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Resnmo

A finalidade deste projeto foi analisar o comprometimento de
goticulas lipidicas e dos fosfolipides como precursores de
prostaglandina nas células deciduais. Para tanto, 40ul de 25mg de
indometacina solubilizado em Jleo de gergelim foram injetados
intraperitonealmente em fémeas no quinto dia de gestagéo (DDG).
Animais-controle receberam o mesmo volume de 6Sleo de gergelim.
Os animais foram sacrificados no sétimo DDG. As amostras foram
subdivididas e parte delas foi fixada em solucdo de formalina
contendo 3% de HgCl, ou em formalina contendo CaCl,. Cortes de
congelagdo foram processados para reacdo histoquimica para
deteccdo de fosfolipides contendo colina (FCC) ou para Sudan
Black. Qutra parte dos sitios de implantagdo embriondria foi
fixada com glutaraldeido a 2% em tampao fosfato salina (PBS)
0,1M, pH 7,4 , pésfixado em tetréxido de dsmio a 1% sob
tratamento em microondas e processados para inclusdo em resina
epoxi.

As andlises morfométricas vrealizadas em sitios de
implantacdo embriondria fixados em Bouin e corados com HE

mostraram que o tamanho dos uteros tratados com indometacina




Resmmo

é menor do que os nao tratados. Ao microscdpio dptico a reacdo
decidual foi menos proeminente no endométrio dos animais
tratados.

A histoquimica para FCC mostrou forte reacdo nas células
deciduais e menor intensidade nas células pré-deciduais. Resultado
semelhante foi observado com a reagédo para Sudan Black. Quando
comparadas as intensidades de reacdo dos animais ndo-tratados e
tratados, estes mostraram reacdo mais intensa para FCC e para
Sudan Black.

As anadlises ultra-estruturais mostraram maior quantidade de
goticulas lipidicas no citoplasma de células deciduais dos animais
tratados com indometacina do que nos controles. Estes resultados
sugerem efetiva agdo da indometacina na reacdo decidual e
alteracdo do metabolismo lipidico. O grande acumulo de lipides nas
células deciduais sugerem que o conteudo lipidico poderia estar

envolvido na biossintese de prostaglandinas.
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INTRODUCAQ

O endométrio de camundongos é constituido por um
epitélio cilindrico simples, sustentado por um tecido conjuntivo
frouxo tipico, composto por células tipo fibroblastos, leuctcitos e
material extracelular . A sincronia existente entre o estdgio de
desenvolvimento do blastocisto e a receptividade do endométrio
determina o sucesso da implantagdo embrionéria. E, portanto,
hecessdrio que mudancas hormdnio-dependentes tenham se
estabelecido no endométrio e que o concepto tenha alcancado o
estdgio de blastocisto (Abrahamsohn & Zorn, 1993).

Com a implantagio do blastocisto, o estroma endometrial
sofre uma série de modificacdes, levando a formacio de um novo
tecido dentro do ambiente uterino, a decidua (Krehbiel, 1937). A
decidua se forma em muitos grupos de mamiferos, entre estes os
humanos e roedores. Esta estrutura é resultado de profundas
modificacdes no estroma endometrial, envolvendo tanto os
componentes celular quanto os da matriz extracelular. O
conjunto desses fendmenos é conhecido como reacdo decidual ou

decidualizacio (Abrahamsohn & Zorn, 1993).
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O inicio da decidualizagdo ocorre quando células
classificadas, morfologicamente, como fibroblastos  “like”
transformam-se em células volumosas, poliédricas, polipldides
denominadas células deciduais. Ultraestruturalmente, as células
deciduais mostram grande aumento de organelas, como reticulo
endoplasmédtico granular, complexo de Golgi, mitocondrias e
lisossomos (Jollie & Bencosme, 1965; Moulton & Blaha, 1978;
Brokelmann & Biggers, 1979; Parr et al,, 1986; Abrahamsohn,
1989; Abrahamsohn & Zorn, 1993); acumulam lipides, glicogénio
e filamentos intermedidrios em seu citoplasma, constituidos
principalmente pela proteina desmina (Glasser & Julian, 1986;
Glasser et al, 1987; Zorn et al, 1990). O grande numerto de
organelas das células deciduais  capacita-as a secretarem
prolactina (Krug et al., 1983), coldgeno tipo IV e prostaglandinas
(Kennedy, 1983, 1985).

Estas células estabelecem jungdes dos tipos “gap” e
“adherens” (Parr et al., 1986; Tung et al.,, 1986), o que é bastante

incomum entre células de tecido conjuntivo, As juncdes do tipo
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“gap”, neste caso, sdo tidas como mediadoras de uma
permeabilidade seletiva a componentes sanguineos na decidua
primdria, com um possivel papel imunoprotetor ao embrido, uma
vez que neste periodo este é circundado por células epiteliais
maternas, e ainda nao possui suas préprias camadas protetoras
(Kennedy, 1990).

A reacdo decidual é deflagrada quando ocorre uma adeséo
do blastocisto ao epitélio uterino, desde que os animais estejam
sensibilizados hormonalmente, estado fisiolégico denominado
“janela de implantacéo”(Abrahansohn & Zorn, 1993).

Em camundongos, a decidualizacdo tem inicio no quinto dia
de gestacdo na regido imediatamente abaixo da cripta onde o

blastocisto estd se implantando, ou seja, é antimesometrial e

mr

subepitelial. Inicialmente, as células subepiteliais adjacentes
camara embriondria se decidualizam, gradativamente a reagdo
decidual avanga centrifugamente (Abrahamsohn & Zorn, 1993),
atingindo as camadas mais profundas do endométrio, causando

assim uma regionalizacdo do estroma uterino, conforme o estagio

a2
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de decidualizacdo em que se encontram as células: 1- decidua
madura ou primadria, com células plenamente decidualizadas,
justapostas, com pouco material extracelular, situadas préximo a
camara embriondria; 2- regido de células pré-deciduais ou decidua
secunddria, onde as células estdo parcialmente decidualizadas
com muitos prolongamentos e que deixam amplos espagos
intercelulares entre si; e finalmente, 3- regido de estroma nio
decidualizado, composto por células fusiformes com longos
prolongamentos, situadas préximo ao miométrio. Acredita-se que
esta ultima camada mantém-se inalterada, isto é, com fibroblastos
tipicos, pois ird reconstituir o endométrio logo apds o parto
(Kleinfeld & O’Shea, 1983).

A decidualizacdo pode ocorrer também em resposta a
estimulos artificiais quimicos ou mecénicos, desde que os animais
estejam hormonalmente sensibilizados (Psychoyos, 1973; Finn
and Porter, 1975; Kennedy, 1980; Kennedy & Lukash, 1982). A
decidualizacdo, neste caso, processa-se de maneira semelhante

aquela com estimulo do blastocisto, e o estroma endometrial
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também apresenta-se com trés regides como as anteriormente
mencionadas.

