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RESUMO

O ciclo estral ocorre na maioria dos mamiferos e caracteriza-se por ser um
periodo de variagdes morfologicas e comportamentais. Neste ciclo estdo definidos 4
momentos distintos: proestro, estro, metaestro e diestro, sendo o estro, o periodo no
qual a fémea aceita a copula. Do ponto de vista fisiologico, este ciclo € resultado da
a¢d0 de hormdnios hipofisarios e ovarianos, acarretando varias modificagoes
morfologicas detectaveis macro ou microscopicamente, particularmente no epitélio
vaginal. Em Calomys callosus, as células superficiais do epitélio vagmal podem
apresentar-se queratinizadas ou adquirir atividade secretoria. O nimero de células
em mitose no estrato germinativo do epitélio, também varia durante o ciclo estral;
outra caracteristica marcante ¢ a migra¢do leucocitaria em dire¢do a luz do orgéo.
No proestro. na superficie epitelial, as células apresentam-se prismaticas secretoras €
em processo de degeneragdo, enquanto que as camadas imediatamente abaixo se
encontram queratinizadas. No estro, as células secretoras superficiais ja se
descamaram ¢ ¢ grande a espessura do epitélio. No metaestro, as camadas
queratinizadas também sofrem um processo de descamagdo, deixando a superficie
somente com células pavimentosas ndo queratinizadas. Estas células, no final do
metaestro, comecam a apresentar regides PAS - positivas e infiltrado leucocitario.
No diestro, as células superficiais se tornam prismaticas, altamente secretoras €
repletas com granulos de secre¢do PAS - positivos. A espessura do epitélio €

pequena ¢ o infiltrado leucocitario se mostra muito maior que na fase anterior.



1- INTRODUCAO

O organismo deve ser capaz de responder, de forma coordenada e apropriada,
as diversas modificagdes fisicas e quimicas interna e externa do corpo. Tais
alteragdes podem agir diretamente sobre uma unica célula de resposta ou sobre uma
célula sensorial que, entdo, transmite a informagdo as células efetoras ou alvo.
Alternativamente, esta informagao pode ser transmitida diretamente as efetoras por
meio de mensageiros quimicos veiculados nos liquidos corporais. Em geral, esse
tipo de regulagdo ajusta e correlaciona varias fungdes metabolicas do corpo, por
meio da manuten¢do da homeostasia, do controle das velocidades das reagdes
quimicas e¢ do transporte de substancias através das membranas celulares. O
mecanismo reprodutivo € um deles.

O controle exercido pelo sistema nervoso esta basicamente ligado as
atividades rapidas ¢ ao comportamento, enquanto o controle humoral ¢ dommante
para a homeostasia e adaptagdes lentas ¢ mais duradouras, tais como a reprodugao.

Classicamente, os hormonios sdo definidos como substancias produzidas por
glandulas endodcrinas em uma parte do organismo ¢ que sdo, subseqiientemente,
levados pela corrente sangiiinea ou linfatica para outra parte do corpo, onde
modificam a atividade de células alvo especificas (Kaltenbach ¢ Dunn, 1983).

Os hormdnios que controlam os processos reprodutivos sdo, principalmente,
procedentes do hipotalamo, hipofise, gonadas e placenta, sendo responsaveis por
muitas variagdes nos orgaos envolvidos nos mecanismos de reprodugdo (Kaltenbach

¢ Dunn, 1988).
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1.1-O SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

1.1.1- 0 OVARIO

Os ovarios sdo estruturas pares responsaveis pela producdo. armazenamento e
liberagdo dos gametas femininos. Tém fung¢des endocrinas (esteroidogénese) e
exocrina (liberagdo dos ovocitos). A fungdo enddcrina envolve a producdo de
hormonios esteroides, entre eles, o estrogeno ¢ a progesterona, ja a fungdo exocrina
esta relacionada com a produgdo de gametas femininos.

Os ovarlos caracterizam-se por apresentar um revestimento epitelial continuo
com o mesovario. Este epitélio ¢ uma modificagdo do revestimento peritoneal
visceral ovariano. Durante o desenvolvimento inicial do ovario e da ovogénese, o
epitélio € cubico e vai se tornando pavimentoso a medida que o animal envelhece.
Sob o epitélio ha uma capsula de tecido conjuntivo denso constituindo a tfunica
albuginea ovarii.

Geralmente os ovarios sao formados por duas zonas diferentes - o cértex ou
Zona parenquimatosa que se situa externamente ¢ a medula ou zona vascular
que se situa internamente. Isso ocorre na maioria dos animais com exce¢do da égua,
onde estas zonas sdo invertidas.

O cortex contém numerosos foliculos em varios estagios de desenvolvimento,
corpos luteos, células intersticiais e elementos do estroma.

O tecido conjuntivo do estroma cortical € um tecido especializado, mas com
varias células tipicas do tecido conjuntivo frouxo. Contudo, este tecido ¢
hiperplasico, estando presentes densos agregados de fibroblastos. Eles podem ser

paralelos & superficie ou se arranjar ordenadamente em volta dos vasos que a estes
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se associam. Os fibroblastos desta regido nao sdo comuns. Eles sdo adaptaveis e
pleomorficos. Podem até mesmo assumir caracteristicas epitelidides, formando a
teca folicular e as células glandulares intersticiais associados aos foliculos.

A medula se caracteriza por apresentar grandes vasos sangiiineos, linfaticos,
nervos ¢ algumas estruturas embriologicas remanescentes. Possui um tecido
conjuntivo frouxo rico em fibras elasticas e reticulares. Os constituintes medulares
sdo continuos com o ligamento mesovarico. Os remanescentes embrionarios sio
partes da rete ovarii, o homdlogo feminino da rete festis (Banks, 1992).

1.1.1.1- CELULAS FOLICULARES

Concomitantemente a diferenciagdo dos ovocitos primarios, as células
foliculares, se associam e circundam o ovécito primario. Neste estagio, o complexo
¢ conhecido como foliculo primordial. Estes também sdo conhecidos como foliculos
quiescentes que ocorrem isoladamente ou em grupos na periferia do cortex.

A ativagdo do foliculo primordial resulta num foliculo primario e as células
foliculares se tornam cubicas ou prismaticas.

O foliculo secundario ¢ identificado pelo aumento da populagdo das células
foliculares associadas ao ovocito primario ¢ pelo desenvolvimento de uma zona
pelucida entre o ovocito ¢ as células foliculares. As células foliculares sdo
mitoticamente ativas, constituindo agora a membrana granulosa. Elas sdo separadas
do ovécito primario pela zona pelicida, que ¢ formada por um material amorfo,
acido periodico-reativo de Schiff (PAS) positivo. As células do estroma folicular se
diferenciam em duas camadas: uma camada interna, celular ¢ bem vascularizada,

denominada reca interna, constituida de células tecais de aspecto epitelidide com
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proeminentes reticulos endoplasmaticos lisos e mitocondrias com cristas tubulares:
¢ uma regido externa, com células fibroblasticas denominada feca externa. Estas
duas regides fundem-se imperceptivelmente uma a outra, tornando dificil distingui-
las. As células da teca interna produzem o liquido folicular e secretam grandes
quantidades de substratos androgénicos. Estes compostos intermediarios da
biossintese dos esterdides atingem as células granulosas ndo-vascularizadas, que os
convertem em estrogeno. Além da produgdo intrafolicular de estrégeno, resultante
da esteroidogénese cooperativa entre as células tecais e granulosas, o estrogeno
também ¢ produzido diretamente pelas células tecais. Uma véz produzido, passam
para o interior de varios vasos sangiiineos da teca interna. Grupos muito dispersos
de células secretoras do estroma, conhecidas como células intersticiais,
provavelmente produzem uma parte do androgénio utilizado pelas células da
granulosa para a conversio em estrégeno. As células intersticiais também sintetizam
algum estrogeno diretamente (Cormack, 1991).

