

basal do epitélio uterino (fig.3).

Celulas trofoblasticas foram observadas emitindo prolongamentos no sentido

de englobar células deciduais (fig.4).

Estroma endometrial

O estroma endometrial apresentava células em diferentes graus de
compactagéo, préximo ac embrido apresentaram-se compactadas, lembrando um
tecido epitelidide, proximo ac miométrio as células mostraram arranjo tipico de
tecido conjuntivo frouxo, j& a regiao média mostrou caracteristicas intermediarias
entre as duas camadas (fig.5).

Ao microscopio eletronico as células deciduais apresentavam ndcleo de
cromatina descondensada e nucléolo proeminente, no citoplasma observou-se
reticulo endoplasmatico granular, polirribossomas livres e acumulos de glicogénio
(ig. 6). No citoplasma também observou-se vacuolos alongados com material
elétron-denso nas laterais e no interior um material fibrilar com estriagdes
transversais, lembrando fibrilas colégenas. No limite celular, pdéde-se observar
inameras jungdes gap (fig.6).

Proximas ao embrido algumas células deciduais apresentaram

caracteristicas alteradas, com organelas bem dilatadas, forma irregular e maior

eletron-densidade (fig.7).

Interagao materno-embrionaria

Na noite do 5.° dia o embri&o apresentava-se em estdgio avangado de
implantagéo, de tal maneira que a interagdo entre os organismos materno e

embrionario se féz de forma muito intima.
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Ceélulas trofoblasticas gigantes, responsaveis pelo avango do embrido,
avangaram para o interior do estroma endometrial, ultrapassando o epitélio uterino e
a lamina basal. Este acontecimento deu-se através da emisséo de prolongamentos
citoplasmaticos de células trofoblasticas por entre as células epiteliais, rompendo os
complexos unitivos €, quando em contato com a lamina basal, emitia
prolongamentos sob epitélio e sobre a lamina basal e, em seguida, deslocava tais
células epiteliais da lamina basal (fig.8), fagocitando-as e, finaimente rompia a
lamina basal e avangava em dire¢so ac estroma endometrial (fig.9).

Concomitante ao processo de invas&o do estroma endometrial, notou-se o
resultado da invas&o de vasos por parte de células trofoblasticas com consequente
fagocitose de células sanguineas (fig.10).

Células trofoblasticas foram flagradas aprisionando células deciduais com
maior eletron-densidade e organelas vacuoladas, aparentando células em processo
de degeneragdo (fig.11). Em outras situages observou-se células trofoblasticas
apenas emitindo prolongamentos por entre células do estroma endometrial sem

nenhuma alteragéo que indicasse processo de degeneracao.

MADRUGADA DO 6.° DIA DE GESTAGAO
Epitélio uterino

Na madrugada do 6.° dia o epitélio uterinc restringiu-se apenas ao alto da
cripta, na regido mesometrial. Suas células apresentaram-se aparentemente bem

conservadas.
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Embrido

O embri&o apresentava morfologia muito semelhante & fase anterior. Exceto

o fato de inicio de um processo de cavitagdo na parte ectodérmica, sugerindo ser a

cavidade pré-amnidtica (fig.12).

Estroma endometrial

As caracteristicas morfolégicas simulavam as da fase anterior, mantendo o
mesmo arranjo compacto préximo ao embrido e tornando-se mais frouxo a medida
gue se aproxima o miométrio.

As caracteristicas ultra-estruturais se mantiveram, exceto o fato de existir

grande quantidade de fibrilas colagenas no espago extracelular (fig.13).

Interagcdo materno-embrionéria

Nesta fase da implantagdo embrionaria organismos materno e embrionério
exibiram amplas areas de contato entre células trofoblasticas e deciduais.

Celulas trofoblasticas invadiram o estroma endometrial através da
interposigao de finos prolongamentos citoplasmaticos colocando-se por entre os
estreitos espagos intercelulares (fig.14). Observou-se também que células
trofoblasticas invadiram as células endoteliais de modo a se apresentarem em
contato com a luz do vaso e consequentemente banhada por sangue materno

(fig.15).
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MANHA DO 6.° DIA DE GESTAGAO

Epitélio uterino

O epitélio uterino na manhé do 6.° dia, ainda estava presente, porém como
na fase anterior, somente na regi&o mesometrial. Algumas células epiteliais

apresentaram maior intensidade cromatica (fig. 16).