A formacdo da decidua é acompanhada de uma marcante
reducdo dos espagos intercelulares o que consequentemente,
envolve uma extensa remodelagdo dos componentes da matriz
extracelular. Vérios estudos tém mostrado a ocorréncia de
modificacdes na matriz extracelular do endométrio durante a
gestacdo. Zorn et al. (1986) relataram a existéncia de flutuacdes
na quantidade de fibrilas coldgenas durante a gestacio, além da
ocorréncia de fagocitose de coldgeno. Em 1989, Alberto-Rincon et
al. apresentaram resultados importantes que mostraram aumento
acentuado da espessura de fibrilas de coldgeno no endométrio
decidualizado. As fibrilas mais espessas (aproximadamente
420nm) foram observadas na regido de decidua madura.

O estimulo deciduogénico e sua manutencdo, muito
estudados por diversos autores, permanecem ainda pouco claros.
Vérias substincias foram propostas como sendo indutoras do

processo de decidualizagdo, dentre elas pode-se citar a histamina

Lh
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(Shelesnyak, 1952), fator ativador de plaquetas (Acker et
al,1989) e as prostaglandinas (Kennedy, 1983, 1985, 1986).
Lejeune et al. (1981) sugerem que as células epiteliais seriam as
transdutoras dos estimulos deciduogénicos iniciais, justificando
assim o avango centrifugo do processo. Esses mesmos autores
demonstraram que o epitélio uterino desempenha papel
importante na decidualizagdo, uma vez que ndo houve
implantacdo do blastocisto em uteros desprovidos de epitélio.

As prostaglandinas sdo classificadas como mediadores da
inflamacéo da fase tardia e pertencem a uma familia de lipideos
bioativos derivados de fosfolipides de membrana e de corpos
lipidicos citoplasmaticos (Dvorak et al,, 1983; Alberto-Rincon et
al., 1994). Estas substincias nio sdo estocadas, e sim sintetizadas
e liberadas imediatamente por diversos tipos celulares.

Com excecdo das células vermelhas do sangue, todas as
cé¢lulas dos mamiferos sintetizam prostaglandinas (PGs) (Devlin,
1994). As prostaglandinas mais estudadas, por apresentarem

maior papel biolégico em humanos, sdo as prostaglandinas E,
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(PGE, ) e a Fa. (PGF,..). As PGs também vem sendo implicadas
com processos reprodutivos (Kennedy, 1985).

Foi verificado que, no momento da implantacio
embriondria, a concentracio de prostaglandinas estd aumentada
em homogeneizados uterinos de ratas gravidas e pseudogravidas
(Fenwick et al, 1977; Kennedy, 1983, 1985). Sananés et al,
(1976) obtiveram resposta decidual proeminente com a
administra¢do intrauterina de prostaglandinas. Em contrapartida,
com a administracdo de indometacina, um potente
antiinflamatério ndo esterdide e inibidor da sintese de
prostaglandinas (Vane, 1971), a resposta decidual foi reduzida
ou atrasada, ou ainda impossibilitou a implanta¢do dos embrides
(Sananes et al., 1976; Philips & Poyser, 1981; Keys & Kennedy,
1990).

Estudos histoquimicos realizados por Alberto-Rincon et al.
(1994), demonstraram no citoplasma das células deciduais
maduras, quantidades significativas de corpos que sédo positivos

as reacdes para deteccdo de fosfolipides contendo colina e lipides
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totais. As células pré-deciduais também apresentaram o mesmo
padrio, enquanto que as células do estroma nao decidualizado
foram negativas para estas reagdes, Estes dados mostraram que
os fosfolipides contendo colina sdo encontrados somente nas
células do estroma decidualizado, ou em decidualizacédo,
mostrando a intima relagéo desses lipideos com a reacdo decidual.
Os mesmos autores correlacionaram estes achados com a sintese
de prostaglandinas pelas células deciduais.

Considerando-se, entdo, a hipdtese de que os corpos
lipidicos citoplasmaticos encontrados no endométrio sejam a
fonte  precursora das prostaglandinas, propusemos a
administracdo de um inibidor da sintese de prostaglandinas, a
indometacina (IM), a camundongos fémeas gravidas no quinto
dia de gestagdo, periodo em que o embrido jé estd implantado e
portanto, a reacdo decidual em desenvolvimento.

No sétimo dia de gestacdo, perfodo em que a decidua
encontra-se em seu desenvolvimento méaximo, o contetdo lipfdico

das células submetidas ac tratamento com indometacina foi
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estudado através de métodos histoquimicos para deteccdo de
lipides totais e de fosfolipides contendo colina (Hadler & Silveira,
1978). Os sitios de implantagdo foram também avaliados
morfometricamente, quanto ao seu didmetro e ao tamanho de
suas regides. Além disso, foi efetuado estudo morfométrico
ultraestrutural das goticulas lipidicas presentes nas células
deciduais.

Este estudo teve o objetivo de avaliar o comprometimento
do contetudo lipidico de células deciduais com a sintese de
prostaglandinas e indiretamente ressaltar a importancia destes
eicosandides para a magnitude da reagdo decidual, da qual

depende o sucesso da implantagdo do embrido no utero,
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Os fosfolipides sdo compostos de uma ou mais moléculas de
acidos graxos diversos, um radical fosfato e em geral uma base
nitrogenada.

Os fosfolipides sdo importantes constituintes das
lipoproteinas sendo essenciais para a formacdo de algumas delas,
Sido também importantes doadores de radicais fosfato quando
esses sd0 hecessdrios para diferentes reacdes quimicas nos tecidos.
Classicamente, a grande funcdo atribuida aos fosfolipideos ¢ na
participacdo de elementos estruturais, principalmente nas
membranas das células de todo organismo (Guyton, 1989).

Porém, desde que ficou claro que a quebra de
fosfoinositideos (uma outra espécie de fosfolipides), pode liberar
segundos mensageiros capazes de efetuar mudancas nas células,
os fosfolipides passaram a ser alvo de maiores estudos em
diversos centros de pesquisa.

O mecanismo de transducdo dos fosfoinositidios é vnico no
sentido de que a ativacdo do receptor leva a producdo de
mensageiros: 1, 4, 5 inositol-trifosfato (IP3) e 1, 2 diacilglicerol

(DAG) cada um dos quais por sua vez, separada ou
10
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conjuntamente, leva a produgdo ou mobilizacdo de outros
mensageiros e moduladores (Rana & Hokin, 1990).

Os dois bracos desta via exercem sua influéncia por
fosforilagdo de compartimentos distintos de proteinas-alvo: DAG
agindo via proteina quinase C (PKC) e Ca™ agindo via calmodulina
(Rana & Hokin, 1990).