O desenvolvimento dos foliculos terciarios resulta da atividade secretora das
células granulosas. Pequenos espagos entre as células granulosas, repletos de fluido
PAS-positivo, os corpusculos de Call-Exner, se tornam aparentes durante o
crescimento antral. Essas pequenas lacunas ou fendas intercelulares, preenchidas
pelo liquido folicular, confluem e formam o antro folicular. Os corpusculos de Call-
Exner sdo considerados precursores do liquido folicular. Estes eventos sdo
acompanhados pelo crescimento continuo do foliculo. As células imediatamente
proximas ao ovocito se tornam colunares radialmente orientadas, formando a

corona radiata, provavelmente fornecem o suporte nutricional para o ovocito. O
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antro folicular separa as células da granulosa em uma camada visceral, associada ao
ovocito, o cumulus oophorus ¢ uma camada parietal, associada as tecas (Banks,
1992).

1.1.2- TUBA UTERINA

A tuba uterina ou oviducto ¢ um tubo muscular membranoso de grande
mobilidade. Uma de suas extremidades abre-se na cavidade peritoneal, proximo ao
ovario, e a outra atravessa a parede do utero abrindo-se no interior deste orgao.

Divide-se o oviducto em quatro segmentos. O primeiro, chamado de
intramural, localiza-se no interior da parede uterina. O segundo, ou istmo, ¢é
formado pelo terco da tuba adjacente ao utero. O terceiro ¢ a ampola, que se
distingue do istmo por ser mais dilatada. O quarto segmento, o infundibulo, tem a
forma de um funil e localiza-se proximo ao ovario. A extremidade livre do
infundibulo, que ¢ a mais larga , apresenta prolongamentos em forma de franjas ou
fimbrias.

A parede da tuba ¢ formada por uma camada mucosa, uma muscular e uma
serosa.

A mucosa possui dobras longitudinais que sdo numerosas, longas e
ramificadas na ampola. Estas dobras se tornam menores nos segmentos da tuba
mais proximos ao utero. O epitélio que reveste a mucosa ¢ simples cilindrico e
ciliado, apresentando algumas células secretoras também cilindricas, mas
desprovidas de cilios. Os cilios batem na dire¢do do utero, causando a
movimentacdo da pelicula liquida viscosa que cobre a superficie. Esta pelicula é

formada por atividade de células secretoras intercaladas entre as células ciliadas. O
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deslocamento da pelicula que recobre a mucosa da tuba auxilia o transporte do
ovocito na diregdo do ttero e dificulta a passagem de microrganismos do ttero para
a cavidade peritoneal.

A lamina propria da mucosa ¢ constituida por tecido conjuntivo frouxo e a
camada muscular ¢ formada por fibras musculares lisas dispostas em grupos
separados por abundante tecido conjuntivo frouxo.

A tuba recolhe o ovocito expulso do ovario e o conduz na dire¢io do Gtero.
Sua luz representa um ambiente adequado a fertilizagdo. e a secrecdo ai encontrada
contribui para a nutri¢ao ¢ protegdo do ovocito, bem como a ocorréncia de parte do
processo de capacitagdo dos espermatozoides.

Através de mecanismos de movimentagdo (contragdo e distensdo da parede
turbaria ou varredura dos cilios superticiais), a tuba transporta 0 ovocito ou 0 zigoto
at¢ a luz uterina (Junqueira e Carneiro, 1995).

1.1.3- UTERO

O datero dos roedores € composto de dois cornos, um corpo € uma cérvix, ¢ as
proporgdes relativas de cada parte, assim como a forma e disposi¢do dos corpos,
variam de espécie para espécie (Hafez, 1988).

A parede uterina € constituida por trés tinicas, que, de fora para dentro, sdo:
serosa ( tecido conjuntivo + epitélio ), ou adventicia ( somente tecido conjuntivo ),
conforme regido do orgdo considerada: o miometrio, uma tunica de musculo liso: €
o endométrio, que ¢ uma mucosa, que possui epité¢lio simples cilindrico que
revestem a luz ¢ secretam muco na superficie ¢ também em glandulas na lamina

propria do endométrio ( Junqueira ¢ Carneiro, 1995 ).
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O utero apresenta vdrias fungdes. O endométrio e seus fluidos tém grande
relevancia no processo reprodutivo como : transporte dos espermatozoides do ponto
de ejaculagdo até o local da fertilizacdo na tuba. controle da fun¢do do corpo luteo,
inicio da implantagdo, gestagdo e parto.

No acasalamento, a contragdo do miométrio ¢ essencial para o transporte dos
espermatozoides do ponto de ejaculagdo para o local de fertilizagdo. A medida que
0s espermatozoides sdo transportados através da luz uterina para as tubas eles
comegam a sofrer a capacita¢do nas secre¢des endometriais ( Hafez. 1988 ).

O dtero ¢ um 6rgdo altamente especializado, adaptado para aceitar e nutrir os
produtos da concepgdo desde a implantagio até o parto.

Apos a implantagdo, o embrido depende de um suprimento vascular
adequado dentro do endométrio para seu desenvolvimento.

O utero tem capacidade de sofrer modificagdes extraordindrias no tamanho,
estrutura ¢ posi¢do a fim de acomodar as necessidades do produto em crescimento
(Hafez, 1988 ).

A resposta contratil do utero permanece quiescente até o momento do parto,
quando entdo tem a participagdo mais destacada para a expulsdo fetal. Apos o
parto, o utero quase readquire seu antigo tamanho e condi¢do por um processo

chamado involucdo ( Hafez, 1988 ).
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1.1.3.1- CERVIX UTERINA

A cérvix ¢ uma estrutura semelhante a um esfincter que se projeta
caudalmente na vagina.

A mucosa do conduto cervical ou luz do colo ¢ constituida por epitelio
simples prismatico de células mucinégenas e uma lamina propria onde se
encontram as glandulas cervicais.

Indiretamente, a secrecao do colo do atero desempenha importante papel na
fertilizacdo. Durante a ovulagdo as glandulas do colo uterino secretam muco muito
fluido. que facilita a passagem dos espermatozoides. Na fase secretoria € na
sravidez os elevados niveis sangiiineos de progesterona influenciam essas glandulas
a produzirem muco viscoso, que impedem a passagem de microrganismos e de
espermatozoides para dentro da cavidade uterina ( Junqueira e Carneiro, 1995 ).

1.1.4- A VAGINA

A vagina ¢ um orgdo em forma de um tubo fibromuscular que apresenta suas
paredes colabadas. Consiste de trés camadas: uma membrana mucosa: uma camada
muscular: ¢ uma adventicia. A membrana mucosa apresenta um epitélio
estratificado ¢ o tecido conjuntivo. A camada muscular ¢ constituida por varias
fibras musculares lisas. Mais externamente apresenta ainda tecido conjuntivo e
também tecido erétil sendo revestida por uma adventicia fibrosa que une a vagina a

uretra ¢ a outros orgaos adjacentes (Ross and Romrell, 1989).
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1.2- ALTERACOES MORFOLOGICAS DE ALGUNS ORGAOS DO
SISTEMA REPRODUTOR FEMININO NOS PERIODOS:

1.2.1- PRE-NATAL

Durante o desenvolvimento pré-natal o ovario apresenta como tecido
predominante o cortex. As células germinativas primordiais €m origem extra-
gonadal e migram da parede do saco vitelinico para as cristas genitais. Durante o
desenvolvimento fetal as oogodnias sdo produzidas por multiplica¢do mitotica,
formando varios milhdes de ovocitos. Esta ¢ seguida pela primeira divisdo meiotica,
processo este que se estaciona na profase. Uma subsequente atresia reduz o niimero
de ovocitos na €época do nascimento ¢ nova redugdo ocorre na puberdade, de modo
que somente algumas centenas estardo presentes no final da vida reprodutiva. Todos
05 ovocitos originam-se da popula¢do original de células germinativas da crista
genital. As células foliculares (fibroblasto-like) que circundam o ovocito,
desenvolvem-se da camada subjacente do epitélio germinativo, enquanto que as
células endocrinas - células da teca ¢ as intersticiais - originam-se da medula
ovariana (Hafez, 1988).

1.2.2- POS-NATAL

Ao nascimento ha uma camada de células foliculares que circunda os
ovocitos primarios formando os foliculos primordiais. De inicio, estes estdo
espalhados pelo ovario, porém no recém-nascido eles tornam-se localizados na zona
cortical periférica, debaixo da tunica albuginea e circundando a medula vascular

(Hafez, 1988).