Embrido

Nesta fase o embrido apresentava uma cavidade pré-amnittica mais ampla,
bem como o saco vitelino (fig. 17).

Células trofoblasticas gigantes entravam em contato direto com o estroma
endometrial bem como com vasos sanguineos através de prolongamentos

citoplasmaticos.
Estroma endometrial

Nesta fase as células do estroma endometrial apresentavam caracteristicas
muito semelhantes a j& descritas nas fases anteriores, exceto o fato de que na
regiado intermediaria era grande o nimero de células em processo de mitose (fig.

18).

Interacdo materno- embrionaria

Na manh& do 6.° dia, a interag&o dos organismos materno e embrionario

continuava com muita intensidade visto que pode-se flagrar em diferentes estagios,

a intensa invasividade das células trofoblasticas. Isto se deu tanto por entre células
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deciduais, com a emissao de prolongamentos citoplasmaticos das células
trofoblasticas (fig. 19), como em diregao aos vasos sanguineos (fig. 20).

No citoplasma das células trofoblésticas era comum a presenga de vacuolos
elétron-densos lembrando a fagocitose de heméacias. Além de leucdcitos
aparentemente aprisionados no interior de células trofoblasticas: observou-se

tambeém material elétron-denso na forma de grumos (fig. 21).

TARDE DO 6.° DIA DE GESTAGAO

Epitélio uterino

Nesta fase o epitélio uterino néo foi mais encontrado na mucosa uterina.

Embrido

O embriao apresentava-se mais celularizado. As demais caracteristicas a

cerca das células trofoblasticas permaneceram as mesmas das fases anteriores.

Estroma endometrial

O estroma endometrial mostrou-se  totaimente decidualizado e mais
compactado ao redor do embrido; as células desta regido mostraram maior
intensidade croméatica. Aparentemente houve uma expans&o do arranjo compacto
do estroma em diregao ac miométrio (fig. 22).

Ao microscopio eletrénico notou-se grande quantidade de acUmulos de
glicogénio nas celulas deciduais, bem como maior elétron-densidade no espago

intercelular (fig. 23).
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Interagdo materno-embrionaria

As caracteristicas que sugerem fagocitose tanto de células deciduais quanto
de células sanglineas mantiveram-se inalteradas quando comparadas com a

manha do 6.° dia.

NOITE DO 6.° DIA DE GESTAGAO

Embrido

Nesta fase 0 embriao caracterizava-se por apresentar a cavidade pro-
amnittica totalmente formada, tomando quase todo seu interior, onde estava
delimitada pela ectoderme. Externamente o endoderma parietal e visceral
delimitavam o saco vitelino (fig. 24).

Células trofoblasticas apresentavam-se interpostas com grande intimidade

por entre as células deciduais (fig. 24).

Estroma endometrial

Nesta fase observou-se algumas mudangas no estroma endometrial : vasos
sangtifneos tornavam-se mais evidentes, especialmente na regiao mesometrial (fig.
25), maior compactagéo de células deciduais, proximas ao miométrio. O numero de

células deciduais em processo de degeneragao tornou-se mais intenso (fig. 26).
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Interag&o materno-embrionéria

Na noite do 6.° dia, a interag&o entre organismos materno e embrionario se
féz com muita intimidade.

Células trofoblasticas mostraram intensa atividade invasiva do estroma
endometrial. A invasdo de vasos foi frequente. Mesmo quando este processo nao
era evidenciado diretamente, foi comum a presenga de celulas sanguineas
maternas aparentemente aprisionadas no interior de células trofoblasticas (fig. 27).

Frequentemente, notava-se células trofoblasticas emitindo prolongamentos
no sentido de englobar porgdes de células deciduais, com caracteristicas de celulas
saudaveis (fig. 28), bem como prolongamentos que acompanhavam os contornos
de células deciduais aparentemente degeneradas (fig. 29); esta Gltima categoria de
células provavelmente eram fagocitadas uma vez que foram encontradas células
deciduais de caracteristicas semelhantes aparentemente aprisionadas no interior de

células trofoblasticas.