O IP3 é considerado a molécula que se liga a um receptor
para a mobilizacdo de Ca™ dos estoques intracelulares (Rana &
Hokin, 1990). Experimentos de fracionamento celular e
experimentos com o uso de inibidores metabdlicos revelam que o
IP3 libera Ca'* do reticulo endoplasmatico (Biden et al, 1984;
Joseph et al,, 1984; Streb et al,, 1984; Carstem & Miller, 1985;
O’'Rourke et al, 1985). No entanto, a quantidade total de Ca™
varia conforme o tecido sob investigacdo (Rana & Hokin, 1990).

A proteina quinase C, ativada por DAG, que pode influenciar
véarios processos celulares por fosforilacdo de vérias proteinas,
estd também envolvida na atenuacdo da resposta fosfoinositidica
por si mesma (Raﬁa & Hokin, 1990). Para maiores detalhes ver

Kikkawa & Nishizuka, 1986.
11
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Investigacdes nos ultimos anos revelaram que a PKC existe
como uma familia de multiplas espécies com subcaracteristicas
individuais (Coussens et al, 1986, 1987; Knopf et al, 1986;
Parker et al,, 1986; Ohno et al., 1987; Woodgett & Hunter, 1987).

Essas subespécies de PKC, sob elevada concentracgio de Ca'”
podem ser ativadas por uma grande concentracdo de
araquidonato na auséncia de fosfolipide (Rana & Hokin, 1990).

Liberagdo aumentada de araquidonato e subsequente
sintese de eicosandides parecem estar relacionadas com resposta
de fosfoinositideos em vérios tecidos (Lapetinga et al, 1981;
Putney, 1981, Litosch et al.,, 1982; Dixon & Hokin, 1984; Majerus
et al,, 1984), desde que a ativagdo de receptor, que controla a
quebra de fosfoinositideos, também resulte na liberacio de
araquidonato e/ou eicosandides.

Ja foi demonstrado que o fosfatidilinositol (PI) é rico em
araquidonato na posi¢do 2 do glicerol (Michell, 1975; Majerus et
al., 1988), no pancreas (Keenen & Hokin, 1964; Banschbach et al,,

1981), em plaquetas (Mahadevapa & Holub, 1983, 1984), na iris

12
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(Yousufzai & Abdel-Latif, 1984) e em outros tecidos de
mamiferos.

Dependendo do agonista e do tipo de tecido envolvido,
muitos mecanismos para a liberacdo de araquidonato parecem
existir.,

Uma via implica na agdo sequencial da DAG lipase e da
monoacilglicerol (MAG) lipase sobre o DAG liberado de
fosfoinositideos. Essa via parece ocorrer em plaquetas
(Rittenhouse, 1982; Majerus et al, 1984) e em Iébulos
pancreaticos (Dixon & Hokin, 1984).

Outra via que tem sido implicada na liberacdo de
araquidonato é a quebra de fosfatidilcolina  (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilinositol (PI), pela fosfolipase
A2, em plaquetas (Bills et al.,, 1977; Billah et al., 1980; Broekman
et al., 1980; Van Den Bosch, 1980; Rittenhouse, 1982; Rubin,
1982; Mahadevapa & Holub, 1984).

Além dos fosfoinositideos, PC ¢ PE sdo também esterificados

com araquidonato em viérios graus (Rana & Hokin, 1990),
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Outra fonte de araquidonato sdo os alquilacilfosfolipides.
Em plaquetas de ratos (Colard et al., 1986), a estimulacdo com
trombina mostrou perda de araquidonato de diacil-sn-glicerol-3-
fosfoinositol (PI) e de alquiacil e diacil-sn-glicerol-3-fosfocolina,

Kennerly (1987) demonstrou que, em mastécitos
estimulados, metade da fracdo incrementada de DAG é derivada
de lipides ndo fosfoinositideos. Fontes ndo fosfoinositidicas de
DAG também tem sido reportadas em vdrios outros sistemas,
como em células Ha-ras transformadas por oncogenes (Lacal et
al., 1987); mitogénese induzida pelo fator de crescimento de
fibroblastos de hamster (Magnaldo et al.,1986) dentre outros
(Farese et al., 1987; Rosoff et al., 1988).

Desde que ficou estabelecido que a hidrélise de
fosfoinositideos pode servir como um potente modulador das
funcdes celulares, esse mecanismo recebeu muita consideracao,
embora tais lipides compreendam menos de 10% dos fosfolipides
celulares totais. No entanto, por contribuirem com grande
porcentagem & renovacdo celular total dos fosfolipides, os

fosfoinositideos foram as primeiras espécies onde verificou-se que,
14
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uma vez quebradas liberavam segundos mensageiros (Rana &
Hokin, 1990).

Entretanto, alguns dados sujerem que, em alguns tecidos,
agonistas ativam a quebra fosfodiesterasica de PC liberando DAG
(Besterman et al,, 1986).

Em experimentos com homogeneizados de decidua uterina
humana, a maior fonte de liberacdo de 4cido araquidénico foi a
fosfatidilcolina (Schrey et al., 1987). Nesse estudo, as células
deciduais foram  pré-tratadas com ester forbol 12-0-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). O TPA liga e ativa a PKC,
ocupando o lugar do DAG e tem sido utilizado como método de
estudo do papel da PKC quando do metabolismo de
fosfoinositideos (Rana & Hokin, 1990). Schrey et al. (1987)
demonstraram que a redistribuicdo do acido araquidénico foi
indicativo de uma via hidrolitica, envolvendo mais a quebra de
fosfolipides do que a hidrdlise de triglicérides, sendo que a maior
espécie envolvida foi PC e PI. Nesse estudo, o TPA também
estimulou a produgdo de DAG; fato concordante com a hidrdlise

de PC mediada pela fosfolipase C, desde que o TPA nio teve efeito

15
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na produgdo de inositol-fosfatos. Além do mais, o TPA estimulou o
acumulo de MAG nas células deciduais, tanto quanto o de 4cido
araquiddnico. Esses autores interpretaram tal fato como evidéncia
que a renovagdo rapida do DAG originado de PC poderia
contribuir para a maioria do dcido araquidénico mobilizado do PC
em resposta ao TPA,

Tais observacdes sdo concordantes com o trabatho de
Okazaki et al. (1981,), que notaram a presenca de DAG lipase em
homogeneizados de decidua uterina humana. Os resultados sédo
consistentes com a proposicdo que, na decidua, a sequéncia de
reacdes levando a liberacdo do dcido araquiddnico da posicao sn-2
do 1,2 diacil-sn-glicerol, ocorreria como se segue: o acido graxo da
posicdo sn-1 é hidrolizado numa reacdo catalizada pela DAG
lipase, seguida pela clivagem hidrolitica do 4cido graxo da posicio
sn-2 pela MAG lipase. Um fato interessante nesse trabalho refere-
se a atividade dessas enzimas no tecido decidual, que foi
significativamente superior que a apresentada no amnio e cério,
tecidos também estudados.

