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Resumo

A receptividade endometrial é definida como a capacidade da mucosa uterina em permitir o
sucesso da implantagdo embrionaria. O periodo de maxima receptividade, que culmina na
adesdo e invasdo do blastocisto no endométrio, é chamado janela de implantagio.
Glicoproteinas sd3o potenciais marcadores bioldgicos da receptividade endometrial e
desempenham algumas fun¢des essenciais ao longo da implantagdo embrionaria. A invasdo
do estroma uterino é particularmente acentuada em Calomys callosus (Rodentia,
Cricetidae). Este trabalho objetivou analisar as alteragdes morfoldgicas no epitélio uterino
de C. callosus durante a janela de implantagio devido ao fato de que este modelo
experimental mantém semelhanca, em termos gestacionais, com o que ocorre nos humanos.
Para tanto, foram utilizadas seis fémeas destes animais, as quais foram sacrificadas nos 3°,
4° e 5° dias gestacionais, laparatomizadas e o ttero foi removido para inclusdo em
glicolmetacrilato e parafina. Posteriormente foram realizados testes histoquimicos (PAS e
marcagdes especificas com lectinas) e observou-se a presenga de glicoproteinas no epitélio
uterino durante a janela de implantagdo, sugerindo que estes componentes podem
desempenhar importantes fungdes nesta fase, bem como para o sucesso da implantagdo

embrionaria.

Palavras-chaves: Glicoproteinas, Calomys callosus, Janela de implantag@o.
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1. INTRODUCAO
1.1. Implanta¢io embrionaria

A implantagdo embrionaria representa o mais critico passo do processo reprodutivo
em varias espécies. Ela consiste em um fendomeno bioldgico unico pelo qual o blastocisto
torna-se intimamente conectado a superficie endometrial materna para formar a placenta,
que ira prover a relagdo entre o organismo fetal e materno (DENKER, 1993; APLIN,
2000). O sucesso da implantagdo requer o endométrio receptivo, embridio normal e
funcional no estagio de desenvolvimento do blastocisto e uma relagio sincronizada entre os
tecidos materno e embrionario (SIMON et al., 2000).

A implanta¢do embrionaria apresenta trés fases: aposi¢do, adesdo e invasdo. Estas
fases sdo distintas, porém, consecutivas, sendo que a aposi¢do e a adesdo ocorrem em todas
as espécies, enquanto que a invasio ocorre somente nos mamiferos, excetuando as espécies
que possuem placentagdo do tipo epitéliocorial. A fase de aposi¢ao caracteriza-se por uma
aproximagdo gradativa dos organismos materno e embrionario, de modo que o contato
entre trofoblasto e epitélio uterino torna-se progressivamente mais complexo. Nesta fase
ainda ndo existem conexdes estruturais firmes entre o trofoblasto e o epitélio uterino
(FERRO, 1991).

A fase de adesdo caracteriza-se pela obliteragdo do lumen uterino com associagdo
cada vez mais intima do epitélio com o trofoblasto. Nesta fase, extensas areas de
membranas das cé€lulas trofoblasticas mantém estreita proximidade com as membranas
apicais das células epiteliais. J& a invaséo, é uma fase na qual os embrides ganham acesso
ao estroma endometrial, ultrapassando a barreira epitelial uterina, ou seja, é um processo de
invasdo através do epitélio uterino cujo grau de invasdo varia de espécie para espécie
(FERRO, 1991).

O processo de implantagdo requer uma intera¢do harménica entre o endométrio
receptivo € o blastocisto funcional, ou seja, o embrido deve alcangar o desenvolvimento
adequado e estar apto para desempenhar seu papel no processo de implanta¢do, a0 mesmo
tempo em que o endométrio ja deve ter sofrido uma série de alteragdes hormoénio-

dependentes para que se torne receptivo ao embrido (FERRO, 1991). Este fendmeno



hormoénio-dependente s6 ocorre durante a janela de implantagdo, um periodo préprio
limitado da receptividade endometrial de curta duracdo entre os 20 e¢ 24 dias do ciclo
menstrual (ACHACHE; REVEL, 2006).

Sendo assim, os hormonios sexuais sdo essenciais para a proliferacdo e
decidualizagdo do endométrio. Apés a ovulagio, a progesterona transforma o endométrio
em uma estrutura essencialmente secretora, sendo que essas secre¢des sdo de suma
importancia para o processo de implantagdo e/ou desenvolvimento do blastocisto, resultado
de um perfeito equilibrio hormonal estrégeno-progesterona durante o ciclo menstrual (D’
HAUTERIVE et al., 2002).

Independentemente da espécie estudada, o processo de implantagdo em todos os
mamiferos eutéricos compreende as fases de aposicdo e adesdo do embrido ao epitélio
uterino, enquanto que a fase de penetragcdo do epitélio, invasdo do estroma endometrial € a
formagdo do tecido decidual pelo utero, sdo peculiaridades de algumas espécies (FERRO,
1991). Assim, a implantagdo nio envolve os mesmos mecanismos, nem € um evento que se
estabelega no mesmo momento entre as diferentes espécies de mamiferos, tornando dificil
compreendé-la em sua totalidade (FERRO, 1991), além disso, os estudos envolvendo tal
assunto sdo dificultados, principalmente in vivo, devido as questdes éticas, sendo
necessarias pesquisas relacionados a cascata de eventos, fatores e substancias envolvidas na
interface materno-embriondria durante este periodo em modelos animais (D’ HAUTERIVE
et al., 2002).

A implantagdo é um fendmeno que envolve a interagdo entre o embrido e o
endométrio materno. Existe, no ciclo menstrual, um curto e preciso periodo de tempo no
qual a interagdo materno-embrionaria é 6tima e culmina com a adesdo e invasdo do
blastocisto no endométrio, induzido por secre¢do de progesterona (CAVAGNA;
MANTESE, 2003). Este periodo de maxima receptividade uterina para que haja a
implantagdo ¢ denominado janela de implantagdo. Esta fase ¢ manifestada pela expressdo
de peptideos e proteinas que podem servir como biomarcadores da receptividade uterina
(LESSEY, 2000). Na janela de implantagdo ocorrem mudangas morfoldgicas no epitélio
endometrial caracterizadas pelo aparecimento de proje¢des de membrana chamadas
pinopodes. Os pinopodes sdo organelas progesterona-dependentes semelhantes a protusdes

celulares apicais que aparecem entre os dias 20 e 21 de um ciclo menstrual normal (NIKAS



et al., 1995). O mecanismo de agdio dos pinopodes ainda ndo é claro, mas eles podem
promover a remog¢do do fluido uterino, facilitando a adesdo do blastocisto nas suas
moléculas (PSYCHOYOS; NIKAS, 1994). Sendo assim, o aparecimento dos pinopodes é
util para a avaliagdo do momento 6timo para a transferéncia embrionaria e eles podem ser
considerados potenciais marcadores bioldgicos da receptividade endometrial (NIKAS,
1999, 2000).