26

IV - DISCUSSAO

Através da analise, ao microscopio de luz e ao microscopio eletronico,
dos elementos celulares maternc e embrionario envolvidos na implantagao
embrionaria do roedor Calomys callosus, foi verificado e diagnosticado o tipo de
implantag&o ocorrida nesta espécie, bem como os fatos decorrentes deste evento:
as modificagbes ocorridas no embrido, no estroma endometrial e as atividades
invasivas e fagociticas das células trofoblasticas.

A discuss&o serd realizada em tépicos para que o entendimento dos

aspectos celulares desta interagao se torne claro.



27

EPITELIO UTERINO

Dentro do periodo estudado, o qual compreendeu desde a noite do 5.° dia
até a noite do 6.° dia, o epitélio uterino foi observado até a manha do 6.° dia. No
periodo em que estava presente percebeu-se algumas células em processo de
degeneragdo. A nivel de microscopia de luz pdde-se observar uma maior
intensidade cromatica em seu citoplasma.

O processo de morte celular vem sendo estudado com muito interesse,
porém ainda existe muita divergéncia entre os estudiosos no que se diz respeito a
classificar o tipo de morte ocorrido.

Por um lado aparece aqueles que acreditam que, o que ocorre pode ser
uma morte programada do tipo apoptose; e outros ainda acreditam que a morte
ocorre de modo patolégico, ou seja, por necrose.

Segundo Clarke (1990), [in: Ferro 1991], é questionavel a atual tendéncia
em se classificar os processos de morte celular em uma dicotomia: processos
patologicos como necroticos, € os néao patoldgicos como apoptoéticos. Segundo
este autor existem situagbes em que os padrbes morfolégicos de ambos tipos se
misturam e se confundem, além de outros modelos comprovados de morte celular
que também ocorrem em situagdes fisiolégicas e que n&o enquadram nas
definicdes de nenhum destes processos.

O presente estudo ndo teve como finalidade verificar esta dicotomia, porém
num estudo anterior com esta mesma espécie, Ferro (1991), supde que é provavel
que este seja 0 caso das células epiteliais uterinas, onde alteragdes
tradicionalmente encontradas tanto em processos de morte por apoptose gquanto por
necrose podem ser observadas.

A fagocitose do epitélio uterino pelo trofoblasto inicia somente depois que as
células epiteliais sofrem uma consideravel deterioragdo (Hinchliffe e El-Shershaby,

1975). Segundo estes autores a deterioragéo das células epiteliais parece estimular
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a atividade fagocitica das células trofoblasticas. Tais consideragdes coincidemn com
as caracteristicas observadas no presente estudo.

Né&o foi possivel estabelecer nenhuma relagao de alteragdo morfol6gica das
cé€lulas epiteliais, com a presenga de células trofoblasticas. E provavel que as
células epiteliais entrem em processo de alteragao, seja ele apoptético ou no,
independente da presenga do trofoblasto. Ja o processo de fagocitose inicial de

células epiteliais pelo trofoblasto deu-se apenas em locais onde exista células

epiteliais degeneradas.

ESTROMA ENDOMETRIAL

No  periodo estudado o©  estroma endometrial apresentava
predominantemente decidualizado, podendo em alguns momentos revelar algumas
diferengas dependendo da regido observada, como totalmente decidualizado
proximo ao embrido e com arranjo frouxo préximo ao miométrio.

As células deciduais apresentavam como principais caracteristicas: forma
poliedrica, citoplasma claro e nucleo com cromatina descondensada e com um ou
mais nucléolos evidentes.

Ao nivel de microscopia eletronica foi observado no interior do citoplasma a
presenga de vacuolos alongados com material elétron-denso nas laterais e no
interior um material fibrilar com estriagées transversais lembrando fibrilas colagenas,
sugerindo fagocitose de fibrilas coldgenas. Segundo Parr et al, (1986) a presenca
de fibrilas colagenas no citoplasma das células deciduais € o resultado do processo
de fagocitose de coldgeno por estas células, com o intuito de remodelagem da
matrix extracelular, sendo que esta remodelagem seria um evento indispensavel

para a expansao e crescimento do embrido.
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Em nossos resultados também foi possivel observar grande presenga de
filamentos intermediarios no citoplasma das células deciduais. Zackroff et al, (1982)
[in: Zorn et al, 90] sugere que estes filamentos intermediarios estejam envolvidos
numa serie de fungdes celulares, sendo que uma destas pode ser a manutengéo da
forma celular; segundo Steinert et al, 84 (in: Zorn et al, 90) outras fungdes
provavelmente seriam o envolvimento no movimento de organelas, centralizagao de
nucleos e contatos de célula-célula.