INTRODUCAO 10

Os ovocitos comecam a sofrer uma maior diferenciagdo durante o periodo
pos-natal. As ovogdnias, estando em profase da primeira divisio meidtica, sdo
conhecidas como ovdcitos primarios. Os ovocitos primarios se mantém em profase
até que seja atingida a maturidade sexual (Banks, 1992). Estas diferencia¢des sio
produtos da agdo de horménios como o estrogeno e progesterona que, nesta fase do
desenvolvimento, se encontram em quantidade circulante bastante baixa. Esta
situagdo persiste até que a diferencia¢do do trato reprodutivo se complete chegando
entdo na fase puberal (Plapinger, 1982).

1.2.3- PUBERDADE

E a fase de desenvolvimento do organismo durante a qual ocorre uma série
de alteragdes organicas e comportamentais capacitando o animal para os
mecanismos de reprodugio.

Na fase puberal ocorrem modificagdes somaticas decorrentes de alteragdes de
secrecdo de hormonios. A puberdade propriamente dita deve-se a modificagdes do
funcionamento do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas, que aumentam a secregio de
gonadotrofinas indutoras da ativagdo gonadal, determinando aumento da secregéo
de estrogenos, responsaveis pelo desenvolvimento dos caracteres — sexuais
secundarios tornando assim, com o tempo, a fémea pubere em fémea sexualmente
madura (Rodrigues ¢ Migliorini, 1988).

1.2.4- MATURIDADE SEXUAL

1.2.4.1- O CICLO OVARIANO

Os ovarios sofrem alteragdes ciclicas influenciadas pelos hormdnios troficos

secretados pela adeno-hipofise. A atividade desta ¢ regulada pelos fatores
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liberadores hipotalamicos - fator de liberagdo do hormédnio luteinizante ¢ o fator de
liberagao do hormdnio foliculo-estimulante. O controle da atividade hipotalamica
esta sujeita a estimulos Opticos e olfatorios que podem modular a atividade do eixo
hipotalamo-ovariano. A atividade secretora  tonica do hipotdlamo e a
retroalimentagdo negativa dos hormonios ovarianos influenciam a atividade
reprodutora ciclica da fémea.

A liberacdo do hormoénio foliculo estimulante (FSH) e do horménio
luteinizante (L.LH) pela adeno-hipofise ¢ o regulador especifico da atividade
ovariana. O FSH estimula o crescimento ¢ a maturagdo dos foliculos ovarianos, é
responsavel pela ativacdo das células da membrana granulosa levando-as a
sintetizar uma pequena quantidade de estrogeno, faz também que se criem
receptores de LH nas membranas das células da teca interna, e estas, por sua vez
secretam androgenos que. ao alcangar as células granulosas, as levam a secretar
ciclina que convertem os androgenos em estrogeno. O estrogeno estimula o
crescimento do foliculo juntamente com a proliferacdo de células granulosa. As
células intersticiais também sdo fonte de estrogeno. Este hormonio € o responsavel
por varias alteragdes ocorridas no organismo feminino. E no momento em que o
estrogeno se encontra em seu pico que a fémea aceita o macho para que ocorra a
copula. O estrogeno tem ainda grande papel no aumento da tluidez da membrana
das células do epitélio vaginal (Reddy et al., 1989) facilitando a entrada de
metabolitos e ions que auxiliam no processo de queratinizagdo das células do
epitélio vaginal, seja pela modulagdo direta do segmento do DNA responsavel pela

sintese de queratina (Roop, 1987), seja pelo processo enzimatico de sintese de
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queratina propriamente dito (Kang & West, 1982) ou entdo pela ligagio dos
filamentos de queratina entre si (Gﬁpta et al., 1990).

Adicionalmente, as c¢lulas da granulosa produzem um horménio protéico, a
foliculostatina, que tem uma influéncia retroalimentadora negativa sobre a produgdo
de FSH suprimindo-0. Assim. ocorre diminui¢do no nivel de estrogeno, ja que o
FSH diminuiu na corrente sangiiinea, e as células da membrana granulosa e as
celulas intersticiais diminuem a secregdo de estrogeno. Isso acontece em conjunto
com a ativacdo da adeno-hipofise por parte do fator hipotalamico liberador de
hormonio luteinizante, comegando a secretar LH. O LH atinge a corrente sangiiinea
e chega as células-alvo ovarianas (células da teca) aumentando seu volume de
secregdo e consequentemente o volume do foliculo culminando na extrusdo do
OVOCIto ou seja, a ovocitagdo (Banks, 1992).

A ruptura dos foliculos ovarianos culmina na alteragdo das regides
remanescentes do foliculo que conduzem a formagdo do corpo luteo. As paredes
foliculares desabam sobre si mesmas ¢ as células da granulosa invadem a luz
residual, hipertrofiam e transformam-se em células granulosa-luteinicas. Estas
células sdo responsaveis pela produclo principal de progesterona. Por sua vez, a
progesterona colabora com 0s estrogenos na expressdo do comportamento sexual
caracteristico associado ao estro, mibe as contragdes musculares uterinas, exerce
uma influéncia retroalimentadora negativa sobre o ovario € adeno-hipofise, estimula
o crescimento da por¢do secretora da glandula mamaria, gera uma menor influ€ncia

catabolica sobre as proteinas plasmaticas ¢ pode alterar o balanco eletrolitico.
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As influéncias combinadas do FSH e do LH regulam as atividades ciclicas do
ovario. Tais atividades sdo a diferenciagdo do ovécito, desenvolvimento dos
foliculos, ovocitagdo, degeneragdo dos foliculos, degeneragdo do corpo luteo e uma
série de outros acontecimentos dentre eles as alteragdes morfologicas dos
segmentos do trato reprodutivo feminino (Banks, 1992).

Existe ainda outro mecanismo hormonal que age sobre o trato genital
feminino, estando envolvido, principalmente, na liberagdo de gonadotrofina, na
regressao luteinica, ovulagdo entre outras fungdes. Tal mecanismo tem como
agentes, hormonios que apresentam como precursor o acido araquidonico € sao
denominados prostaglandinas. Estes horménios podem ser secretados por varios
tipos celulares. As prostaglandinas mais intumamente associadas aos eventos
reprodutivos sdo as prostaglandina F; a (PGF,a) ¢ a prostaglandina E; (PGE,).

O primeiro enfoque nos estudos de reprodugdo foi centralizado sobre os
efeitos luteoliticos da PGF,a e os efeitos ocitocicos tanto da PGF,a quanto da
PGE-.

Os estudos da propriedade luteolitica da PGF,a ndo determinaram com
exatiddo seu mecanismo de agio, mas, todavia, um de seus efettos ¢ o fenomeno da

vasocontri¢do podendo induzir hipoxia, que por sua vez leva a luteodlise.

Na maioria dos mamiferos o titero tem uma atuagdo bésica na produgao de
PGF,a. Altos niveis de PGF,a sdo detectados durante a regressdo luteinica no
sangue venoso uterino. Como a PGF,a atravessa seletivamente as paredes da veia

uterina ¢ da artéria ovariana quando em intimo contato proximo ao ovario, grande
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quantidade de PGF,a fica imediatamente disponivel ao ovario. Aumentos
experimentais dos niveis de estrégeno durante a fase luteinica demonstram que a
elevacao de estrogeno ¢ sempre seguida pelo aparecimento de PGF.a quando o
endométrio estd preparado por progesterona. A partir de dados experimentais
também pode-se inferir que a regressdo do corpo luteo ndo esta relacionada com a
diminui¢do na secre¢do de LH, mas pela acdo de um fator luteolitico, a
prostaglandina F,a (Levasseur ¢ Thibault, 1988). As prostaglandinas juntamente
com o AMPciclico também tém uma grande participacao na seqiiéncia de eventos
que permitem a ruptura do foliculo em resposta a agdo do hormonio lutemizante e
também, tém-se demonstrado que as prostaglandinas participam da regulagdo da
liberagdo de LH, onde a administra¢do de inibidores da sintese de prostaglandinas
inibem completamente ¢ste mecanismo de controle e, como conseqié€ncia, a

secre¢do de LH torna-se irregular (Hafez, 1988).