Em resumeo;
16
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1° - Tratamento com TPA implicou na liberacdo de acido
araquidénico (Schrey et al.,, 1987).

2° - Tratamento com TPA implicou no aumento da liberagao
de DAG de PC pela fosfolipase C (Schrey et al., 1987).

3° - Existéncia da DAG lipase em células deciduais maduras
(Okazaki et al,, 1981)).

4° - Hidrdlise do DAG liberado de PC pela acéo sequencial da
DAG lipase e da MAG lipase (Okazaki et ;al., 1981,).

5° - Liberagdo de 4cido araquiddnico do DAG (Okazaki et al.,
1981,; Schrey et al,, 1987).

Essas evidéncias acumulam-se no sentido de que os
fosfolipides com colina poderiam possuir um papel a
desempenhar nas células deciduais.

E conceito corrente que, na maioria dos tecidos, a sintese de
eicosandides é limitada pela disponibilidade do precursor, acido
araquidonico livre (Lands & Samuelsson, 1968; Vonkeman & Van
Dorp, 1968; Irvine, 1982),

O araquidonato, uma vez ndo esterificado, pode sofrer a

acdo de enzimas lipoxigenase e cicloxigenase. Os metabdlitos da
17
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via cicloxigenase sdo as prostaglandinas (PG), tromboxanos e
prostaciclinas e os da via lipoxigenase sdo os leucotrienos e os
dcidos hidroxieicosatetraendicos (HETESs).

Dentre os vdrios metabdlitos do 4cido araquiddnico, as
Prostaglandinas nos interessam de perto, considerando a célula
decidual, j& que a mesma secreta coldgeno (Alberto-Rincon et al,
1989) e prostaglandinas (Kinohita et al., 1977; Okazaki et al,
1981 b; Moncada et al., 1987).

A taxa de liberacdo do 4cido araquidonico a partir de
glicerofosfolipides (ou simplesmente fosfolipides) é considerada o
maior determinante da taxa de sintese das PGs (Lands &
Samuelsson, 1968).

Em ovinos, Flint et al. (1986) propuseram que a
estimulacdo da sintese endometrial de PGs por ocitocina estaria
ligada ao aumento da hidrdlise de PI para DAG e inositolfosfatos,
com subsequénte liberacdo de dcido araquiddnico do DAG. Nesse
trabalho, é postulado que esse seria o mecanismo para producao
de PGF, alfa, j4 que o metabolismo estimulado de PI contribuiu

para o efeito da ocitocina na sintese de PG no endométrio.
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No entanto, esses mesmos autores acreditam que O uso de
PI como substrato para a sintese de PG esperaria envolver mais o
uso de lipides estocados do que aqueles presentes nas membranas
celulares, desde que quando utilizado para a sintese de PGs, o
DAG produzido da quebra de fosfoinositideos se torna invidvel
para reciclar o fosfatidilinositol. A sintese de PGs poderia entio
depletar a membrana celular, a menos que um estoque de lipides

fosse utilizado (Flint et al., 1986).
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Maierial e Métodos

3.1- Obtengdo de Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus albinos da
linhagem “Swiss”, de idade aproximada de 8 semanas,
provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual
de Campinas, UNICAMP. Durante o periodo experimental, os
animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Histologia e Embriologia do Instituto de Biologia/UNICAMP &
temperatura controlada de 22° a 23°C e em regime de luz de
aproximadamente 12 horas. Os camundongos machos foram
separados individualmente em gaiolas forradas com maravalha,
recebendo dgua e ragdo comercial “ad libitum”. As fémeas foram
mantidas em grupos de 20, em gaiolas maiores, recebendo o

mesmo tratamento dado aos machos.

3.2 - Acasalamento
As fémeas foram colocadas na presen¢a de macho na
propor¢do 3:1 e a cada manhd foi observada a presenca do

tampado vaginal, indicativo do acasalamento. O dia da constatagao
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do tampéao vaginal foi considerado como sendo o primeiro dia da

gestacdo (DDG).

3.3 - Tratamento

Vinte animais prenhes no quinto dia de gestacdo foram
divididos em dois grupos de dez animais: tratado e controle, Cada
femea do  grupo de  animais  tratados  recebeu

intraperitonealmente, 0,2mg de indometacina (Sigma, Sigma

Chemical CO., USA) diluida em 0,04mL de Sleo de gergelim por
volta das dez horas da manha (Kennedy, 1977).

As fémeas do grupo controle receberam, também por volta
das dez horas da manhi, o mesmo volume (0,04mL) de dleo de

gergelim.

3.4- Obtencio dos Sitios de Implantagdo Embrionaria

Todas as fémeas foram sacrificadas na manha do sétimo dia
de gestacdo, através de anestesia profunda por inalagdo de éter,
Apés a laparotomia, os uteros foram removidos e o tecido

adiposo adjacente retirado.
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Os sitios de implantacdo embrionéria foram separados e
fixados em diferentes solu¢des fixadoras, conforme a técnica a

ser realizada:

a) Trinta e um sitios de implantacdo embriondria de
animais tratados com indometacina e 31 controles, foram
fixados em formalina contendo 3% de cloreto de calcio para

deteccio de lipides totais pela técnica de Sudan Black.

b) Trinta e oito sitios de animais tratados com
indometacina e 30 controles, foram fixados em formalina
contendo 3% de bicloreto de mercurio para deteccdo de

fosfolipides contendo colina (Hadler & Silveira, 1978).

c) Seis sftios de animais tratados com indometacina e 6
controles foram fixados em glutaraldeido 2% para inclusdo
em resina epon e posterior andlise volumétrica relativa do

conteudo lipidico.
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d) Dezessete sitios de animais tratados com indometacina
e 17 controles foram fixados em solucdo de Bouin para
inclusio em parafina e posterior obtencdo de cortes
histolégicos, corados com  HE para  avaliagdes

morfométricas.

3.5 - Procedimentos Histoquimicos

3.5.1 - Técnica Sudan Black: para Detecgdo de Lipides Totais

(McManus & Mowry, 1960)

O material, fixado em formalina contendo 3% de cloreto de

célcio, foi lavado em &dgua destilada por quinze minutos (trés

trocas de cinco minutos cada), congelado com CO, e cortado em

micrétomo de congelacdo (Jung Heidelberg, Germany). Foram

obtidos cortes transversais de aproximadamente 12um e estes

submetidos a técnica histoquimica de Sudan Black para detecgdo

de lipides totais descrita como se segue:
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- 0s cortes foram colocados em solucido alcodlica (60%),
saturada e filtrada de Sudan Black por vinte a sessenta
minutos. Esse procedimento foi efetuado em recipientes

fechados.

- os cortes foram transferidos para recipientes contendo

etanol 50%, por alguns segundos.