Uma das mais interessantes descobertas na decidua do camundongo foi a
intima associagao entre filamentos intermediarios e fagossomas contendo colageno,
mostrando a interagdo entre lisossomas e elementos do citoesqueleto (Zorn et al,
1990).

Em Calomys callosus tanto: filamentos intermediarios e fagossomas
contendo colageno foram observados, porém nao nos foi possivel flagrar nenhuma
associagao entre eles.

Foi notado a presenga de grande quantidade de acumulos de glicogénio, de
maneira semelhante ao observado em ratos e camundongos por Welsh e Enders,
(1985); e em hamster chinés por Blankeship et al, (1 990); segundo estes autores a
presenga de glicogénio esta associada a nutrigo do embriao, em etapas que
precedem a formagao da placenta.

Outro aspecto notado na decidua desta espécie foi a presenga de células
deciduais com aspecto degenerado lembrando morte celular. De acordo com Katz e
Abrahamsohn, (1987) [in: Abrahamsohn, et al, (1 993)], em ratos e camundongos,
células deciduais morrem por apoptose. Ainda segundo estes autores, células
deciduais sadias resistem a invaséo pelo trofoblasto, a morte gradual das células
deciduais parece ser um mecanismo que permite a expans3o do trofoblasto do

camundongo.

Contudo no presente estudo foi observada uma situagao diferente das

obtidas com ratos e camundongos; além das células deciduais degeneradas, em
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Calomys callosus, células deciduais sadias foram flagradas sendo fagocitadas
pelo trofoblasto, podendo isto denotar que, nesta espécie, o trofoblasto no
encontra na decidua uma barreira fisica, que o impeca de prosseguir seu avango

pelo estroma endometrial em busca de nutrientes para o embrigo.

EMBRIAO

Em nossas observagses foi notado uma rapida alteragdo morfoldgica do
embri&o no curto espago de tempo estudado. Na noite do §.° dia 0 embriao mostrou
um compacto amontoado de células, onde puderam ser diferenciadas as camadas
de ectoderma e endoderma parietal e visceral; j& na noite do 6.° dia foi observada a
cavidade pré-amnidtica totalmente formada, delimitada pelo ectoderma.

Segundo Snell (1941), no 5.° dia, em camundongos, também j& inicia a
formagéo da cavidade pré-amniética, sendo esta delimitada pelo ectoderma
embrionario. As demais camadas também j& se apresentavam nesta fase.

Junto a estas transformacées foi observado o franco avango do cone

ectoplacentario em dirego a porgao mesometrial da decidua.

TROFOBLASTO

Foi observado que as células trofoblasticas apresentavam formas irregulares

e tamanho bastante aumentado.

No decorrer do periodo sua localizagao foi bastante variada, podendo ser
encontrada desde a regido do epitélio uterino até em meio as celulas deciduais.

O que chamou bastante a atengao foi que a medida que as células

trofoblasticas invadiam o estroma endometrial sua alividade fagocitica tornava-se
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mais intensa. Isto pode ser notado através da presenca de fragmentos de células
epiteliais, deciduais e sanguineas no seu citoplasma.

De maneira semelhante ao observado em Calomys callosus, Bevilacqua
(1988) notou que o aumento da atividade fagocitica apresentada pelas células
trofoblasticas gigantes em camundongos, foi indicada pelo acumulo de corpos
semelhantes a lisossomas. O acumulo destes corpos nas células gigantes
coincidem com o aparecimento de fagossomas contendo residuos celulares.

A ativagao de células trofoblasticas durante sua transformagéo em células
gigantes &, deste modo, um importante passo no desenvolvimento da natureza
invasiva e fagocitica do trofoblasto. Este fator & importante para a adaptagao do
embrido dentro do endométrio e ¢ dependente da fagocitose ativa das células
gigantes (Boving, 59; Billington,71; Smith e Wilson, 74; Katz e Abrahamsohn, 87)
[in: Bevilacqua et al, 88).