A receptividade endometrial pode ser definida como a capacidade da mucosa
uterina em permitir o sucesso da implantagdo embrionaria, sendo esta o processo pelo qual
o embrido invade o endométrio, primeiro o epitélio, e depois vasos sanguineos, formando a
placenta. O endométrio ¢ modificado por horménios para comegar a se tornar receptivo ao
embrido (CAVAGNA; MANTESE, 2003).

Existem virios fatores que regulam as mudangas tipicas da janela de implantagio e
o aparecimento dos pinopodes. A expressdo materna e embrionaria dos fatores de
crescimento, citocinas e moléculas de adesdo celular, podem, também, ter um papel
principal no fenémeno da implantagdo (CAVAGNA; MANTESE, 2003).

As citocinas (glicoproteinas regulatérias) tém fungdo de mensageiros quimicos, mas
também servem como biomarcadores da receptividade uterina. O entendimento da fungio
desses biomarcadores € seu papel na determinagdo da janela de implantagdo em mulheres,
pode ser 1til para diagnosticar e tratar casais inférteis mais eficientemente (CAVAGNA;
MANTESE, 2003).

Citocinas e fatores de crescimento sfo derivados de polipeptidios e proteinas que
tém a capacidade de se ligarem a receptores de superficie celular especificos e podem atuar
como potentes ativadores de cascatas de sinalizagdo intracelular, regulando fungdes de
células endometriais. Eles regulam a proliferagdo celular, diferenciagdo e apoptose
(GIUDICE, 1999).

Os eventos que ocorrem durante a janela de implantagdo envolvem também uma
variedade de citocinas € a produgdo destas, juntamente com aquelas derivadas da populagdo
leucocitaria presente no microambiente placentario, agem sinergicamente no
estabelecimento da gravidez (MOUZON; GUERRE-MILLO, 2006).

Inumeras fungdes sdo atribuidas as citocinas durante a gestagio. Elas participam da

manuten¢do do corpo liteo, adesdo e implantagio do blastocisto no endométrio,



desenvolvimento placentario e fetal, diferenciagdes celulares e medeiam mecanismos
imunes tolerantes ao concepto (SCHAFER-SOM], 2003).

Uma gestagdo normal ¢ caracterizada por um estado imunolégico preferencialmente
Th2, quando citocinas anti-inflamatérias como Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-5 (ILS),
Interleucina-10 (IL10) e Fator de Crescimento Tumoral B (TGF-B) s3o produzidas por
diferentes células, inclusive de natureza fetal. Qualquer disfungdo desse estado imunologico
pode potencializar a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, como Interferon-y (IFN-y) e
Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-o), altamente prejudiciais a gestagdo (LUPPI, 2003,
RAGHUPATHY, 2001). Segundo Lin e colaboradores (1993), IL-3, IL-4, IL-5 e IL-10 séo
sintetizadas na interface materno-fetal murina, principalmente por células da decidua e da
placenta fetal em todo o periodo gestacional.

Estas citocinas Th2, como IL-10, s3o essenciais para a tolerancia materna ao
embrido ja que exercem fungfo anti-inflamatéria e imunossupressora, inibindo a produgéo
de citocinas desfavoraveis, além de inativar as fungdes dos monocitos/macrofagos e de
células “Natural Killer” (NK), bem como inibir, direta ou indiretamente, células TCD8+
(WALL et al., 1991).

Existe uma populagdo de células embrionarias que estdo diretamente envolvidas
com o processo de implantagdo, denominadas células tofoblasticas (FERRO, 1991). Em
roedores, como Calomys callosus, que € um roedor da familia Cricetidae encontrado nas
Américas central e do sul, a implantagdo embrionéria se dd por penetragdo, através de
mecanismos de fagocitose realizados pelos trofoblastos e alojamento do embrido no
endométrio. Assim, forma-se um adequado local para nutrigdo do embrido e seu
concomitante desenvolvimento (FERRO et al., 1999). Nestes animais, a implantagdo do
embridio é excéntrica em uma cripta uterina antimesometrial e evolui rapidamente para uma
posi¢io intersticial, gragas a agdo invasiva do trofoblasto, o qual envolve o blastocisto
durante o evento da implantagdo assumindo diferentes comportamentos dependendo de sua
localiza¢do (FERRO, 2000).

O trofoblasto mural, localizado nas paredes laterais do embrido, e o trofoblasto
abembrionario, localizado no pélo oposto ao da massa celular interna, estdo envolvidos
com o processo de implantagio embrionaria. Estas células sofrem transformagdes

gradativas e tornam-se células trofoblasticas gigantes, que apresentam como principal



caracteristica a aquisi¢do de capacidade invasiva e fagocitaria (ILGREN, 1983;
BEVILACQUA; ABRAHAMSOHN, 1988; FERRO; BEVILACQUA, 1994).

As células trofoblésticas gigantes estdo comprometidas com a invasdo do epitélio
uterino ¢ do estroma endometrial com o propésito final de alcangar e romper vasos
sanguineos. Uma vez que o sangue materno passa a banhar a superficie destas células,
estabelece-se uma superficie para trocas metabolicas entre o organismo da mie e o
embrionario. Esta intera¢do trofoblasto-sangue materno tende a se tornar mais complexa e
eficiente com a maturagdo da placenta. Antes da formagdo deste Orgdo, entretanto, a
aquisi¢do de nutrientes ¢ também realizada por meio de uma intensa atividade fagocitaria
de elementos sanguineos maternos (BILLINGTON, 1971).

O trofoblasto polar, que cobre a massa celular interna, se mantém como um centro
proliferativo, fornecedor das células trofoblasticas (COPP, 1979), assume a forma de uma
excrescéncia cOnica que recebe o nome de cone ectoplacentirio e contribui com a
diferenciagdo de diversas populagdes celulares para a formagdo da placenta. Estas células
trofoblasticas estio diretamente envolvidas em processos de implantagdo embrionaria no
endométrio. Depois de atravessar a camada epitelial uterina, o trofoblasto rapidamente se
espalha tanto mesometrialmente quanto antimesometrialmente no estroma endometrial,
fagocitando as células maternas remanescentes para contato e ruptura da vasculatura
materna (FERRO et al., 2002).

Em roedores, as células epiteliais em contato com as células trofoblasticas
invadidas, exibem desorganizagdo severa e elas sdo removidas por fagocitose trofoblastica
(FERRO et al., 1999). Particularmente em C. callosus, essa fase de invaséo é muito precoce
e 0 evento € rapido, durando aproximadamente 12 horas depois do inicio da implantag3o.
Sempre em contato direto com sangue materno, depois de 9 dias de prenhez o trofoblasto
polar diferencia e, junto com a decidua mesometrial, inicia o processo de placentagdo
(FERRO et al., 2002).

A decidua materna ¢ um tecido que se submete a rapidas mudangas morfologicas e
funcionais, sugerindo que essas mudangas podem influenciar na natureza da resposta imune
local na interface materno-embrionaria nos diferentes estagios da gestagdo (KRUSE et al.,

2002).