1.2.4.2- O CICLO ESTRAL

O ciclo estral ¢ controlado basicamente pela interagio entre o hormonio
foliculo estimulante (FSH), hormonio luteinizante (LH), estrogeno e progesterona.
Estes horménios sdo comuns a maioria dos animais; contudo, seus padroes de
secregdo e seus efeitos relativos variam entre as diferentes espécies. Estas
diferengas ocasionam variagoes na extensao das fases luteinica e folicular do ciclo,
assim como as diferencas na duragdo do cio. A fase folicular do ciclo €
caracterizada pela rapida queda dos niveis de progesterona e um aumento nos niveis

de estrogeno. O declinio da progesterona, seguido do rapido acréscimo do



w

INTRODUCAO 1

estrogeno € um requisito essencial para o aparecimento do comportamento do cio
(Kaltenbach ¢ Dunn, 1988).

Denomina-se ciclo estral ao periodo de variagdes fisiologicas e morfologicas
que ocorrem nos organismos da maioria dos mamiferos. A nivel comportamental
caracteriza-se por uma fase em que a fémea aceita a copula; esta fase ¢ conhecida
como estro. Durante o ciclo estral as varia¢des na atividade reprodutora se repetem
ciclicamente obedecendo ao comando exercido pelo sistema nervoso central,
através dos mecanismos hormonais. Esses acontecimentos estdo ordenados em
quatro fases ou estagios distintos, porém continuos: proestro, estro, metaestro e
diestro. Na fase do proestro, através da influéncia do FSH, o foliculo ovariano
comega a crescer € a secretar estrogeno que atingira seu pico no inicio da fase do
estro ou cio, que é quando ocorre a copula. O metaestro é um periodo de transi¢ao
no qual, através do estimulo de LH, o corpo luteo comega a secretar progesterona
que atingira seu pico durante o inicio do diestro (Walmer et al., 1992).

A duracio do ciclo varia bastante entre diversos animais. Podem ser
monoéstricos, que se caracterizam por apresentar ciclo estral apenas uma vez por
ano, onde as fases do proestro, estro, metaestro e diestro sdo seguidas por um
periodo de quiescéncia denominado anestro, ou podem ser poliéstricos sazonais
onde ciclam somente em determinada época do ano, ou entdo somente poliéstricos,
onde ha ciclos sem interrupgdo passando da fase do diestro para a do proestro sem
que haja o anestro. Os roedores pertencem a este ultimo grupo (Levasseur €

Thibault, 1988; Banks, 1992).
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Com as vartagdes dos niveis hormonais durante o ciclo estral, o trato
reprodutivo, em especial a vagina, sofre alteragdes que se manifestam macro e
microscopicamente servindo de espelho as fungdes ovarianas (Vijayasaradhi &
Gupta, 1987 e 1988).

Alguns autores documentaram estas modificagdes, a nivel microscopico, em
varias espécies animais como por exemplo em vaca (Blazquez et al., 1989), em
porca (Branscheid and Holtz., 1988), em cadela (Wright and Parry, 1989), em lontra
(Stenson, 1988), em furdo (Hamilton & Gold, 1940), em coelha (Barberini et al.,
1989), em rata (Parakkal, 1974; Centola, 1978; Vijayasaradhi & Gupta, 1987) ¢ em
camundongos (Allen, 1927; Perrota, 1962; Galand et al., 1971; Rubio, 1976; Lamb
et al., 1978; King, 1983; Corbeil et al., 1985; Young & Hosking, 1986; Nelson et
al., 1991; e Horvat et al., 1992). Contudo, como bem descreveu D’Souza (1978), o
padrao do epitélio vaginal durante o ciclo estral é espécie especifico.

As alteragdes ciclicas, que ocorrem durante o ciclo estral no epitélio vaginal,
caracterizam-se pela queratinizagdo ou secre¢do das células superficiais do epitélio,
variagdes no numero de mitoses no estrato germinativo € consequentemente na
espessura do epitélio, migra¢do leucocitaria do conjuntivo em dire¢do a luz do
orgdo e aumento populacional de células de Langerhans entre os queratinocitos.

Em roedores, durante o proestro, o nivel de estrogeno ¢ maximo. Esse
hormonio em alto nivel, age sobre os queratindcitos tornando sua membrana mais
fluida (Reddy et al., 1989). Tal fluidez facilita a entrada de substancias para o
interior da célula, entre elas o calcio que, quando em alta concentragdo no

citoplasma, ativa a enzima transglutaminase. Esta enzima tem importante papel na
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ligagdo dos filamentos de queratina entre si (Gupta et al.,, 1990). O estrogeno
também age sobre a enzima glicose-6-fosfatase, que auxilia na sintese de queratina
(Kang & West,1982) além de possuir propriedade de modular a expressdo do
segmento de DNA responsavel pela sintese de queratina (Roop, 1987). A alta no
nivel estrogénico causa também aumento no numero de figuras de mitose ja que este
horménio provoca uma redugao na duragdo da fase S do ciclo celular diminuindo o
tempo de duplicagdo do DNA (Galand et al., 1971).

A queratinizagdo se completara durante a fase do estro, € no estro tardio o
nivel de estrogeno comega a decrescer enquanto o de progesterona comega a subir.
Na superficic epitelial durante esta fase ocorre “evaginagdes” da membrana
caracterizando microrrugas interconectantes ou anastomosadas, as quais atuam
como “trilhos” para os espermatozoéides aptos para que estes possam chegar até o
atero ou, criando, obstaculos aos espermatozoides inaptos (Rubio, 1976; Parakkal,
1974: Centola, 1978 e Lamb et al., 1978).

Na fase estrogénica - proestro e estro - o epitélio ¢ bastante espesso. Com a
queda do nivel de estrogeno e 0 acréscimo de nivel de progesterona - inicio do
metacstro - comega haver um processo de morte celular fisiologicamente
programada conhecida por apoptose (Parr et al,, 1991). Estas células epiteliais
apoptoticas sdo fagocitadas por células do sistema monocito-macrofago
intraepitelial - Células de Langerhans - tornando o epitélio mais atrofico que durante
a fase estrogénica (Young et al., 1985). Young (1985), descreve a densidade de

Células de Langerhans como sendo diretamente proporcional ao acréscimo do nivel

de progesterona - metaestro/diestro.
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Entre o metaestro tardio e o diestro precoce a progesterona atinge seu ponto
maximo (Walmer et al., 1992). A camada de células queratinizadas passa a ser
substituida por células secretoras, fato causado por, provavelmente, alguns
mecanismos de producdo de glicoproteinas ativados pela alta taxa de progesterona.
Ocorre também migragdo leucocitaria, provavelmente para proteger o oOrgdo de
infecgdes ja que a progesterona exerce um efeito imunodepressor importante ao
organismo feminino (Corbeil et al, 1985) ou para fagocitar restos de
cspermatozoides na luz da vagina e do dtero (Branscheid & Holtz, 1988). Nas
células superficiais a progesterona causa alteragdes também a nivel da membrana
apical das células epiteliais, provocando insinuagdes do tipo microrrugas em

disposig¢do paralelas durante a fase de metaestro e tipo microvilos durante o diestro

(Rubio, 1976 e Parakkal,1974).

1.3- Calomys callosus

A super familia Muroidea abriga grande namero de espécies de roedores que
habitam todo o mundo. Incluidos nesta super familia temos as familias -
Criscetidae, a qual pertencem os hamsters e Calomys, ¢ - Muridae que mcluem
ratos ¢ camundongos.

Alguns cricetideos, especialmente os do hemisfério norte, tém se mostrado
bastante adaptaveis, quando mantidos em cativeiro, tornando-se assim animais de

utilizacdio comum em laboratério. Isto tem proporcionado um melhor conhecimento
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dos diferentes aspectos de sua biologia, em todas as areas de estudo (Gonzaga e
Ferro, 1995).

O género Calomys ¢ composto por roedores da familia dos cricetideos
os quais sdo amplamente encontrados nas Américas Central e do Sul. Eles ocorrem
em diferentes tipos de biomas como em floresta tropical, savanas, “caatingas”,
pastagens e em residéncias humanas (Mello, 1978).