Para Enders et al (1967) as propriedades histoliticas e invasivas do
trofoblasto primitivo do rate parecem ser muito fraca nos primeiros estagios de uma
implantag&o normal, mas a ades&o da membrana da célula trofoblastica com a
membrana das células epiteliais parece ser um importante fator na ativagdo da
atividade fagocitica do trofoblasto. Assim, o contato materno-embrionario agiria no

sentido de estimular a atividade fagocitica do trofoblasto e propiciar a implantagéo

embrionaria.

INTERAGAO MATERNO-EMBRIONARIA

As ceélulas trofoblasticas gigantes, responsaveis pelo processo de
implantagédo embriondria, avangavam para o interior do estroma endometrial,

ultrapassando a barreira do epitélio uterino e seguindo em direc&o as células do
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estroma endometrial. Este acontecimento deu-se através da emissdo de
prolongamentos citoplasmaticos de células trofoblésticas por entre as células
epiteliais degeneradas, rompendo seus complexos unitivos e deslocando-as da
lamina basal, com posterior fagocitose de tais células degeneradas bem como de
celulas laterais, com caracteristicas de células saudaveis.

Apés o deslocamento e fagocitose das células epiteliais, foi observado o
avango de prolongamentos citoplasmaticos das células trofoblésticas em diregao ao
estroma endometrial, onde provavelmente houve o rompimento da famina basal,
Com consequente invasdo de células do estroma. Assim observou-se que o
processo de implantagdo embrionaria em Calomys callosus ¢, como na maioria
dos roedores estudados (Abrahamsohn, 1983) do tipo deslocamento.

O rompimento da lamina basal, representa um importante evento durante a
implantagéo embrionaria, pois para que ela ocorra, o embridao necessita atingir o
estroma endometrial e isto s6 é possivel apos ultrapassada a lamina basal. Porém
podem estar envolvidos neste evento, tanto células deciduais (Schiafke, et al, 1985),
como células trofoblésticas (Bevilacqua e Abrahamsohn, 1989; Ferro e Bevilacqua,
1994).

Ultrapassada a lamina basal, as células trofoblasticas gigantes iniciaram a
invasdo ao estroma endometrial, conseguindo através da emissio de finos
prolongamentos citoplasmaéticos, romper os complexos unitivos que dao a decidua
um arranjo extremamente compacto, e assim ganharam um amplo convivio com a
matriz extracelular.

O franco avango do trofoblasto ao estroma endometrial foi marcado pela
fagocitose de células deciduais degeneradas predominantemente ou de aspecto
saudavel e, por fim, prolongamentos trofoblasticos alcangaram e invadiram os vasos

sanguineos, garantindo assim um vasto suprimento para o embrizo.
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V -CONCLUSOES

» A atividade fagocitica das células trofoblasticas inicia com a fagocitose de células
epiteliais degeneradas e evolui para a fagocitose de células epiteliais saudaveis. Uma vez
em contato com o estroma endometrial as células trofoblasticas passam a abrir caminho no
estroma com a fagocitose de células deciduais degeneradas, bem como a fagocitose de
células deciduais sadias, atingindo assim os vasos maternos e garantindo um vasto

suprimento sangufneo em etapas que precedem a formag&o da placenta.

e O processo de decidualizagdo do estroma endometrial, ja presente quando
iniciado este estudo, teve seu avango progressivo no decorrer deste, onde pdde-se
evidenciar seu pico na noite do 6.° dia de gestagao. Ocorre de maneira centrifuga iniciando

na parte antimesometrial onde se localizava o embrido, indo de encontro ao miométrio.

* A morte celular que ocorre no epitélio uterino, bem como a que ocorre no

estroma endometrial, parece nzo ter relagdo alguma com a presenga das células
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trofoblasticas; & provavel que ocorra uma morte programada pelo préprio organismo

materno.