Durante o processo de implantagdo embrionaria, o estroma endometrial sofre
inumeras alteragdes, que em conjunto sdo denominadas de reagdes deciduais. Inicialmente,
ocorre um aumento da permeabilidade vascular (PSYCHOYOS, 1961) e a transformagio
gradativa de fibroblastos em células deciduais. Os fibroblastos tornam-se volumosos, com
depositos de lipideos, reticulo endoplasmatico e Golgi proeminentes (ABRAHAMSON,
1983) e, apesar da origem conjuntiva, assumem formas poliédricas e arranjo epitelidide
(KREHBIEL, 1937).

A primeira regido do utero a sofrer decidualizagdo é a regido situada no lado oposto
a inser¢do do mesométrio, denominada regido antimesometrial. Na porg¢io mesometrial, o
processo de decidualizag@o ocorre mais tardiamente e estd intimamente relacionado com a
formag@o da por¢do materna da placenta (FERRO, 2000).

Células deciduais possuem importante papel na contengio da invasividade
trofoblastica (KIRBY; BRADBURY, 1965), secretam hormoénios, fatores de crescimento,
citocinas e peptideos (GIBORI, 1994; KENNEDY, 1994).

Durante a gestagdo, o sistema imune materno normalmente apresenta um estado de
tolerdncia frente aos antigenos fetais, jA que a resposta imune periférica da mie contra
agentes infecciosos permanece eficaz neste periodo. Portanto, o estabelecimento de uma
gestagdo € caracterizado por predominancia de citocinas anti-inflamatérias que garantem o
sucesso gestacional (ZENCLUSSEN, 2006).

A identificagdo de marcadores bioldgicos de receptividade uterina pode ter um
significado clinico importante, por melhorar as taxas de implantagdo naturais e por
promover contracepgdo eficiente. Um marcador bioldgico ideal da receptividade uterina
deve possuir algumas caracteristicas: tem que estar presente no endométrio, perto do sitio
de implanta¢do; tem que aparecer durante a janela de implantagdo e desaparecer depois
deste periodo (ZHU et al., 1998).

Citocinas produzidas pela mucosa uterina e pelo embrido podem ter um papel na
intera¢do materno-embriondria, realgando a receptividade uterina pelo controle da
expressdo de proteinas de adesdo e nio-adesio (SIMON et al., 2000).

Entre as principais citocinas e fatores de crescimento que podem ter um papel na

implantagdo humana por facilitar a receptividade endometrial estdo: fator inibitorio de



leucemia (LIF), interleucina-1 (IL-1), fator de crescimento da heparina epiderme-ligante,
fator colonia estimulante-1 (CSF-1), entre outros (GONZALEZ et al., 2001).

Segundo observagdes feitas por Lin e colaboradores (1993), o envolvimento
predominante de citocinas Th2 ¢ favoravel a evolugdo da gestagdo inibindo um padrio de
resposta Thl e conseqlientemente conferindo manutengéo e desenvolvimento embrionério.
Citocinas Th2 , como a IL-10, sdo essenciais para a tolerAncia materna ao embrifo, ja que €
anti-inflamatdria € imunossupressora.

Outro evento marcante relacionado ao sucesso da implantagio embriondaria consiste
na aquisi¢do de adesdo aos ligantes junto com a perda de componentes inibitérios, os quais
sdo cruciais para o estabelecimento da gravidez. Grande numero de mediadores
moleculares, além das citocinas, é identificado, incluindo moléculas de adesdo, fatores de
crescimento, lipideos, lectinas e outros associados ao utero receptivo, sendo que ha uma
série de alteragdes morfologicas e glicoprotéicas durante a janela de implantagdo. Todos
esses fatores e mediadores participam deste processo e seus ajustamentos estdo
relacionados com o processo da receptividade uterina (ACHACHE; REVEL, 2006).

Ha outros tipos de células, relacionadas também com a receptividade uterina, que
compdem a familia das moléculas de adesdo celular (CAM). Esta familia é composta por
quatro membros conhecidos: integrinas, catedrinas, selectinas e imunoglobulinas. A
superficie ligante dessas moléculas, usualmente glicoproteinas, medeiam a adesdo célula-
célula, sendo que as suas fungdes classicas incluem a manutengéo da integragdo do tecido,
cicatrizagdo de feridas, movimentos morfogénicos, migracdo celular ¢ metastase tumoral
(ACHACHE; REVEL, 2006).

Glicoproteinas também estdo presentes no processo da implantagdo embriondria,
bem como durante todo o periodo gestacional e algumas, especificas da gravidez (PSGs),
formam uma familia altamente similar de proteinas produzidas pela placenta ao longo da
gestagdo. PSGs homologas foram identificadas em primatas e roedores, sendo que
membros da familia PSG murina e humana induzem secrecio de citocinas anti-
inflamatérias em fagécitos mononucleares (WATERHOUSE et al., 2002). PSGs sdo
membros de uma familia de antigenos carcinoembrionarios (CEA) e em humanos, a
concentragdo de PSG na circulagdo sanguinea aumenta exponencialmente ao longo do

periodo gestacional (LIN et al., 1974). Baixos niveis de PSGs sdo associados as condigdes



patolégicas da gestagio, incluindo aborto espontaneo, crescimento intra-uterino retardado e
preeclampsia (ARNOLD, et al., 1999; SILVER et al., 1993). Recentemente foi
demonstrado que as PSGs humanas induzem IL-10, IL-7 e expressio de TGFPl em
monoécitos humanos (SNYDER et al., 2001). Isso sugere que as PSGs, ao induzir expressio
e produgdo de citocinas Th2, desempenham papel protetor ao embrido, por dificultar
reagdes inflamatdrias no microambiente placentario (WATERHOUSE et al., 2002).

Um exemplo importante de glicoproteinas sdo as mucinas, glicoproteinas de alto
peso molecular que contém no minimo 50% dos carboidratos O-ligados a treonina/serina
(GENDLER et al., 1990). Quando altamente expressado na superficie da célula, MUC-1
interfere na adesio celular.

A superficie apical da maioria das células epiteliais ¢ protegida por um glicocalix
composta, em sua maioria, por mucinas que, acredita-se, proteger a superficie celular de
processos patologicos (STROUS; DEKKER, 1992). No endométrio, MUC-1 se extende
através do glicocalix e ¢, provavelmente, a primeira molécula que o embrido encontra na
sua rota de ataque. Uma possibiliadde contemplada é que o MUC-1 endometrial repele o
blastocisto até que este encontre o local e a hora exata para a implantagdo. A distribuigio e
regulagdo de MUC-1 variam durante o cilco menstrual e entre as espécies (ACHACHE;
REVEL, 2006).