Calomys callosus é um roedor amplamente encontrado em todo territério
brasileiro. Socialmente, esses animais apresentam relevante importancia por serem
reservatério do Trypanosoma cruzi (Ribeiro, 1973), agente etioldgico da doenga de
Chagas e transmissores da febre hemorragica argentina (Justines & Johnson, 1969).

Estes animais tem-se mostrado bastante susceptiveis a doengas infecciosas
tals como a esquistossomose, leishmaniose (Mello, 1978) e toxoplasmose (Favoreto
et al., 1994), o que tem proporcionado um excelente modelo bioldgico para o estudo
destas doengas. Baseados nestes achados, atualmente existe uma forte tendéncia
para uma ampla utilizagdo desta espécie em laboratdrio.

A biologia desses animais, bem como sua adaptabilidade sob condigdes
laboratoriais foram estudadas por diversos autores (Petter et al., 1967, Justines &
Johnson, 1970; Mello, 1978, 1981).

Do ponto de vista reprodutivo, esta estabelecido tratarem-se de animais
poliéstricos, com ciclo de aproximadamente 6 dias com estro pos-parto (Mello,
1978), apresentam um periodo gestacional de aproximadamente 22 dias. A
implantagdo embrionaria ocorre por deslocamento (Gonzaga e Ferro, 1995) e inicia-

se, precocemente, na tarde do quarto dia de gestagdo (Ferro & Bevilacqua, 1994).



2- OBJETIVOS

Com este trabalho pretende-se:

- Caracterizar morfologicamente o epitélio vaginal de Calomys callosus.

- Descrever as alteragoes ciclicas ocorridas no epitélio vaginal de Calomys

callosus durante o ciclo estral.

- Caracterizar ultra-estruturalmente as células superficiais do epitélio vaginal

durante o ciclo estral.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1 - ESPECIMES

Foram utilizados Calomys callosus (linhagem canabrava) oriundos do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo. Os animais foram mantidos no
biotério do Setor de Histologia ¢ Embriologia da Universidade Federal de
Uberlandia, com dieta ad libitum de agua, ragdo granulada, aveia, girassol ¢ milho,
¢ utilizados ao atingirem a idade de trés meses.

3.2- DIAGNOSTICO DA FASE E COLETA DO MATERIAL

Todas as manhas foram feitos esfregagos vaginais, processados pela técnica
de Shorr (1945) e analisados ao microscopio de luz, sacrificando-se trés témeas
para cada fase do ciclo estral.

Os anmmais foram anestesiados por inalagdo com éter, laparotomizados e
entdo retiradas as vaginas. As vaginas entdo foram cortadas longitudinalmente de
modo a obtermos duas metades do orgdo; uma metade foi processada para
microscopia de luz e a outra para microscopia eletronica de transmissdo e de
varredura.

3.3- MICROSCOPIA DE LUZ.

O material fo1 mantido em solugdo fixadora de alcool. formol. acido acético
glacial e dagua (5:3:3:1 v/v) por aproximadamente 48 horas e, em seguida,
desidratado em etanois de concentragdes crescentes (de 50 a 100 %), incluido em
glicol-metacrilato, cortados com 2um de espessura, corado em azul de toluidina, ou
processados pela téenica do P.A.S. contracorado com hematoxilina (McManus,

1948).
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3.4- MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

O tempo de fixagdo deste lote de material foi de aproxtmadamente 12 horas
em solugdo fixadora de glutaraldeido a 2% e paraformaldeido a 2% em tampao
fostato 0.1 M pH 7.4 (Karnovsky. 1965 - modificado). Posteriormente, os
fragmentos foram pos-fixados por 1 hora em tetroxido de 6smio a 1%, seguindo-se¢
os procedimentos de rotina para a inclusdio em Epon 812. Foram feitos cortes semi-
finos para obtencdo da area desejada e entdo feitos os cortes ultra-finos. Apds a
contrastacdo com acetato de uranila e citrato de chumbo foram levados ao
microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM-109 para analise e documentagdo
fotografica.

3.5- MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para processamento dos fragmentos baseamo-nos em método padronizado
por Murakami & Jones (1980). Apos aproximadamente 30 horas em solugdo
fixadora de Karnovsky-modificado. o material foi cortado em fragmentos menores ¢
entdo pos-fixados em solugdo tamponada de tetroxido de 6smio a 1%, por duas
horas. Os fragmentos foram lavados em varias trocas de tampdo e imersos em
solugdo aquosa, recém preparada e filtrada de acido tAnico a 1% por 20 minutos.
Em seguida foram lavados em varias trocas de agua destilada e contrastados com
solucdo aquosa de tetroxido de 6smio a 1%. por duas horas. Posteriormente, foram
desidratados em etandis de concentragdes crescentes (50 a 100%) e entdo levados
ao ponto critico para dessecacdo, depois colados sobre suportes de aluminio e
metalizados com ouro. Terminados os procedimentos acima, foram levados ao

microscopio eletronico de varredura para analise ¢ documentago fotografica. Esta
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parte do experimento foi realizada na Escola Paulista de Sdo Paulo em Séo Paulo ¢

na Universidade Federal de Minas Gerais em Belo Horizonte.



24
4- RESULTADOS

4.1 PROESTRO

Durante esta fase o epitélio mostra-se estratificado pavimentoso
queratinizado, apresentando cerca de 20 camadas de células. Sobre a camada
queratinizada observa-se células prismaticas com aspecto secretor € conteudo PAS
positivo (Fig. 1). Os estratos germinativo, espinhoso, granuloso e coreo sdo bem
definidos sendo o granuloso caracterizado pela presenga de estruturas semelhantes a
granulos de querato-hialina geralmente encontrados nesta regido do epitélio.

No estrato germinativo os queratindcitos possuem forma prismatica e
apresentam citoplasma acidéfilo com nicleos evidentes e raramente sdo observadas
figuras de mitose. A medida que se aproximam da luz vaginal, as células vio se
tornando pavimentosas.

No citoplasma das células do estrato granuloso ha um grande nimero de
granulos que provavelmente sdo de querato-hialina, os quais aumentam a medida
que se aproxima do estrato corneo.

Na regido superficial, as células apresentam-se queratinizadas ¢, acima desta,
as células se caracterizam por serem prismaticas e secretoras. O citoplasma destas

células apresentam-se preenchidos por granulos de secregdo PAS positivo.
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O tecido conjuntivo da ldmina propria é do tipo frouxo proximo ao epitélio e
denso desordenado em regides mais profundas. Vasos sangiiineos sdo observados c,
tanto ao redor destes quanto espalhados no conjuntivo bem como proximos a
membrana basal, hd grande quantidade de leucocitos.

Ultra-estruturalmente, as células do ter¢o basal apresentam nticleos ovalados,
sendo eucromaticos e com nucléolos evidentes (Fig. 2). A juncio entre as células e
a lamina basal ¢ feita através de hemi-desmossomos e entre as células adjacentes ¢
feita por desmossomos tipicos. No citoplasma observa-se uma grande quantidade de
mitocondrias com cristas tubulares e lamelares, cisternas de reticulo endoplasmatico
granular ¢ numerosos polissomas livres. Filamentos com aproximadamente 10 nm
de didmetro sdo observados. isolados ou agrupados em feixes. Goticulas lipidicas
sdo observadas.

No ter¢o médio a maioria das células sdo globosas ou levemente
pavimentosas e as demais caracteristicas do terco basal sdo mantidas, exceto pelo
fato de ser maior o numero de desmossomos que mantém as células unidas entre si
(Fig. 3).

Na porgdo apical sdo observadas duas populagdes célulares distintas, a mais
interna contendo células pavimeniosas € a mais externa composta por células
prismaticas com aspecto secretor (Fig. 4) € entre estas uma camada de células

queratinizadas. Na regido de células pavimentosas observa-se citoplasma repleto de
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filamentos de espessura aproximada de 10 nm de didmetro ¢ granulos elétron-
densos. Nota-se uma reducdo, em relagdo as porgdes basal e média, no nimero de
mitocOndrias e cisternas de reticulo endoplasmatico granular, persistindo ainda o
grande numero de polissomas livres. As demais caracteristicas ultra-estruturais sao
mantidas.  As  c€lulas  secretoras apresentam ndcleos  predominantemente
heterocromaticos, citoplasma com organelas em diferentes graus de degeneragdo e
numerosos granulos de secregdo de elétron-densidade variada (Fig. 4).