* Num primeiro momento, através da analise e discussdo do resultados
apresentados, conseguimos concluir que o processo de implantacdo embrionaria que
ocorre no roedor Calomys callosus ¢é do tipo desiocamento, indo de encontro com outros

autores ja que este é o tipo predominante nos roedores de laboratério.
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VI -DOCUMENTAGAO FOTOGRAFICA



PRANCHA 1: Noite do 5.° dia de gestagéo em Calomys callosus

Figura 1: Observar: o embrido (E) em estagio avangado da implantagao,
epitélio uterino (ep) no fundo da cripta uterina. No embridao notar
trofoblasto (T), endoderma visceral (v) e parietal (p), saco vitelino (s),
cone ectoplacentario (ce). Estroma endometrial (Es). Fotomicrografia,
Glicol Metacrilato, Azul de toluidina, 200x.






PRANCHA 2: Noite do 5.° dia de gestacao em Calomys callosus

Figura 2: Detalhe de uma célula trofoblastica gigante (T) préximo ao
embri&o (E). No citoplasma do trofoblasto pontos com maior intensidade
cromatica (#) nlcleo proeminente (N) e nucléolos evidentes M,
rodeando o trofoblasto notar o estroma endometrial (Es). Fotomicrografia,
Glicol Metacrilato, Azul de toluidina, 550x.

Figura 3: Eletromicrografia do citoplasma da célula trofobléstica (T) com
uma célula epitelial (Ep) aparentemente aprisionada em seu interior. Na
parte inferior da figura observar que a célula trofoblastica apoia-se sobre
a lamina basal (w). 16500x.

Figura 4: Observar prolongamentos citoplasmaticos da célula
trofoblastica (T) aparentemente envolvendo (M uma porcao célula
decidual (D) aparentemente sadia. Eletromicrografia, 5500x.






PRANCHA 3: Noite do 5.° dia de gestagdo em Calomys callosus

Figuras 5A, 5B e 5C: Observar arranjos celulares do estroma
endometrial, na foto 5A regido de decidua compacta proxima ao
embrido, 5B regi&o intermediaria com arranjo intermediario da decidua e
8C proximo ao miométrio arranjo frouxo. Fotomicrografia, Glicol
Metacrilato, Azul de toluidina, 350x.






PRANCHA 4: Noite do 5.° dia de gestagao em Calomys callosus

Figura 6: Célula decidual com nlcleo eucromatico (N). No citoplasma
observar: reticulo  endoplasmatico  granular  (Rg), inumeros
polirribossomos livres (A) e acumulos de glicogénio (s%). No canto
superior direito notar jungao gap, muito frequente na decidua; e no canto
inferior esquerdo observar vactolos fagossémicos com fibrilas colagenas
em seu interior. Eletromicrografia, 12000x; detalhes (superior) 97000x e
(inferior) 20000x.

Figura 7: Célula decidual (Dd) em processo degenerativo em meio a
outras aparentemente sadias (D). Eletromicrografia, 4800x.
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PRANCHA 5: Noite do 5.° dia de gestagdo em Calomys callosus

Figura 8 Observar célula trofoblastica (T) aparentemente deslocando
célula epitelial (Ep) da lamina basal (). Eletromicrografia, 8000x.

Figura 9: Observar um detalhe de um prolongamento citoplasmatico da
célula trofoblastica (T) invadindo células deciduais (D). Eletromicrografia,
5000x.

Figura 10: Observar no citoplasma da célula trofoblastica (T) células
sanguineas materna (%) provavelmente fagocitadas por elas.
Eletromicrografia, 4000x.

Figura 11: Observar que além de células sanguineas, células deciduais
degeneradas (Dd) também foram flagradas aparentemente aprisionadas
no citoplasma da célula trofoblastica (T). Eletromicrografia, 15000x.



. 1 ' A
17, T
Agh

® .~




PRANCHA 6: Madrugada do 6.° dia de gestagéo em Calomys callosus

Figura 12: Observar o embrido (E) j& com o inicio da cavidade pro-
amnidtica (T). Fotomicrografia, Glicol Metacrilato, Azul de toluidina, 370x.

Figura 13: Observar fibrilas coldgenas (%) nos espagos intercelulares do
estroma endometrial (D). Eletromicrografia, 15000x.