Devido ao aumento de MUC-1 no endométrio no momento da implantag@o,
suspeita-se que esse fator tem uma funcio crucial de guiar o embrifo temporalmente e
espacialmente para uma implantagdo efetiva. Essa teoria é consistente com o fato de que
MUC-I se estende além do glicocalix que cobre o endométrio e é a primeira molécula que
encontra o blastocisto entrando na cavidade uterina (ACHACHE; REVEL, 2006).

Segundo Goldstein e colaboradores (1980), as lectinas representam uma classe de
glicoproteinas de origem ndo imune que se ligam especificamente a carboidratos, com
capacidade de aglutinar células ou precipitar conjugados. Embora as lectinas sejam
conhecidas ha mais de cem anos, a idéia de que elas possam mediar fenémenos biolégicos
pelo reconhecimento de moléculas é recente.

A nomenclatura das lectinas ¢ originada da denominagdo cientifica das espécies em
que sdo purificadas, de acordo com o protocolo de purificagio, pela designag¢do dos

monossacarideos aos quais tém especificidade ou ainda pela designagio do tecido ao qual



foram extraidas, por exemplo, a lectina concanavalina A é uma lectina obtida da Canavalia
ensiformis e por isso recebe essa denominagdo (KENNEDY et al., 1995).

As lectinas, ou hemaglutininas, podem ser caracterizadas e detectadas por sua
habilidade em aglutinar eritrocitos, em certos casos com alta especificidade (LIS;
SHARON, 1973; ASKAR, 1986). Algumas lectinas s3o especificas em suas reagdes com
grupos sangiiineos humanos ABO e MN e subgrupo Al (SHARON; LIS, 1972). Todos
estes efeitos sdo produzidos pela habilidade das lectinas de se ligarem a tipos especificos de
acucares na superficie celular (DESHPANDE; DAMODARAN, 1990).

Além dessas propriedades, as lectinas podem promover estimulagio mitogénica de
linfécitos e aglutinagdo de células cancerosas (LIS; SHARON, 1973; LIENER, 1981).
Embora muitas lectinas reconhegam e se liguem a aglicares simples tais como glicose,
manose, galactose, N- acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina ou fucose, a afinidade é
muito maior para com os constituintes de glicoproteinas: acido sidlico e N-
acetilgalactosamina contendo cadeias de glicanos, encontrados em animais e seres humanos
(NICOLSON, 1974; PEUMANS; VAN DAMME, 1996). A especificidade das lectinas
com relagdo a diferentes carboidratos possibilita a sua utilizagdo em pesquisas na area
biolégica e médica tais como: investigagdo da superficie de células, caracterizagido de
eritrdcitos, como agentes mitogénicos, caracterizagdo de estidios de desenvolvimento de
microorganismos diversos, purificagdo de glicoproteinas, morfologia de neurdnios e
identificag@o de conexdes neurais no sistema nervoso central (KENNEDY et al., 1995).

As lectinas sd3o encontradas em uma ampla variedade de espécies de plantas e
animais, entretanto, estas substincias estdo presentes, em maior quantidade, em grios de
leguminosas e gramineas (MANCINI FILHO et al., 1979; PUSZTALI, 1989).

As lectinas de mamiferos, por exemplo, medeiam as interagdes célula-célula
envolvendo ligantes de carboidratos (POIRIER; ROBERTSON, 1993). O termo lectina (do
latim legere, escolher) é usado genericamente desde sua primeira denominagéo por Boyd e
Shapleigh (1954) e adotando as descri¢des das diferentes propriedades das lectinas, pode-se
defini-las como: proteinas ligantes de carboidratos, ndo anticérpicas, ndo enzimaticas, que
se ligam de modo reversivel e especifico a mono e oligossacarideos.

Jacalina ¢ uma lectina, ligante da manose, da semente do fruto da jaca, Arfocarpus

integriflora, que pertence a familia das plantas Moraceae e se constitui de 2 cadeias
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polipeptidicas, uma cadeia o pesada e uma cadeia B leve (MAHANTA et al., 1992;
RUFFET et al.,, 1992). Andlises de raio-X da estrutura cristalina da jacalina mostrou que
essa lectina tem uma estrutura tetramérica de subunidades heterodimeras (a/B) e cada
subunidade contém um tnico local carboidrato-ligante (SANKARANARAYANAN et al.,
1996).

Concanavalina A (Con A) ¢ outra lectina, ligante da D-galactose, obtida da fava de
Canavalia ensiformes, e foi a primeira lectina de uma leguminosa reconhecida como uma
proteina Glc/Man-especifica (SUMMER; HOWELL, 1936). Con A é um mondmero que
compartilha com outras lectinas uma estrutura tridimensional muito similar e difere
essencialmente por sua qualidade ¢ modo de oligomerizagio (HARDMAN; AINSWORTH,
1972).

As lectinas ndo estdo confinadas somente as plantas, mas podem ser encontradas
amplamente na natureza, aparecendo freqiientemente na superficie de células, onde estiio
estrategicamente posicionadas para combinar com carboidratos de células vizinhas. De
forma interessante, as lectinas distinguem-se nfio somente entre diferentes
monossacarideos, mas também diferentes oligossacarideos (SHARON; LIS, 1983).

A especificidade das lectinas para as glicoproteinas depende tanto dos aglicares
envolvidos quanto do acesso dos oligossacarideos das cadeias. Oligossacarideos O-ligados
em proteinas de superficie celular proporcionam estruturas adequadas ao estabelecimento
de interagSes celulares. Sdo dois os tipos de oligossacarideos conhecidos que se ligam as
proteinas: oligossacarideos N-ligados, que se iniciam com residuos asparagina, e os O-
ligados, que s3o de cadeias mais curtas, freqilentemente terminando em NGal ou acido
sialico e iniciados por residuos de serina ¢ treonina (VARKI et al.; 1999).

Interages lectina-carboidrato possuem um papel crucial na especificidade dos
processos de adesdo celular. Oligossacarideos O-ligados em proteinas de superficie celular
proporcionam estruturas adequadas ao estabelecimento de interagdes celulares (VARKI et
al., 1999). E proposto por Jentof (1990) que a O-glicosilagdo proporcione as proteinas da
superficie de células uma forma alongada, protuberante em relagdo ao glicocalix, podendo
estender seus sitios ativos para interagdo com macromoléculas extracelulares ou de outras

células, incapazes de penetrar a regido da superficie celular.
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As lectinas isoladas de plantas, animais, bactérias e fungos sdo de interesse
biotecnoldgico devido ao seu papel como mediadoras em mecanismos de reconhecimento
celular de muitos fendmenos biolégicos como, migragdo celular, defesa imunoldgica e
infec¢do por microorganismos. Sendo assim, despertam interesses cientificos devido ao seu
grande potencial, quando sdo utilizadas de forma purificada, em pesquisas bioldgicas para
fins de diagndstico clinico e investigagdo de estrutura de proteina e carboidratos em células
(SILVA; SILVA, 2000).