- posteriormente montados entre lamina e laminula com

gelatina glicerinada.

3.5.2- Técnica para Deteccdo de Fosfolipides Contendo

Colina (Hadler & Silveira, 1978)

Os cortes de 12um obtidos também em micrétomo de
congelacdo (Jung Heidelberg, Germany), de sftios de implantacao
embriondria fixados em formalina contendo 3% de bicloreto de
mercurio foram submetidos a reacdo histoquimica para detecgdo
de fosfolipides contendo colina (Hadler & Silveira, 1978), como se

segue.
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- 0s cortes foram lavados em dgua destilada durante trinta

minutos (trés trocas de dez minutos).

- a seguir, foram transferidos para recipientes contendo
solucdo de desoxicolato de sodio a 5% contendo 10% de
perdxido de hidrogénio em dgua destilada por um periodo

de 18 a 20 horas, a temperatura ambiente.

- lavagem em dgua destilada durante trinta minutos (trés

trocas de dez minutos) a temperatura ambiente.

- tratamento com dcido fosfomolibdico a 1% em etanol 50%

durante cinco minutos a temperatura ambiente.

- Iavagem em dgua destilada durante quinze minutos (trés

trocas de cinco minutos) a temperatura ambiente,

- tratamento com EDTA 1% durante cinco minutos 3

temperatura ambiente,

- lavagem com 4agua destilada durante dez minutos (duas

trocas de cinco minutos) a temperatura ambiente,
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- tratamento com dcido perclérico a 5% durante vinte

minutos a temperatura ambiente.

- lavagem com d4gua destilada durante dez minutos (cinco

trocas) a temperatura ambiente.

- evidenciacdo do produto de reacdo pela solucdo de
difenilcarbazida a 0,8% em etanol a 95% durante dez

minutos a temperatura ambiente.

- lavagem em etanol 60% durante um minuto a

temperatura ambiente.

- lavagem com dgua destilada a temperatura ambiente.

-montagem entre lamina e laminula com gelatina

glicerinada.
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3.5.3- Graduacdo da Intensidade das Diferentes reacdes

para deteccao de Lipides

Para quantificar-se a intensidade das reagdes para
deteccdo de lipides totais e de fosfolipides contendo colina,
adotou-se uma escala de intensidade de reac¢do representada
por cruzes; + (uma cruz), correspondendo a uma reagio

fraca e ++++ (quatro cruzes), a reacdo mais intensa.

3.6- Processamento para Microscopia Eletrénica de

Transmissao

O material destinado para a microscopia eletrénica
foi fixado por imersdo em glutaraldeido 2% em tampéo
fosfato 0,5M, pH 7,2 em forno de microondas doméstico
(modelo NN 7809-BH; Panasonic do Brasil Ltda., Brasil),
com 35 pulsos de 1 segundo a poténcia média. Em seguida,

foi utilizado o seguinte protocolo:
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-lavagem em salina glicosada (trés trocas de 5

minutos).

- pos-fixacdo por imersdo em tetréxido de ésmio 1% e
salina na propor¢do 1:1 em wmicroondas, com 35

pulsos de um segundo cada a poténcia média.

- lavagem em salina glicosada (irés trocas de 10

minutos).

- desidratacao em gradiente de etanol (50, 70, 80, 95,

e 100%), com 2 banhos de 10 minutos em cada.

- dlcool 100% e éxido propileno na proporcio 1:1 em

recipiente de vidro na capela por 10 minutos.
- 6xido de propileno, 2 banhos de 10 minutos.

-mistura de resina epon e oOxido propileno na

proporgdo 1:1 por uma hora.

- resina epon pura, em agitacdo constante por 16

horas.
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- inclusdo em resina epon a 60°C para polimerizacdo (48

horas).

3.6.1- Microtomia

Os blocos obtidos através deste protocolo foram
trimados sob microscépio estereoscédpico e cortados com
navalhas de vidro com espessura de 2 um em
ultramicrétomo (ultra-microtome MT-1, Sorvall, Newtown,
Connecticut, U.S.A.). Estes cortes foram depositados em
laminas histolégicas e corados com solugdo de azul de
toluidina 0,25%. Através da microscopia de luz, foram
delimitadas as regides de interesse para este estudo. Os
blocos foram novamente trimados, deixando em evidéncia
somente a area de interesse, e cortes ultrafinos de 60 nm
foram obtidos em ultramicrétomo Super Nova (Reichert-
Jung), com navalha de diamante. Os cortes ultrafinos

foram depositados em telas de cobre de 300 mesh.
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3.6.2- Contrastacao

As telas contendo os cortes ultrafinos foram
contrastadas com uma solugio de acetato de uranila 2% por
20 minutos. Em seguida foram lavadas com dgua millique
(passagem por 8 gotas) e secas em papel de filtro por 1
hora. Apds a secagem, as telas foram banhadas com solugéo
de citrato de chumbo por 5 minutos, e novamente lavadas e

secadas como ja descrito.

3.6.3- Avaliacdo do Volume relativo (Fracido de Volume)

Ocupado pelas Goticulas Lipidicas (Weibel, 1979)

Os cortes ultrafinos foram observados em
microscopio eletrdnico de transmissdo (Leo 906, Zeiss) do
Laboratério de Microscopia Eletrdnica do Instituto de
Biologia da UNICAMP, os campos de interesse foram
fotografados em aumentos de 1.670 X em dreas

abrangendo de duas a trés células deciduais contendo
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goticulas lipidicas. Os negativos foram ampliados cerca de 5

vezes.

As eletromicrografias foram utilizadas para anélise
morfométrica com o intuito de obter-se a fracdo de volume

ocupada pelas goticulas lipidicas das células deciduais.

Assim, a fracdo de volume ocupada pelas goticulas
lipidicas das células deciduais nas diferentes micrografias
eletronicas foi avaliada usando-se para este fim um sistema
teste contendo 1.517 pontos regularmente espagados e
gravados sobre folha de acetato. Esse sistema teste foi
colocado ao acaso sobre as eletromicrografias. Foram
anotados o ntimero de pontos que caiam sobre as goticulas
lipidicas, sobre o citoplasma e sobre o nticleo das células

deciduais.

Através da relagdo que fornece o volume relativo,
péde-se determinar apds contagens em 42 campos

microscépicos a fragdo de volume ocupada pelas goticulas
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lipidicas. A relagdo para o célculo do volume relativo

encontra-se discriminada abaixo:
Ppi = p/P
Ppi = fracdo de volume ou volume relativo.
P = ntimero total de pontos sobre as células deciduais.

p= ntimero de pontos sobre as goticulas lipidicas, ou sobre

o citoplasma, ou sobre o nucleo.