A superficie do epitélio em uma visdo panoramica da célula por microscopia
eletronica de varredura apresenta microrrugas com formas ¢ orientagdes variadas
(Fig. 5) mas que na, maioria das vezes, sdo interconectantes (Fig. 6).

4.2- ESTRO

O epitélio ¢ estratificado pavimentoso queratinizado com aproximadamente
35 a 40 camadas de células, como na fase anterior, os estratos germinativos,
granuloso e corneo sdo bem definidos.

No estrato germinativo as c¢¢lulas sdo semelhantes as células da mesma
por¢do na fase de PROESTRO, sendo comum a presenga de varias figuras de
mitose (Fig.7).

No estrato granuloso as células apresentam forma pavimentosa com nucleos
de cromatina frouxa. Em seus citoplasmas aparecem grande quantidade de granulos

eletron-densos semelhantes a granulos de querato-hialina.
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As cclulas da por¢do apical se apresentam completamente queratinizadas e na
luz do 6rgdo aparecem algumas células queratinizadas descamadas (Fig 8).

O tecido conjuntivo apresenta caracteristicas semelhantes a fase anterior.

Ao microscopio eletronico de transmissdo, as células da regido basal sdo
semelhantes as células da mesma regidio na fase anterior. No citoplasma, observa-se
reticulo  endoplasmatico  granular, polissomas  livres, filamentos de
aproximadamente 10 nm de didmetro e mitocOndrias que apresentam variagio
quanto a forma de suas cristas que podem ser lamelares (Fig. 9) ou tubulares (Fig.
10).

Na por¢do média, as células sdo pavimentosas com ntcleos eucromaticos. No
citoplasma, as organelas sdo dificilmente observadas com excegdo dos polissomas
livies ¢ ha um consideravel aumento na quantidade de granulos semelhantes a
querato-hialina e de feixes de filamentos elétron-densos com didmetro de 10 nm
(Fig. 11). Estes feixes, em alguns pontos de contato com a regido queratinizada,
aparecem aderidos a face interna dos desmossomos (Fig. 12).

As células da porcdo apical apresentam-se queratinizadas tendo seus
citoplasmas completamente preenchidos por uma substiancia amorfa, homogénea e

elétron-densa e em alguns pontos podem ser notados restos de nucleos (Fig. 13). A
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adesdo das células queratinizadas adjacentes ou sobrepostas ¢ feita por
desmossomos, ¢ entre eles, observa-se uma diminuicdo do espago extracelular.
Nestes locais ha deposicdo de material elétron-denso ( detathe da Fig. 13).

Com o uso da microscopia eletronica de varredura, observa-se que as células
epitehais superficiais achatadas apresentam-se em processo de descamagdo (Fig.
14). Em maiores aumentos a superficie celular mostra-se bastante irregular
apresentando grande quantidade de microrrugas. estas sdo dispostas formando uma
superficie “rendada” microrrugas interconectantes (Fig.15) as quais sdo
caracteristicas em todas as células superficiais desta fase, podendo haver variagdes
na quantidade por célula.

4.3- METAESTRO

Nesta fase o epitélio ¢ estratificado pavimentoso e composto por
aproximadamente 10 camadas celulares e apenas os estratos germinativos e
espinhoso sdo bem detfinidos (Fig.16).

O estrato germinativo ¢ semethante ao observado nas fases anteriores, exceto
pela diminui¢do no numero de figuras de mitose.

As células da porg¢do apical se apresentam pavimentosas com nucleos de
cromatina frouxa. Durante o metaestro tardio, esta camada torna-se P.A.S. positiva
(Fig. 16). Em toda extensdo do epitélio sdo observados infiltrados leucocitarios por

entre os queratinocitos. Na luz do orgdo ha uma grande quantidade de células
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epiteliais descamadas, também ha leucocitos e, quando em metaestros precoces,
pode-se encontrar, ainda, a camada de células queratinizadas descamando-se do
epitélio.

No tecido conjuntivo ha um aumento consideravel no numero de leucocitos
proximos ao epitelio.

Ao microscopio eletrdnico de transmissdo as porgoes basal ¢ mediana
apresentam-se semelhantes as descritas na fase anterior. A porg¢do apical apresenta
células pavimentosas e em seus citoplasma aparecem mitocondrias com cristas
lamelares, cisternas de reticulo endoplasmético granular, polissomas livres ¢
filamentos de diametro de aproximadamente 10nm (Fig.17). Durante o metaestro
tardio, aparecem no citoplasma das células da regiao apical, depositos de glicogénio
(Fig. 18). Sdo observados também, leucocitos entre os queratinocitos (Fig. 19).

Ao microscopio eletronico de varredura observa-se que O processo de
descamacdo ¢ continuo, embora menos mtenso que durante o estro (Fig. 20). Ha
microrrugas com disposigao paralelas (Fig.21).

4.4- DIESTRO

Durante esta fase, o epitélio pode sofrer uma grande variagao quanto ao
numero de camadas de células. No diestro precoce o epitélio ¢ bastante delgado

com aproximadamente 4 a 5 camadas celulares (Fig. 22) e durante o diestro tardio,
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15 a 20 (Fig.23). No diestro precoce define-se bem apenas o estrato germinativo ¢
no tardio os estratos germinativos, espinhoso e granuloso sdo bem evidentes.

As regides basal e mediana sao semelhantes as fases anteriores sendo que, no
diestro precoce, as figuras de mitose sao raras enquanto que no diestro tardio ha um
aumento notavel.

Na regido apical, as células da camada superficial se mostram secretoras em
ambas etapas. No diestro precoce, as células secretoras sao cubicas altas (Fig.22)
enquanto que no diestro tardio, sdo prismaticas (Fig.23). Tanto as c¢lulas clibicas
quanto as prismaticas tém seus citoplasmas marcados pela reagdo do PAS.

Os leucécitos apresentam-se distribuidos por toda a extensdo do epitélio € no
diestro precoce formam, proximo as camadas superficiais, aglomerados
leucocitarios (Fig.22).

Na luz, sdo vistas células descamadas, leucocitos e bastante substancia
amorfa PAS positiva.

No tecido conjuntivo os leucocitos sdo abundantes e apresentam disSpersos
pela extensdo do tecido.

Ultra-estruturalmente as células das regides basal e média sao bastante
semelhantes as das fases anteriores.

As células cibicas altas apresentam nucleos eucromaticos € no citoplasma

s30 observadas mitocondrias com cristas lamelares, cisternas do reticulo
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endoplasmatico granular, polissomas livres, poucos filamentos elétron-densos,
cisternas de complexo de Golgi e alguns granulos de secre¢do elétron-densos e
homogéneos (Fig.24), ja as células prismaticas apresentam nucleos
heterocromaticos e no citoplasma os granulos de secregdo apresentam elétron-
densidade variada e poucas organelas sdo evidenciadas (Fig. 25).

Em alguns locais da superficie celular observa-se granulos de secregdo em

processo de extrusdo (Fig.26).



5 - DISCUSSAO

Durante o ciclo estral o epitélio vaginal de Calomys callosus sofre
profundas altera¢des morfologicas, semelhantes ao que ocorre em furfio
(Hamulton et al., 1940), coelha (Barberini et al., 1989), em rata (Parakkal,
1974; Centola. 1978: Vijayasaradhi & Gupta, 1987) ¢ em camundongas
(Allen,1927; Perrota, 1962; Galand et al., 1971: Rubio, 1976: Lamb et al..
1978: King, 1983: Corbeil et al.. 1985: Young & Hosking. 1986: Nelson et al..
1991: ¢ Horvat et al., 1992), observa-se a aquisi¢do de atividade secretoria,
alteracdes nos padroes de queratiniza¢fio, aumento na taxa de mitose dentre
outras caracteristicas. A semelhanca de outros animais, tais alteragdes dao-se.
provavelmente, devido a niveis oscilantes de hormdnios ovarianos.