Galectinas, também conhecidas como lectinas S-lac, compdem uma familia bem
definida de lectinas [-galactosidase-ligantes caracterizada por uma alta seqiiéncia
homologa nos dominios carboidrato-ligantes e estdo presentes no ttero de ratos (POWELL,
1980) e placentas humanas (HIRABAYASHI; KASAI, 1984). As lectinas S-Lac,
recentemente chamadas galectinas (BARONDS et al., 1993), sdo caracterizadas pelo
dominio altamente conservado da identificagio dos carboidratos com preferéncia de
ligantes para N-acetil-lactosamina e particularmente da estrutura repetida de poly-N-acetil-
lactosamina (HIRABAYASHI; KASAI, 1984; BARONDS et al., 1994).

Para que ocorra a regulagdo de todos esses processos durante a implantagéo
embriondria e placentagdo, ¢ necessaria e essencial a presenga de grandes quantidades de
galectinas no Wtero e placenta. Observagdes mostram que a galectina-1 é expressa em
células trofoblasticas de ratos antes do estdgio de blastocisto (POIRER et al., 1992).

A relagdo dessas proteinas para uma variedade de processos importantes, incluindo
transformagdo neoplésica e invasividade tumoral, proliferagdio celular e interacdes célula-
c¢lula, célula-matriz ¢ matriz-matriz, além da imunomodulagio local tem, geralmente, sido
atribuido a suas habilidades em reconhecer gliconjugados especificos pelo significado dos
sitios de ligagdo (LIU, 1993).

A infertilidade priméria se da devido a falhas na implantagdo que podem estar
associadas, também, com o polimorfismo das glicoproteinas, resultando em proteinas com

redugao substancial no numero de sitios de O-glicosilagdo (HORNE et al., 2001).

1.2. Modelo Experimental Calomys callosus

A super familia Muroidea abriga grande numero de espécies de roedores que

habitam todo o mundo e inclui as familias Cricetidae (hamsters e Calomys) ¢ Muridae
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(ratos e camundongos). Alguns cricetideos, especialmente os do hemisfério norte, mostra-
se bastante adaptaveis, quando mantidos em cativeiros, tornando-se assim animais de
utilizagdo comum em laboratdrio. Isto tem proporcionado um melhor conhecimento dos
diferentes aspectos de sua biologia, em todas as areas de estudo (GONZAGA; FERRO,
1995).

C. callosus ¢ encontrado em diferentes tipos de biomas, como em floresta tropical,
savana, caatinga, pastagem e area urbana, especialmente em regides rurais (FERRO, 2000),
e tém sido utilizado como modelo experimental na toxoplasmose congénita (FERRO, 2000;
BARBOSA et al, 2007) e na saude publica por servirem como reservatorio para
Trypanosoma cruzi, Schistossoma mansini € leishmania spp. (FAVORETO-JR et al.,
1998).

Em termos reprodutivos C. callosus sdo animais poliéstricos e possuem um ciclo
estral de aproximadamente seis dias ¢ um periodo gestacional de cerca de 22 dias. O
processo de implantagdo embrionério inicia-se no 4° dia de gestagéo e ocorre de forma mais

rapida do que o observado em outros roedores (FERRO, 1991; MELLO, 1978).

1.3. Utero de Calomys callosus

C. callosus, assim como outros roedores, possui placenta do tipo hemocorial, ou
seja, o corio ¢ dirctamente banhado por sangue materno, semelhante ao observado na
espécie humana (CARLSON, 1996; RUGH, 1967).

A placenta destes animais possui trés regides tipicas: camada decidual, zona
juncional ¢ zona do labirinto. A primeira regido ¢ de origem materna e s6 ha presenga de
sangue materno. Ja na zona juncional e na zona do labirinto ha tanto sangue materno quanto
fetal (FERRO, 2000; RUGH, 1967).

O utero ¢ composto de dois cornos, um corpo € uma cérvix, € as propor¢des
relativas de cada parte, assim como a forma e disposi¢do dos corpos, variam de espécie
para espécie (HAFEZ, 1988). Em outras palavras, o titero tem a forma de um “Y” com uma
haste bem curta (RUGH, 1967). A parede uterina é constituida por trés tinicas, que, de fora
para dentro, s3o: serosa (tecido conjuntivo + epitélio) ou adventicia (somente tecido
conjuntivo) de acordo com a regido do o6rgdo considerada; miométrio (uma tinica de

musculo liso) e o endométrio que ¢ uma mucosa que possui epitélio simples cilindrico,
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revestindo a luz, e secreta muco na superficie € também nas glandulas da 1dmina propria do
endométrio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O endométrio, assim como seus fluidos, apresenta grande relevancia no processo
reprodutivo como, por exemplo, transporte dos espermatozoides do local da ejaculagio até
o local de fertilizagdo na tuba, controle da fungdo do corpo luteo, inicio da implantago,
gestagdo ¢ parto (RODRIGUES, 1996). A medida que os espermatozéides s3o
transportados através da luz uterina para as tubas eles comecam a sofrer a capacitagio nas
secrecoes endometriais (HAFEZ, 1988).

Indiretamente, a secrecdo do colo do ttero desempenha um importante papel na
fertilizagdo. Durante a ovulagdo as glandulas do colo uterino secretam muco muito fluido, o
que facilita a passagem dos espermatozéides. Na fase secretora e na gravidez, os elevados
niveis sanguineos de progesterona influenciam essas glandulas a produzirem muco VISC0s0,
0 que impede a passagem de microrganismos e de espermatozéides para dentro da cavidade
uterina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Além disso, o utero tem a capacidade de sofrer
modifica¢des extraordinarias no tamanho, devido a sintese de colageno que as células
musculares lisas fazem, estrutura e posi¢io com o intuito de se adequar as necessidades do
produto em crescimento sendo que a resposta contratil do mesmo permanece quiescente até
0 momento do parto, quando, entdo, tem a participagdo mais destacada para a expulsdo
fetal, sendo que, apds o parto, readquire seu antigo tamanho e condicdo através de um
processo denominado involugdo (HAFEZ, 1988).

Além das inimeras fungdes desempenhadas pelo ttero, ele é um 6rgdo altamente
especializado e adaptado para aceitar e nutrir o embrido desde a implantagio até o parto.
Sabe-se que apds a implantagdo, o embrido ird depender de um suprimento vascular
adequado, dentro do endométrio, para seu desenvolvimento (RODRIGUES, 1996). Em C.
callosus toda a rede de eventos ¢ interagdes protéicas ligadas previamente e/ou durante o
processo de implantagio ainda nfio foi descrita.

Nio ¢ possivel, por razdes praticas e éticas, estudar a fisiologia da implanta¢io em
humanos, devido a essa impossibilidade de estudo, modelos animais sio necessarios para
que se possa decifrar os eventos mecanicos e moleculares da Janela de implantag3o.