Figura 14: Detalhe ultra-estrutural de um fino prolongamento
citoplasmatico da célula trofobléstica (T) no espago intercelular (%) por

entre células deciduais, onde pode-se notar fibrilas colagenas M.
Eletromicrografia, 15000x.

Figura 15 Observar célula trofoblastica (T) préxima a um vaso

sanguineo (V). Fotomicrografia, Glicol Metacrilato, Azul de toluidina,
370x. '
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PRANCHA 7: Madrugada do 6.° dia de gestagao em Calomys calfosus

Figura 16: Observar o epitélio uterino (ep) remanescente na regiéo
mesometrial onde algumas células apresentam uma maior intensidade
cromatica (#). Fotomicrografia, Glicol Metacrilato, Azul de toluidina, 340x.

Figura 17: Observar o embrido (E) com saco vitelino (%) e cavidade pro- -
amnidtica em desenvolvimento (T). Fotomicrografia, Glicol Metacrilato,
Azul de toluidina, 340x.






PRANCHA 8: Manha do 6.° dia de gestag&o em Calomys callosus

Figura 18: Observar o compacto arranjo das células do estroma
endometrial (Es), assim com células em mitose (A). Fotomicrografia,
Glicol Metacrilato, Azul de toluidina, 400x.

Figura 19: Interface da célula trofoblastica (T) com a célula decidual (D).

- No espago intercelular observa-se um material elétron-denso (=»).
Eletromicrografia, 5500x.

Figura 20: Célula trofoblastica (T) proxima aos vasos sanguineos
materno (v). Fotomicrografia, Glicol Metacrilato. Azul de toluidina, 400x.

Figura 21: Citoplasma do trofoblasto (T), onde observa-se, leucécitos
(L), vacUolos elétron-densos (%) e material elétron-denso em forma de
grumos (7). Eletromicrografia, 4400x.






PRANCHA 9: Tarde do 6.° dia de gestagao em Calomys callosus

Figura 22: Embriao (E) circundado por estroma endometrial (Es). Notar
que préximo ao embrido as células do estroma apresentam maior
intensidade cromatica (=%). Fotomicrografia, Glicol Metacrilato, Azul de
toluidina, 65x.






PRANCHA 10: Tarde do 6.° dia de gestagéo em Calomys callosus

Figura 23: Ultraestrutura de uma célula decidual onde grandes
acumulos de glicogénio (&) s&o observados no citoplasma e no espaco
intercelular material amorfo elétron-denso (w). Eletromicrografia. 8400x






PRANCHA 11: Noite do 6.° dia de gestagéo em Calomys callosus

Figura 24: Observar embrido com cavidade pré-amniética (*) formada,
ectoderme (ec), endoderme visceral (v) e parietal (p), delimitando o saco
vitelino (s). Observar também células trofoblasticas gigantes (T), vasos

sanguineos (v) e decidua (D). Fotomicrografia, Glicol Metacrilato, Azul
de toluidina, 180x.






PRANCHA 12: Noite do 6.° dia de gestagao em Calomys callosus

Figura 25: Observar que na regi&o mesometrial os vasos sanguineos
(A) estdo mais evidentes. O estroma endometrial (Es) apresenta uma
total compactagdo em toda sua extensao. Fotomicrografia, Glicol
Metacrilato, Azul de toluidina, 370x.

Figura 26: Interface da célula trofoblastica (T) e células deciduais
degeneradas (Dd), onde esta se apresenta degenerada.
Eletromicrografia, 15000x.

Figura 27: Citoplasma do trofoblasto (T) onde visualiza-se células
sanguineas (S) aparentemente aprisionadas. Nucleo (N) proeminente.
Préxima a esta célula observar uma célula decidual (D) Eletromicrografia,
7500x.
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PRANCHA 13: Noite do 6.° dia de gestagédo em Calomys callosus

Figura 28: Interface entre célula trofoblastica (T) e célula decidual (D)
onde esta apresenta-se aparentemente englobada (=) por
prolongamentos citoplasmaticos da célula trofoblastica.
Eletromicrografia, 7500x.

Figura 29: Citoplasma da célula trofoblastica (T), com células
sanguineas (S) e deciduais (D) aparentemente aprisionadas no seu
interior. Observar célula decidual degenerada (Dd) préxima ao
trofoblasto. Eletromicrografia, 6000x.
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