3.7 -Processamento para Parafina

O material fixado em solucdo de Bouin foi desidratado
em uma bateria de &lcool de 70 a 100%. Logo apds, foi
embebido em «xilol e finalmente em parafina. Seguiu-se
entdo a inclusdo em parafina, para a qual os sitios foram
adequadamente orientados visando a obtencdo de cortes
transversais de 6um. Na microtomia, o referencial foi o
plano de corte em que o embrido estava presente. Esses
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sitios foram coletados em laminas histolégicas que foram

coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina.

3.7.1- Avaliagdo da Espessura das Diferentes Camadas

Componentes do Sitio de Implantacdo Embriondria

As espessuras do miométrio e das regides de estroma
ndo-decidualizado, de células pré-deciduais e de células
deciduais maduras foram avaliadas nos cortes histolégicos
com o auxilio de uma ocular de tambor 10X com filamento

deslocével e objetiva de 10X,

Apdés a medicdo dessas estruturas, procedeu-se a
calibracdo da ocular com uma lamina especial, provida de
divisdes de 0,01 mm (10um), visando transformar as

unidades da ocular em micrémetros.

As medidas foram tomadas sempre da lateral
esquerda do corte, tendo como referéncia o embrido e a

regido mesometrial. Para individualizar as camadas, foram

-y
.
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tomados como referéncia os estdgios de diferenciagio das

células do estroma uterino, bem como as diferencas entre

os tipos celulares que constituem o érgao,

3.8 - Tratamento Estatistico dos Dados

Os valores obtidos para as fragdes de volumes ocupadas
pelas goticulas lipidicas, bem como os valores obtidos para as
espessuras das diferentes camadas dos sitios de implantacdo
embriondria dos 2 grupos em estudo foram comparados pela

Anilise de Variancia (ANQOVA).




4 - RESULTADOS




Resultades

1.- Resultados Histoquimicos

Os uteros dos animais tratados com indometacina (IM)
apresentaram-se  pequenos, pouco  vascularizados, mais
assemelhado-se aos uteros de inicio de 6° dia de gestacdo (DDG)
do que aos de 7° DDG propriamente dito. Apresentaram o mesmo
numero de sitios de implantagdo embrionaria, porém estes
diminuidos em aproximadamente 18% do seu didmetro, quando

comparados aos controles, conforme mostra a Fi gura 1,

1.1.-Regido de Decidua Madura

Ao redor do embrido, as células do estroma endometrial
encontraram-se plenamente decidualizadas, isto é, com volume
aumentado e espaco extracelular muito reduzido, ocupado por
matriz extra-celular.

Nos controles, esta regido mostrou que as células
plenamente decidualizadas apresentaram moderada sudanofilia
(++) distribuida pelo citoplasma (Fig. 2). Excetuando uma faixa,

de cerca de 1/3 da extensdo da regido de decfdua madura,




Resunltados

imediatamente justaposta ao embrido, gque mostrou-se
fracamente positiva (+).

Diferencas marcantes quanto a sudanofilia, foram
observadas entre os animais controles e os animais tratados com
IM. Nos animais que receberam IM, a sudanofilia foi bem mais
acentuada (++++), (Fig.3) e mais abrangente, ou seja, maior
nimero de células apresentaram sudanofilia em seu citoplasma
(Figs 4 e 5).

Quanto a reacdo para deteccdo de fosfolipides contendo
colina (FCC), pdde-se notar maior reatividade nas células
decidualizadas abrangendo os 2{3 mais periféricos da regido de
decidua madura. Tanto nos animais controles como nos animais
que receberam indometacina, a reacdo de FCC mostrou granulos
vermelho-arroxeados, dispersos pelo citoplasma. Alguns ocuparam
uma posi¢do mais polar dentro das células, enquanto outros
estavam justapostos ao nucleo. Nos animais controles, a reacdo
do FCC foi menos intensa (++) (Fig. 6). Nem todas as células
apresentaram granulos corados com a rea¢do do FCC; algumas

células apresentaram maior numero de grénulos que outras. Nos
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animais tratados com IM a reacdo para FCC foi mais intensa
(++++)(Fig. 7), e também mais generalizada, atingindo maior
numero de células deciduais (Fig. 8), com maior concentracio de

granulos de cor purpura em seu citoplasma (Fig. 9).

1.2- Regido de Células Pré-deciduais

Esta vregido compreende as células  parcialmente
decidualizadas, situadas entre a decidua madura e o estroma ndo
decidualizado.

Estas células apresentaram sudanofilia em menor
intensidade (+) que a observada na regido de decidua madura,
tanto nos animais controles como nos tratados (Figs 10 e 11).

As células pré-deciduais, situadas proximas a regido de
dectidua madura, também apresentaram alguns granulos
arroxeados nos sitios de implantacdo embriondria tratados com
IM (++), porém esta reagdo para fosfolipides contendo colina foi
menos intensa quando comparada com a regido de decidua

madura (Figs. 12 e 13).




1.3- Regido de Estroma nio decidualizado (END)

Esta regido é composta por células estreladas, tipo
fibroblastos. A sudanofilia observada em ambos tratamentos foi
fraca (+), a reacdo para FCC (Figs. 14 e 15) foi fracamente
positiva (+) tanto nos animais controles como nos tratados.

Uma melhor comparacdo entre as intensidades das reagdes,

nas trés regides estudadas, é vista na Tabela I.

Tabela I- Intensidade das reagdes dos lipides submetidos ao Sudan black
e & reacdo para deteccdo de fosfolipides contendo colina (FCC) em
diferentes regides da decidua no 7° DDG tratados com IM e ndo
tratados (controles).

REGIOES - REACOES TRATADOS . CONTROLES
DECID.;_JA;MADQRA-; SUDAN BLACK ++++ o -t
ke B "
PRE-DECIDL i SUDAN BLACK .=~ = 4. +
END o _. | - SUDAN BLACK +i | +
| FCC + +

Os resultados indicam intensidades progressivas de reacédo (+a ++++).
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2- Resultados Quantitativos

2.1- Avaliacdo Morfométrica das Camadas Constituintes do Sitio

de Implantagdo Embrionaéria

Através de medicdes tomadas das diferentes camadas do
sitio de implantacdo embriondria, foi constatada uma redugdo de
18% do tamanho dos sitios de implantacdo, provenientes dos

animais tratados com indometacina (Fig. 1).

A camada de células deciduais maduras, representada na
Fig. 16, apresentou, nos animais tratados com indometacina,
tamanho médio de 494,21 um + 91,1 enquanto que a mesma
carmada nos animais controles mediu 597,95 um + 59,6 (Tabela
ID). Esses dados sdo significativamente diferentes a nivel de 5%

pela andlise de varidncia ANOVA,

Sob a mesma andlise, constatou-se diferenca significativa a
nivel de 5% entre as camadas de células pré-deciduais (Fig. 16)
dos dois grupos estudados, ou seja, nos animais tratados com

indometacina a média obtida foi de 211,41 um = 57,9 ¢ a média
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nos animais controles foi de 271,16 ym + 60,8 como mostra a

Tabela II.