Devido a complexidade desses eventos, é notdrio e necessério o desenvolvimento de

trabalhos que possibilitem maior compreensdo sobre o assunto. Pelo fato de C. callosus
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serem considerados excelentes modelos experimentais para diversas situagdes descritas na
literatura (FERRO et al., 2002; OLIVEIRA et al.,, 1995; BARBOSA et al., 2007), por
simularem o que ocorre em humanos, no caso de algumas doengas, e pela facil manutencio
¢ manuseio destes animais em laboratério, torna-se viavel um estudo que possibilite a
analise e/ou identificagdo de glicoproteinas presentes no epitélio uterino quando este se
torna receptivo para o embrido e observar possiveis alterages morfologicas durante o

processo de implantagdo embrionaria.
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2. OBJETIVO

O presente trabalho tem COmMO objetivo analisar as alteragbes morfologicas €
bioquimicas no epitélio uterino de C. callosus durante a implantag@o embrionaria e etapas

que antecedem este evento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais de Experimentacﬁo

Foram utilizadas seis fémeas de C. callosus (linhagem Canabrava), com cerca de
trés meses de idade oriundas do biotério do Laboratorio de Histologia e Embriologia da
Universidade Federal de Uberlandia onde sao mantidos com agua € ragdo granulada ad

libitum, complcmentada com semente de girassol, milho e aveia.

3.2. Acasalamento e detecgiio de prenhez

Fémeas virgens de C. callosus foram colocadas nas gaiolas dos machos na
propor¢io de duas fémeas para cada macho. Todos os dias, pela manhd, as fémeas foram
observadas para verificar se havia presenca da rolha vaginal (mistura de sémen com
secrecdo vaginal). Quando esta era detectada, considerava-se O primeiro dia de gestacdo.

A partir do primeiro dia de gestag@o, contou-se€ 08 dias de prenhez de modo a obter
fameas no 3°, 4° e 5° dias de gestagdo, totalizando 6 fémeas (2 para cada idade gestacional).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com 08 principios €ticos

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA, 1991).

3.3. Coleta do material

Fémeas prenhes foram sacrificadas do 3° ao 5° dia de gestagdo. Os animais foram
anestesiados com o uso de 0,1 ml de uma mistura (1:1) de cetamina (Ketalar, Bayer S. A,
S30 Paulo) e 2% de cloridrato de 2-(2,6 xilidino)- 5,6-dhidro- 4H - 1,3- tiazina (Rompun,,
Bayer S. A., Séo Paulo), e, posteriormente, deslocamento cervical. Feito isso0, 0S animais
foram laparatomizados para remogdo do utero. O material coletado foi processado para
analise morfologica € histoquimica. Apds fixagdo e processamento, 0 material era cortado €
depositado em laminas histologicas. Cada lamina continha em torno de seis cortes, sendo
que foram preparadas mais de 15 laminas por animal € destas, trés para analise morfologica

¢ trés para histoquimica.
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3.4. Processamento do material para analise morfoldgica

Para analise a0 microscopio de luz, as amostras de utero foram fixadas em formol a
10% em tampio PBS 0,I1M, pH 7,4, por 18 horas e processadas rotineiramente para
inclusdo em glicol metacrilato (Historesin, LKB, Bromma, Suécia). Cortes de 2 pm foram
depositados em laminas histolégicas e corados com azul de toluidina. As laminas foram
entdo analisadas e fotografadas em um microscépio trilocular Zeiss, modelo Axiolab, MC

80.
3.5. Processamento do material para estudo histoquimico

Para andlise a0 microscopio de luz, as amostras foram fixadas em formol 10% em
tampdo PBS 0,1M, pH 7,4 por 18 horas e processadas rotineiramente para inclusdo em
parafina. Cortes de 4 pm foram depositados em laminas recobertas com albumina. Os
cortes foram desparafinizados, hidratados em alcoois de concentragdes decrescentes € por

fim em agua corrente e processados para estudo histoquimico.
3.5.1. PAS (Periodic Acid Schiff)

O mecanismo da reacdo PAS atinge o grupamento alfaglicol dos polissacarideos que
se transformam em dialdeidos pelo ataque do agente oxidante. E uma oxidagdo rapida
realizada por um agente muito empregado, que é 0 4cido periédico. A oxidagdo pelo acido
periédico sobre os grupamentos 1-2 glicol, produzindo grupamentos aldeidos, funciona
para substincias como, acido hialurénico, fibrina, glicoproteinas do conjuntivo, fungos,
polissacarideos de bactérias, ceréides e em certas células de algumas doengas.

Para esta andlise, as laminas, desparafinizadas, foram lavadas em agua corrente por
5 minutos. Em seguida, oxidou-se os cortes em acido periodico a 0,4% em temperatura
ambiente durante dois minutos. Novamente efetuou-se a lavagem em 4gua corrente por 10
minutos, seguidas por trés mergulhos em agua destilada. Feito isso, o corante reativo de
Schiff foi usado por 30 minutos (1,5 g de fucsina basica e 200 ml de agua destilada). Este

reativo foi preparado dissolvendo a fucsina em 200 ml de 4dgua destilada agitando durante
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10 minutos seguido de fervura. Apos resfriamento da mistura em temperatura ambiente, foi
acrescentado 9g de metabissulfito de sodio seguido de agitacdo ¢ repouso por 30 minutos,
posteriormente seguiu-se com a filtracdo e adig@o de 30 ml de HCI 1 normal —recém
preparado- gota a gota, agitando 2 mistura. O reativo foi mantido overnight na geladeira a
4°C. Em seguida, foram realizados trés banhos de agua sulfurosa (10 ml de metabissulfito
de s6dio a 10% ; 10 ml de HCI e 180 ml de agua) por 30 segundos seguidos de lavagem em
agua corrente por dez minutos e passagem por trés vezes em agua destilada. Corou-se com
hematoxilina de Mayer por 15 minutos. As laminas foram desidratadas, montadas ¢

posteriormente observadas a0 microscopio de luz.

3.5.2. Detecgdo de glicoproteinas utilizando lectinas biotiniladas

As lectinas Jacalina € Concanavalina A foram marcadas com biotina de acordo com
o seguinte protocolo: 250 pg de N-hidroxisuccinida-biotina (Sigma Chemical Co., EUA)
foram adicionados a 1 mg de cada lectina diluida em tamp@o borato de sédio 0,1 M (ph
8,8). A mistura foi incubada por 4 horas a temperatura ambiente sob agitagdo lenta. Em
seguida, 20 pL de solugdo de NHACl a 1 M foram adicionados para cada 250 pg de biotina
¢ incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. As lectinas marcadas foram dialisadas
contra PBS para remover a biotina ndo ligada, com pelo menos seis trocas durante 48 horas
e armazenadas a —20°C até o momento do uso.

As laminas foram desparafinizadas, hidratadas e procedeu-se O bloqueio da
fosfatase endogena por imersio da lamina em solugio de éacido acético glacial 10% em
4agua destilada por 10 minutos. Apos sucessivas lavagens em agua destilada e em tampao
Tris salina (TBS), as laminas foram incubadas com jacalina biotinilada ou concanavalina A
biotinilada por uma hora a 37°C na diluiggo de 1:50.