No proestro, o nivel de estrogeno é maximo e, assim, influencia os
queratinocitos a apresentarem uma maior fluidez na membrana plasmatica
(Reddy et al., 1989). Esta maior fluidez facilita a entrada de ions cdlcio para o
mterior das células. Niveis aumentados de calcio geram. entre outras respostas.
a ativacdo de uma enzima, a transglutaminase que exerce importante papel na
queratimizagdo dos queratinocitos (Gupta et al.. 1990). Além desse efeito
indireto, ja comprovou-se que o estrogeno influencia diretamente a enzima
glicose-6-fosfatase a qual tem papel relevante na sintese de queratina (Kang &

West, 1982). Somando-se a isso Roop (1987) demonstrou que o estrogeno
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possui a propriedade de modular a expressdo do segmento de DNA
responsavel pela sintese de queratina. Estes dados, obtidos com estudos em
ratos e em camundongos, permite-nos inferir que em Calomys callosus, o
processo de queratinizagdo, iniciado no diestro o qual se torna maximo no
estro, muito provavelmente esteja correlacionado, direta ou indiretamente a
niveis aumentados de estrogeno.

Sabe-se que durante o estro ocorre a copula, portanto € necessario uma
maior prote¢io da mucosa vaginal. Esta protecdo ¢ dada pela camada de
células queratinizadas e também por uma maior espessura das demais camadas
de células do epitélio. Esta maior espessura é resultado de um grande nimero
de células basais em mitose. Fato semelhante foi observado por Galand et al.,
(1971) que demonstrou, em camundongos, que durante a fase estrogénica
ocorre aumento no numero de figuras de mitose por haver uma diminui¢do no
tempo de duragdo da fase S do ciclo celular, diminuindo o tempo de duplicacao
do DNA.

A queratinizagdo das células superficiais culmina na morte destas € em
sua superficie ¢ marcante a quantidade de microrrugas anastomosadas, as quais
servem para facilitar o transporte dos espermatozoides na vagina, seja
funcionando como “trilhos”, ou como local de armazenamento de muco

produzido pela cérvix uterina lubrificando as paredes vaginais ou ainda,
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servindo de obstaculos a espermatozoides inaptos (Rubio, 1976; Parakkal,
1974; Centola, 1978; e Lamb et al., 1978).

Morfologicamente o final do estro é marcado pela liberagdo da camada
queratinizada na luz do érgio e por uma diminuigdo na espessura do epitélio.
Fisiologicamente caracteriza-se por um decréscimo nos niveis de estrogeno ¢
aumento nos niveis de progesterona. Este momento marca a transi¢do do estro
para o metaestro ¢, a medida que se prossegue no ciclo, as células superficiais
do epitélio vaginal iniciam um processo de atividade secretoria, notada tanto
pela reagio P.AS. quanto pelo aumento no numero de organelas
citoplasmaticas, responsaveis pelo processo de sintese de glicoproteinas,
evidenciadas pela analise ultra-estrutural de tais c€lulas. E sabido que durante
o progredir da fase de metaestro, niveis de progesterona sdo crescentes.
Apesar de niio haver dados conclusivos na literatura ¢ possivel que esta relagdo
de secrecdo/progesterona seja dependente e ndo casuistica. Durante 0
metaestro observa-se um intenso infiltrado leucocitario por entre as células
epiteliais, os quais migram em diregao a luz do 6rgao. Esta infiltragdo € um
fendmeno ndo muito bem conhecido apesar de ja ter sido descrita por
diferentes autores (Busch, 1966 Holtz et al., 1968). Fatores atrativos para
leucocitos presentes no epitélio vaginal carecem ser investigados, mas ¢

provavel que existam. Assim, por um mecanismo ainda obscuro, os leucocitos
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migram pelo epitélio em dire¢do a luz com a tinalidade de proteger o epitélio
de agentes infecciosos (Corbeil et al.. 1985). ou para fagocitar restos de
espermatozoides que porventura possam estar presentes na luz vaginal
(Branscheid & Holtz, 1988).

Ainda na tase do metaestro nota-s¢ uma consideravel diminui¢do na
espessura do epitelio. Este fato decorre da diminui¢do do numero de camadas
celulares que pela diminui¢do da a¢do do estrogeno faz com que a fase S do
ciclo celular seja mais longa (Galand et al., 1971) e. consequentemente, hd um
menor niamero de mitoses. Outra explicagdo para a diminui¢do da espessura do
epitélio durante a fase luteinica - inicio do metaestro - ¢ que comeca a haver
um processo de morte celular fisiologicamente programada denominado
apoptose (Parr et al., 1991), e entdo estas células apoptoticas comecariam a ser
fagocitadas por células do sistema monocito-macrofago intraepitelial - as
células de Langerhan’s- tornando o epit¢lio mais atrofico que na fase
estrogénica (Young et al., 1985), apesar deste fendmeno ndo ser por nos
observado.

Durante a fase do diestro as células epiteliais superficiais adquirem
formato cubico ou prismatico com caracteristicas de células secretoras cada
vez mais evidentes. A secre¢do produzida pelas células epiteliais ¢ langada na

luz do orgdo e. provavelmente, desempenham importante papel na defesa do
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epitélio, uma vez que os leucdcitos ficam imersos nesta malha gelatinosa,
podendo assim exercer sua fungdo fagocitica na luz do orgao (Branscheid &
Holtz, 1988).

Durante o diestro tardio, o estrato granuloso inicia o processo de
queratinizagdo, sendo que no proximo proestro, ja se encontrara queratinizado,
levando entdo, as células secretoras a morte devido a falta de nutrigéo, ja que
as camadas de células queratinizadas exercem uma barreira a infiltragao dos
nutrientes necessarios a sobrevivéncia das células superficiais.

A grande quantidade de granulos de secre¢ao observada no citoplasma
das células superficiais, tanto no proestro quanto diestro, somado ao fato e tais
células se apresentarem P.A.S. positivas, permite-nos inferir que tais células
sintetizam e acumulam glicoproteinas. Entretanto. durante o metacstro as
células superficiais também sdo P.A.S. positivas mas a analise ultra-estrutural

ndio revelou granulos de secregdo e sim glicogénio.
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6 - CONCLUSOES

Baseados nas evidéncias morfologicas obtidas durante as diferentes
fases do ciclo estral em Calomys callosus, pudemos concluir que:

I - O ciclo estral em Calomys callosus morfologicamente ¢, como em
outras espécies de roedores, dividido em 4 fases distintas ¢ subsequentes: o
proestro, estro, metaestro e diestro, as quais sdo decorrentes, provavelmente da
flutuagdo nos niveis dos hormoénios ovarianos.

2 - O epitélio vaginal de Calomys callosus ¢ do tipo estratificado
pavimentoso podendo ser queratinizado ou secretor dependendo da fase do
ciclo estral que se encontra o animal.

3 - Durante o proestro, o epit¢hio ¢ estratificado pavimentoso
queratmizado com células secretoras na camada superficial. Ultra-
estruturalmente, algumas células da regido basal apresentam mitocOndrias
tubulares. Na superficie, as c¢lulas secretoras apresentam aspecto
caracteristico de células em estado degenerativo. Algumas células em sua
superficie possuem microrrugas em disposi¢do irregular.

4 - No estro o epitéhio ¢ estratificado pavimentoso queratinizado e

nucleos mitdticos ¢, também, mitocondrias com cristas tubulares e as
microrrugas sdo interconectantes.
5 - No metaestro o epitélio ¢ estratificado pavimentoso. Na regido

superficial as células pavimentosas apresentam-se PAS-positivas dado ao
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acumulo de glicogénio que se da nesta fase. Inicia-se a migragio leucocitaria
em dire¢do a luz vaginal.

6 - Durante o diestro o epitelio € estratificado cubico ou prismatico com
células secretoras PAS - positivas dado pelo actimulo de granulos de secrecio,
0s quais contém, provavelmente, glicoproteinas. Nesta fase, inicia-se o
acamulo de granulos, provavelmente querato-hialina na regido granulosa do
epitelio.