A regido de estroma ndo decidualizado (Fig. 17) dos dois
grupos de animais ndo mostraram diferencas significativas a nivel
de 5%, como mostrou a andlise ANOVA, ou seja, média de 114,99
um + 28 3 foi verificada nos animais tratados e a média de 130,13

um + 48,8 nos animais controles {(Tabela II).

Diferencas ndo significativas foram observadas entre as
camadas de miométrio dos dois grupos (Fig. 17), ou seja média de
154,22 ym + 57,6 nos animais tratados e média de 166,31 um +

61,5 nos animais controles, como mostra a Tabela II.
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TABELA II - Demonstrativo de média e desvio padrao obtidos nas
camadas dos sftios de implantacido dos grupos experimentais: tratado

com indometacina e controle

7 h CONTROLE

597,95 pm + 59,6

271,16 ym = 60,8

130,13 um + 48,8

166,31 um + 61,5

% dados significativamente diferentes a nfvel de 5% pela andlise de
variancia ANOVA

2.2- Avaliacdo do Volume Relativo

A fragio de volume ocupada pelas goticulas lipidicas
presentes nas células deciduais dos animais controles ¢é
relativamente pequena (Ppi = 0,025 ou 2,5%) (Figs. 18 e 19).
quando comparada com animais tratados com indometacina,

pdde-se observar um aumento de cerca de 30% nessa fracdo de
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volume, cujo valor foi Ppi = 0,032 ou 3,2% (Figs. 20 e 21). Esse

aumento é significativo a nivel de 5%, andlise ANOVA,
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Figura 1 - Cortes transversais de sitios de implantacéo de tteros
no 7° DDG. Em A controle e em B tratado com IM. Notar a
diferenca de diametro entre o controle e o tratado com IM.

Sudan-btack. 85X.
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Figura 2 - Corte transversal de sitio de implantacio de utero no
7° DDG (controle), mostrando a sudanofilia da regido de decidua

madura (DM); Camara Embrionaria (CE). Sudan-black 300X

Figura 3 - Corte transversal. de sitio de implantacio de utero no
7° DDG tratado com IM, mostrando sudanofilia da regiao de

decidua madura (DM); Embrido (E). Sudan-black 300X
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Figura 4 - Detalhe da figura anterior, mostrando grande numero
de células deciduais maduras com inclusdes sudandfilas (setas).

Sudan-black. 1.300X.

Figura 5 - Detalhe da figura anterior, mostrando grande numero
de inclusdes sudandfilas (setas) presentes no citoplasma das

células deciduais. Sudan-black. 2.600X.
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DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA :

Figura 6 - Corte transversal de sitio de implantacdo de utero no
7° DDG (controle), mostrando reagao para fosfolipides contendo
colina na regidao de decidua madura (DM); Camara Embrionaria

(CE). 170X

Figura 7 - Corte transversal de sitio de implantacdo de ttero no
7° DDG tratado com IM, mostrando reacao para fosfolipides
contendo colina na regido de decidua madura (DM); Embrido (E).

170X
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Figura 8 - Detalhe da figura anterior, mostrando grande numero

de células deciduais maduras coradas para FCC (setas). 670X.

Figura 9 - Detalhe da figura anterior, evidenciando grande
concentracdo de granulos (setas) de FCC no citoplasma das células

deciduais maduras. Nucleo em imagem negativa (). 1.300X.
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Figura 10 - Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacdo de utero no 7° DDG de animal controle, submetido a

reacao de Sudan Black, regiao pré-decidual (PD). 170X,

Figura 11 - Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacdo de utero no 7° DDG tratado com IM, submetido a

reacao de Sudan Black na regido pré-decidual (PD). 170X.
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Figura 12 - Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacao de utero no 7° DDG de animal controle, submetido a
reacao para deteccao de fosfolipides contendo colina . Regido pré-

decidual (PD). 170X.

Figura 13 - Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacao de utero no 7° DDG de animal tratado com
indometacina, submetido a reacdo para deteccdo de fosfolipides

contendo colina . Regido pré-decidual (PD). 170X.
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DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA -

Figura 14 - Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacédo de utero no 7° DDG de animal controle, submetido a
reacao para deteccao de fosfolipides contendo colina. Regido de

estroma nao decidualizado (END). 340X.

Figura 15 - Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacdo de utero no 7° DDG de animal tratado com
indometacina, submetido a reacao para deteccao de fosfolipides
contendo colina. Regido de estroma nio decidualizado (END).

340X.
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Figura 16- Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacdo de utero no 7° DDG de animal controle, mostrando
as camadas de células deciduais maduras (DM) e pré-deciduais

(PD) utilizadas na avaliacio morfométrica . HE. 340X.

Figura 17 - Fotomicrografia de corte transversal de sitio de
implantacao de utero no 7° DDG de animal controle, mostrando
as camadas de estroma nao decidualizado (END) e miométrio (M),

utilizadas na avaliacio morfométrica . HE. 340X.
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Figura 18 - Electromicrografia de células deciduais no 7° DDG de

animal controle, mostrando algumas goticulas de lipideo (setas),

nucleo (N). 28.000X
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Figura 19 - Electromicrografia de células deciduais no 7° DDG de
animal controle, mostrando algumas goticulas de lipideo (setas),

juncoes (cabeca de setas). 24.300X.
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Figura 20 - Electromicrografia de células deciduais no 7° DDG de

animal tratado, mostrando vérias goticulas de lipideo (setas),

hucleo (N). 34.000X.







DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Figura 21 - Electromicrografia de células deciduais no 7° DDG de
animal tratado, mostrando varias goticulas lipidicas (setas),
nucleo (N). Observar no espaco extracelular fibrilas de colageno

em corte longitudinal (). 26.500X.
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Discussao

Neste trabalho propusemo-nos a estudar os efeitos da
administragdo de indometacina sobre o conteudo lipidico dos
sitios de implantacio embriondria. E bem conhecido que as
prostaglandinas agem sobre o local de implantacdo embriondria
aumentando a permeabilidade vascular e estimulando a formagéo
de edema (Psychoyos, 1961). A administracio de indometacina,
um potente antiinflamatdrio nédo esterdide, inibe a biossintese de
prostaglandina, através da inibicdo da enzima prostaglandina
sintase. Esta agdo tem consequéncia na implantacdo, ou na
decidualizacdo do endométrio retardando este processo ou a
implantacdo do embrido em ratos, camundongos, hamsters e
coelhos (Hamilton & Kennedy, 1983)

Nossos resultados mostraram que os sitios de
implantacdo tratados com indometacina sdo cerca de 18%
menores do que os controles. As camadas do estroma
decidualizado que sofreram essa agdo foram a camada de células
deciduais maduras e a de células pré-deciduais, ou seja a porcio

do estroma uterino envolvida na formacido da decidua. Estes
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resultados estdo de acordo com os obtidos por Kennedy, (1985),
que demonstrou a diminuicdo do peso dos uteros de ratos
tratados com indometacina.