ApOs este tempo, as laminas foram lavadas em TBS e incubadas em um complexo
de amplificador com sistema Avidina/Biotina (Biomeda, Foster, City, USA) por 40
minutos. Apos este periodo, as laminas foram tratadas com fast red-naftol (Sigma, St.
Louis, USA) por cinco minutos e contracoradas com hematoxilina de Mayer por mais 3
minutos. Feito isso, as laminas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscopio

trilocular Zeiss, modelo Axiolab, MC 80.
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3.6. Normas de Biosseguran¢a

cluindo a coleta do material biolégico, utilizagao dos

Todos os procedimentos, in
e dos equipamentos, bem como manuseio e conduta com 08 animais, foram

reagentes
om as normas de biosseguranga segun

realizadas de acordo ¢ do Chaves-Borges; Mineo

(1997).
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4. RESULTADOS

Nio foram observadas alteragoes morfologicas no epitélio uterino, 10S materiais
provenientes das femeas de 3°, 4° ¢ 5° dias de gestacdo. A presenga do embrido foi notada a
partir do 4° dia de gestagdo, sendo que nesta fase este se encontrava no \itero com nitida
presenca da massa celular interna (mci) € trofoblasto (T) circundando a blastocele.
Morfologicamente 0 embridio apresentou-se sob a forma de blastocisto € observou-se um
acamulo de células indiferenciadas constituindo a massa celular interna. A parede do
blastocisto foi vista formada por células trofoblasticas justapostas recobrindo a superficie
externa da mci e da blastocele. A interface materno-embrionaria caracterizou-se por uma
intima justaposi¢@o entre as células trofoblésticas € epiteliais uterinas (E) (Fig. 1).

O embrido foi também visualizado, nas 1aminas provenientes do 5° dia de gestagao,
no endométrio, sendo nitido 0 processo de decidualizag@o.

As marcagdes positivas na superficie do epitélio uterino, confirmadas pela reagdo do
Acido Periodico de Schiff (PAS), demonstram 2 presenga de glicoproteinas nas trés idades
gestacionais, sendo que a quantidade de glicoproteinas expressadas aumentou
progressivamente do 3° para o 4° dia de gestacdo, com decréscimo nas laminas de fémeas
provenientes do 5° dia gestacional. Foi observado no 3° dia gestacional a presenga destas
glicoproteinas intracelularmente (Fig. 2a), enquanto no 4° e 5° dias, estas se apresentam na
superficie celular (Fig. 2c, €), com expressao acentuada no 4° dia gestacional (Fig. 2¢).

As marcacdes especificas para aclicares manose ¢ D-galactose, observadas pela
histoquimica, revelaram menor quantidade de agucares nos epitélios uterinos de fémeas do
3° dia de gestagdo (Fig. 2b) e aumento acentuado no 4° e 5° dias gestacionais (Fig. 24, ).
No entanto, esta técnica apresentou resultados positivos somente para a concanavalina A,
Jectina ligante do agucar D-galactose, sendo negativa para 2 jacalina, lectina ligante do
acucar manose, indicando, para esta situagdo, que apenas a D-galactose esteve envolvida

com os processos da implantagao embrionaria.
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4.1. Legendas ¢ documentagio fotografica

FIGURA 1: Embrido de 4° dia de gestacao.

Fotomicrografia mostrando o embrido na fase de blastocisto em contato com o epitélio
uterino (E). Observar um acumulo de células indiferenciadas constituindo a massa celular
interna (mci) e a blastocele (*) revestidas pela camada de células trofoblasticas (T) e a
decidua materna (d). Observar as células trofoblasticas em estreita proximidade com ©

epitélio uterino (»). Azul de Toluidina, 430X.

FIGURA 2: Histoquimica para marcacdes de glicoproteinas (PAS) e marcacgoes
especificas para D-galactose.

Fotomicrografia mostrando marcagdes positivas da reacio do écido periodico de Schiff no
material proveniente de femeas do 3° dia de gestagdo. Observa-se a presenca de
glicoproteinas intracelulares no epitélio uterino (fig. 2a ») e também a presenca de pouca
quantidade de D-galactose na superficie epitelial detectada pela lectina concanavalina A
(fig. 2 b »). No material proveniente de femeas do 4° dia de gestagdo observa-se um
aumento acentuado de glicoproteinas, que foram marcadas pelo PAS, no epitélio uterino
(fig. 2 ¢ =), bem como um aumento acentuado de D-galactose na superficie do epitélio
uterino (fig. 2 d »). No material proveniente de femeas do 5° dia de gestacdo observa-se
uma diminuigdo relativa de glicoproteinas marcadas pelo PAS (fig. 2 ¢ =), bem como
aumento de D-galactose na superficie do epitélio uterino (fig. 2 f »).

Figuras 2 a, ¢, f: Hematoxilina de Mayet, 430X. Figuras 2 b, ¢, d: Hematoxilina de Mayer,
170X.

Figuras 2 b,d, f: Histoquimica usando fosfatase alcalina e fast red naftol contracorado com

hematoxilina de Mayer.



Figura 1

22



23




24
5. DISCUSSAO

O processo da implanta¢@o embrionria requer tanto a participagdo do embrido
quanto do endométrio, culminando com 2 aposi¢do ¢ adesdo do blastocisto no endométrio
durante a janela de implantagdo ¢ a invasdo do trofoblasto numa fase secretora posterior.
Portanto, a interagdo entre O embrido e o endométrio & caracterizada por um dialogo
molecular, com a participagao de citocinas, fatores de crescimento, hormonios € moléculas
de adesdo celular, como glicoproteinas ¢ agticares, as quais podem funcionar como
marcadores biologicos da receptividade endometrial e desenvolverem importantes papeis
nas etapas precoces da gestagao, bem como atuarem cCOmo potentes sinais intracelulares
(mediadores das interagdes celulares) (SIMON et al., 2000).

No presente estudo, 0s materiais provenientes de fomeas do 3° dia de gestagdo ndo
apresentaram nenhuma alteragdo, em termos morfologicos, do epitélio uterino. Nesta fase
ainda ndo houve a implantagdo embrionaria, portanto, ndo foi localizada, também, 2
presenga do embrido. Diferentemente, N0 4° dia gestacional ocorreram algumas alteragdes
devido & presenga do embrido, sendo que neste pode ser observada a presenca da massa
celular interna no interior da blastocele. Dados semelhantes foram descritos por Ferro
(1991) num estudo ultra-estrutural das fases iniciais da implantagao embrionaria em C.
callosus, onde na manhi do 4° dia de gestagdo, 0S embrides na fase de blastocisto,
encontravam-se livres no lamen da cripta uterina € nenhuma relagio de contato com O
organismo materno foi observada, j& na tarde deste mesmo dia, embrido € epitélio uterino
aproximaram-se mantendo um ténue contato entre as superficies apicais das células
trofoblasticas e epiteliais, caracterizando a fase de aposi¢ao, aproximagao gradativa dos
organismos materno e embrionario de modo que o contato entre trofoblasto e epitélio
uterino torne-se progressivamente mais complexo. Esta aproximagao evoluiu para uma fase
de adesdo na medida em que um estreito contato se estabeleceu entre estes dois organismos,
sendo que nesta fase, extensas areas de membranas das células trofoblasticas mantiveram
estreita proximidade com as membranas apicais das células epiteliais.