7- As células superficiais do epitélio vaginal de Calomys callosus
apresentam potencialidade dupla: Morfologicamente caracterizam-se por
serem queratinizadas ou secretoras de glicoproteinas. Acreditamos que tais
variagdes dio-se em fung¢do de hormdntos ovarianos a que o epitélio vaginal

encontra-se sujeito.
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PRANCHA 1

Figs. 01, 02 e 03 - Epitélio vaginal de Calomys callosus durante o
proestro

Fig. 01 - Epitélio estratificado pavimentoso queratinizado (E). Na
regido apical observa-se células secretoras com granulos PAS positivos (G).
Sob a camada queratinizada (Q) ha granulagdes semelhantes a granulos de
querato-hialina (A). Fotomicrografia, glicol metacrilato, P.A.S. contracorado
com hematoxilina, 350 x.

Fig. 02 - Regido basal do epitélio onde parte do conjuntivo €
observada (C) bem como a lamina basal (A). No citoplasma dos
queratinécitos (%) ha grande quantidade de mitocOndrias (M). Alguns
desmossomos sio também observados (D). Eletromicrografia, Epon,
15.300x.

Fig. 03 - Regido média do epitélio onde observa-se grande quantidade
de filamentos elétron-densos (F) e grande numero de desmossomas (A).

Eletromicrografia, Epon, 20.000x.






PRANCHA 02
Figs. 04, 05 e 06 - Epitélio vaginal de Calomys callosus durante o
proestro
Fig. 04 - Regido apical do epitéhio. Observar parte do epitélio
;g; ﬁueratmlzado (Q) e sobre esta camada, células prisméticas (%) con'ﬁ

éy.ﬁﬂqﬁp

citoplasma repleto de granulos de secre¢do (A) heterogéneos e nucleo’g

) sil

heterocromaticos (n). Eletromicrografia, Epon, 23.000x.

Fig. 05 - Regido superficial do epitélio. Observar células
aparentemente livre sobre o epitélio (k) e sob a mesma, provavelmente
células da superficie do estrato corneo (C) e alguns grumos de muco (A).
Eletromicrografia, 6.000x.

Fig. 06 - Observar os limites celulares precisos da superficie do

__Hestrato corneo (A) e microrrugas na superficie de tais células (-»)

egletromlcrograﬁa 12.500x.
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PRANCHA - 03

Figs. 07, 08, 09 e 10 - Epitélio vaginal de Calomys callosus

durante o estro

Fig. 07 - Epitélio estratificado pavimentoso queratinizado (E). No

S
estrato germinativo algumas células em mitose (=) sdo observadas. Sob a ﬁ

- 5%

camada de queratina (Q) células com granulos semelhantes a querato- hlahna
(A) caracterizando o estrato granuloso. Fotomicrografia, Glicol metacrilato,
H.E., 180x.

Fig. 08 - Interface estrato granuloso (G) estrato corneo (C) onde o
processo de descamagido do epitélio (A) € evidente. Alguns niicleos sio

observados no estrato cérneo (N). Fotomicrografia, Glicol metacrilato, H. E.,

Fig. 09 - Regido média do epitélio onde no citoplasma do
@eratin(’)cito observa-se numerosos polissomas livres (A) ou aderidos a
cisternas do reticulo (=). Algumas mitocondrias  apresentam  cristas
lamelares (m ). Eletromicrograﬁa, Epon, 40.000x.

Fig. 10 - Mesma regidio que a figura anterior onde filamentos elétron-

densos sdo melhor individualizados (%), polissomas livres (=) ou aderidos

.a cisternas de reticulo (A) e mitocondrias com cristas tubulares

- Eletromicrografia, Epon, 50.000x.
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PRANCHA 4

Figs. 11, 12, 13 e 14 - Epitélio vaginal de Calomys callosus
durante o estro

Fig. 11 - Detalhe de um queratinécito localizado imediatamente sob a
caﬁlada queratinizada. O citoplasma da célula ¢ predominantemente ele}rdi;g?
licido onde poucas organelas sdo observadas. Numerosos ﬁlamenggs
eletron-densos (=>) sdo observados proximos a estruturas semelhantes a
granulos de querato-hialina (%). Eletromicrografia, Epon, 30.000x. |

Fig. 12 - Interface células queratinizada (Q) e ndo queratinizadas (N)
onde desmossomos sdo observados (d) com filamentos elétron-densos (¥)
aderidos a eles. Eletromicrografia, Epon, 150.000x.

Fig. 13 - Na camada queratinizada (Q) os limites celulares sido
sinuosos (A) e alguns nicleos sdo observados (n). Eletromicrografia, Epon,
16.000x. Detalhe - Regido do estrato corneo onde numerosos desmossomos
(=») sdo observados ¢ entre eles ocorre diminui¢do do espago extra-celular

com deposi¢do de material elétron-denso. Eletromicrografia, Epon, 80.000x.
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PRANCHA 5

Figs. 14 e 15 - Epitélio vaginal de Calomys callosus durante o
estro

Fig. 14 - Células superficiais do epitélio em franco processo de
descamagio (¥). Eletromicrografia, 650x.

Fig. 15 - Detalhe da superficie de células da regido apical do epitélio.
Numerosas  microrrugas  interconectantes (=)  sdo  observadas.

Eletromicrografia, 10.000x
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PRANCHA 6

Figs. 16, 17 e 18 - Epitélio vaginal de Calomys callosus durante o
metaestro

Fig. 16 - Nesta fase o estrato germinativo (g) e o espinhoso (¢) sdo
evidentes. Leucdcitos(L) sdo observados na superficie do epitélio
Jjuntamentecom pontos onde ¢ observada reagdo P.A.S.. Fotomicrografia,
Glicol metacrilato, contracrado com hematoxilina, 470x.

Fig. 17 - Detalhe ultra-estrutural da célula da camada superficial onde
mitocondrias (#) com cristas lamelares sdo observadas, bem como cisternas
do reticulo endoplasmatico granular (=), filamentos elétron-densos (*) ¢
desmossomas (A). Eletromicrografia, Epon, 45.000x.

Fig. 18 - Célula superficial com amplo deposito de glicogénio (g).

Eletromicrografia, Epon, 30.000x.
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Figs. 19, 20 e 21 - Epitélio vaginal de Calomys callosus durante o
metaestro

Fig. 19 - Regido superficial do epitélio onde observa-se leucdcitos (L)
infiltrado por entre os queratinocitos (Q). Eletromicrografia, Epon, 20.000x. Z

Fig. 20 - Superficie do epitélio onde nota-se célula em aparente |
processo de descamagdo (¥). Eletromicrografia, 7.000x.

Fig. 21 - Maior aumento da figura anterior onde numerosas

microrrugas paralelas (=) sdo observadas. Eletromicrografia, 30.000x.
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Figs. 22, 23 e 24 - Epitélio vaginal de Calomys callosus durante o
diestro

Fig. 22 - Diestro precoce - O epit€lio € fino e observa-se que a
camada superficial ¢ formada por células cubicas altas (°k). Grande m’xmeriE
de leucdcitos (=) sdo observados por entre o epitélio, no conjuntivo ¢ na luz
do orgdo. Fotomicrografia, Glicol metacrilato, H.E., 180x.

Fig. 23 - Diestro tardio - o epitélio € espesso e a camada de células

superficiais apresenta-se formada por células prismaticas (%). Sob esta
‘

camada observa-se células apresentando citgplasma repleto de granulos (¥),
cafacterizando a camada granulosa do j

télio. Mtomicrografia, Glicol

metacrilato, H.E., 180x.

* Fig. 24 - Detalhe ultra-estrutural de célula cibica alta durante o |

diestro precoce. No citoplasma observa-se complexo de Golgi (%),
mitocondrias com cristas lamelares (M), polissomas livres (#), reticulo
endoplasmatico granular (R) e granulos de secre¢do eletron-densos e

homogéneos (G). Eletromicrografia, Epon, 55.000x.
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PRANCHA 9

Figs. 25 e 26 - Epitélio vaginal de Calomys callosus durante o
diestro tardio

Fig. 25 - Célula prismatica com niicleo heterocromatico (N), granulos
de secre¢do (G) com elétron-densidade variada. Na superficie apical da
célula, nota-se na membrana projecdes digitiformes (¥) e projegdes bulbosas
(P). Eletromicrografia, Epon, 20.000x.

Fig. 26 - Nesta visdo observa-se a superficie das células onde nota-se
a formacdo de estruturas (G) que sugerem extrusdo de granulos.

Eletromicrografia, 15.000x.
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