Ocorrida a adesio do embriao ao epitélio uterino, inicia-se o processo de invasao do
epitélio uterino pelo trofoblasto nas laterais da cripta uterina em contato com o embrido,

como foi descrito por FERRO (1991) na noite do 4° dia de gestacao.
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Neste trabalho, as laminas provenientes de fémeas do 5° dia de gestag@o, também
apresentaram alteragdes, uma vez que o embrido ja se encontrava no epitélio uterino, além
de ser nitido o contato do trofoblasto com o endométrio. Neste dia o embrido foi observado
no endométrio apresentando blastocele mais ampla e maior densidade de células compondo
a massa celular interna. Ferro (1991) observou, nesta fage, que prolongamentos de células
trofoblasticas penetram por entre as células deciduais de aspecto normal, apesar do
compacto arranjo desta estrutura e da quantidade de jungdes apresentadas por elas. Para
Sutherland et al. (1988), o processo de invasdo do estroma endometrial ¢ de vasos
sanguineos pode ser atribuido & expressio de receptores especificos na superficie das
células trofoblasticas, capazes de se ligarem a glicoproteinas da matriz extra celular e da
lamina basal.

Durante a janela de implantacdo notou-se a presenca de glicoproteinas PAS
positivas em pequena quantidade no 3° dia de gestagio, aumentando acentuadamente no 4°
dia e diminuindo relativamente no 5° dia gestacional. Isso pode ser devido ao fato de que
estas moléculas desempenhem importantes papéis durante a implantagdo embrionaria,
como, por exemplo, proteger a superficie celular de processos patologicos, repelir o
blastocisto até que este encontre 0 local e a hora exata para a implantag@o, bem como guiar
o embrido temporalmente ¢ espacialmente para uma implantagdo efetiva € interferir na
adesividade celular (STROUS; DEKKER, 1992). Além disso, esses resultados foram
consistentes com o que foi observado por Zhu et al. (1998), onde um matcador biologico
ideal da receptividade uterina deve possuir algumas caracteristicas como estar presente no
endométrio perto do sitio de implantagio; aparecer durante 2 janela de implantagdo €
desaparecer apos este periodo. Para Carson € colaboradores (1998), as glicoproteinas nao sO
protegem o trato reprodutivo de processos patogénicos, mas desempenham uma fungdo
essencial no processo reprodutivo propriamente dito.

Estudos recentes indicam que as glicoproteinas constituem uma larga proporgdo de
componentes dispostos apicalmente na mucosa do trato reprodutivo. As mucinas
transmembranas sdo encontradas através do trato reprodutivo de fémeas de muitas espécies.
Segundo Carson ¢ colaboradores (1998), € possivel que as mucinas tenham sua estrutura
alterada durante a conversao para o estado receptivo uterino para queé clas possam se ligar

especificamente a receptores de oligossacarideos da superficie do blastocisto, entretanto, a
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expressdo destas mucinas é diferentemente controlada nas diversas respostas hormonais dos
tecidos reprodutivos de fémeas, indicando a presenga de fatores especificos.

A implantag@o embrionaria ¢ um processo complexo que exige receptividade
maxima do endométrio ao embrifio para que este possa S€ aderir, penetrar e finalmente
invadir o estroma endometrial. Em termos moleculares, a receptividade do endométrio
resulta na aquisigio de ligantes ou de receptores que facilitem este processo
(D’HAUTERIVE et al., 2002; ACHACHE; REVEL, 2006, CAVAGNA; MANTESE;
2003).

Os resultados da histoquimica para marcagdes de aguicares indicaram que a presencga
do agticar manose na superficie uterina ¢ infema ou entdo ausente diferentemente, a
expressio de D-galactose foi observada no utero no periodo da janela de implantacao,
sendo que no 3° dia gestacional a quantidade foi pequena, aumentando acentuadamente no
4° e 5° dias gestacionais. Este resultado indica possivel desempenho deste agucar no
processo da implantacao embrionaria. Entretanto, até o momento ndo existe nenhuma
definicdo molecular precisa da janela de implantagdo € nenhuma teoria elaborada sobre 0s
estudos realizados in vitro, sendo que estes ndo podem nos dar uma idéia satisfatoria da
cascata exata dos fatores de crescimento, citocinas ou moléculas de adesdo na interface
materno-embrionaria nem mesmo sobre mecanismos de tolerancia ao feto.

Os marcadores propostos participam do processo da implantagdo ¢ podem ser
positivos (permissivos) ou negativos (inibitérios), mas sabe-se que estdo presentes na
superficie do epitélio endometrial e desempenham um papel significante dentro das fases
que compreendem a aposi¢ao ¢ adesdo do blastocisto. Provavelmente a D-galactose seja
uma dessas glicoproteinas de importancia fundamental no processo de implantag@o
embrionaria. Chavez ¢ Anderson (1985), através do uso de lectinas, relataram O
aparecimento de sitios de D-galactose no epitélio uterino durante o periodo de pre-
implantagdo, sugerindo que 0 aparecimento de receptores para estas moléculas na parede do
blastocisto poderia estar mediando a adesdo entre trofoblasto e epitélio uterino. No
obstante, estudos adicionais s30 necessarios para entender a acdo dessas moléculas na

receptividade endometrial e para determinar realmente sua fungio neste processo.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que marcagdes positivas da reagdo PAS para glicoproteinas foram
encontradas nas trés idades gestacionais, com uma quantidade razoavel no 3° dia de
gestagdo, aumento notavel no 4° dia e diminui¢do relativa no 50 dia gestacional,
confirmando o fato de que as glicoproteinas desenvolvem fungdes importantes durante 0
periodo da janela de implantagao.

Os resultados da histoquimica para marcagdes de agucares indicam que a presenga
do agucar manose na superficie uterina ¢ infema ou ausente, enquanto que O agucar D-
galactose estd presente no Gtero no periodo da janela de implantag@o, sendo que no 3° dia
de gestagdo a quantidade ¢ pequena, aumentando acentuadamente 1o 4° ¢ 5° dias
gestacionais, demonstrando a participagdo deste agiicar no Pprocesso de implantag@o
embrionaria.

Além disso, foi verificado que C. callosus ¢ um bom modelo experimental para o
estudo da expressdo de glicoproteinas, principalmente Con A, por representar o que a
literatura demonstrou acerca destas moléculas em estudos anteriores. Entretanto, estudos
mais detalhados sobre os eventos envolvidos no processo de implantagdo em C. callosus

ainda sdo necessarios.
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