As prostaglandinas sdo uma familia de lipidios
bioativos derivados de fosfolipides. As trés maiores séries de
prostaglandinas sdo as A, E e F que diferem com base nos grupos
funcionais em torno do anel ciclopentano: a do tipo E é uma
hidroxicetona; a da série F possui o grupo 1,3 diol e as da série A
sdo a-B cetonas insaturadas. Os numerais subscritos (1, 2 ou 3)
referem-se ao niimero de duplas ligacdes ao longo da cadeia. Os
simbolos « e B referem-se 2 configuracdo do grupo C-9 OH, sendo
que o projeta-o abaixo do plano do anel (Devlin, 1994).

Alberto-Rincon et al. (1994), demonstraram a
presenca de fosfolipides contendo colina no estroma decidualizado
de camundongos através de técnicas histoquimicas. Esses autores
sugeriram que os granulos arroxeados encontrados no citoplasma

das células deciduais poderiam estar relacionados com a
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biossintese de prostaglandinas pela decfdua (Kinohita et al., 1977;
Okasaki et al,, 1981, Campbell, 1990).

Nossos resultados histoquimicos mostraram que a
indometacina atua sobre os fosfolipides contendo colina,
presentes nas células deciduais, ou seja, é observado nos
preparados um acuimulo maior de granulos arroxeados no
citoplasma de células deciduais tratadas com indometacina do que
nos animais controles, onde a reacio para FCC foi menos intensa.
Resultados semelhantes foram obtidos quando a técnica de Sudan
Black (lipides totais) foi empregada. Esses resultados séo
confirmados pelos nossos achados na microscopia eletrénica, onde
hd maior quantidade de goticulas lipidicas no citoplasma de
células deciduais submetidas a acdo de IM do que em células nao
tratadas. Este fato pode estar relacionado com o bloqueio da via
enzimdtica para a produgdo de prostaglandina, uma vez que os
lipides nao estariam sendo mobilizados para a formacao das PGs.

E bem conhecido o papel estrutural dos fosfolipides

nos sistemas de biomembranas, porém, estudos comprovam que
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hé presenca de fosfolipides em corpos lipidicos citoplasmaticos em
tipos celulares, tais como macréfagos alveolares e mastécitos
(Dvorak et al.,, 1983).

Os fosfolipides encontrados neste estudo, podem
participar da via metabdlica para a biossintese de prostaglandinas,
uma vez que, quando submetidos a acdo da IM, permacem
estocados no citoplasma das células deciduais.

Flint el al. (1986) especularam que, para que a sintese
de prostaglandinas no endométrio de ovinos seja efetiva, lipides
estocados deveriam ser utilizados, de modo a ndo comprometer a
integridade das membranas, uma vez que a quantidade de
prostaglandina produzida poderia afetar o “turnover” das
membranas.

O sistema enzimdtico responsdvel pela biossintese da
prostaglandina é o prostaglandina-sintase. Este complexo cataliza
a ciclizacdo oxidativa de 4cidos graxos polinsaturados e, pela acdo

das fosfolipases A, , os fosfolipides sdo clivados dando origem ao
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acido araquiddnico, o qual é utilizado como precursor de varios
eicosandides, entre eles as prostaglandinas (Irvine, 1982).

Um dos componentes do complexo enzimidtico é a
cicloxigenase, que existe em duas isoformas a cicloxigenase-1
(COX-1), constitutiva, e a cicloxigenase-2 (COX-2), esta ultima
induzida por varios estimulos (Dewitt & Smith, 1995; Yang et al,,
1997), como pela citocina interleucina-1 (IL-1) beta (Cole et al.,
1995). Estudos recentes mostram que a IL-1 beta faz aumentar os
niveis de RNAm para COX-2 bem como da prépria proteina na
decidua, implicando em uma producéo maior de PGE, (Mitchell et
al., 1995; Kennard et al, 1995; Trautman et al, 1996). A
cicloxigenase, referida também como prostaglandina sintase
(Fuentes, 1996; Jones et al, 1997), promove a ciclizacdo dos
carbonos 9 e 12 do écido araquidonico para formar 9,11-
endoperdxido 15-hidroperdxido ciclico, a PGG,. Esta é convertida
a PGH, por uma reducdo glutationa peroxidase (GSH)-dependente

(PG-hidroperoxidase) que cataliza a reagdo (Devlin, 1994).
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Embora outros vasoativos também tenham papel
importante na decidualizagio (Cejic, 1991), estes, provavelmente,
nao sofrem inibigdo pela indometacina, como por exemplo, os
metabdlitos da via lipoxigenase (Gemsa et al., 1982), j& que alguns
estudos indicam que a indometacina age inibindo a cicloxigenase
(Ichihara et al.,, 1992); Niveis aumentados de COX-1 foram
detectados no periodo de pré-implantacdo, demontrando a
importancia desta enzima na sintese de prostaglandinas para a
decidualizacdo do endométrio (Chakraborty et al,, 1996).

Outros autores também apontam intrinseca relacéo
entre as prostaglandinas e o processo de implantacdo embriondria
(Biggers et al., 1978; Gupta et al,, 1989), referindo-se ao aumento
da permeabilidade vascular no local de nidagdo (Kennedy, 1977,
1983, 1985, 1986, 1990; Psichoyos, 1973), o que possibilita as
diferenciacdes celulares do estroma uterino, bem como a nutricdo
do blastocisto em processo de implantacéo.

Muitos autores relacionam fortemente a PGE, com o

processo reprodutivo tanto para a manutencio da gestagdo como
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para o inicio do trabalho de parto (Romero et al,, 1989; Ishihara
et al, 1992). Como ji foi mencionado, existe uma correlacio
intrinseca entre biossintese de PGs, principalmente a E, e
processos inflamatérios: quando lesadas, muitas células podem
liberar PGE,, produzindo as a¢bes proinflamatérias. Além destas,
as PGs E; e Fy, entre outros reguladores de multiplicacdo celular,
agem simultaneamente com fatores de crescimento e
diferenciacdo, sendo entdo importantes para a homeostase do
tecido (Dewitt & Smith, 1995; Yang et al, 1997). Sob este
aspecto, outra propriedade da PGE,, compativel com o fenémeno
reprodutivo, € sua acdo inibitéria sobre a atividade de linfécitos
maternos com funcido potencial “killer” na decidua do primeiro
trimestre de gestacdo humana, por bloquear a geracdo de
receptores para interleucina-2 e de interleucina-2 (Parhar et al,,
1989; Lala et al, 1988), além de ter efeito imunossupressor
(reduz a génese de células T) (Bogliolo, 1994). Macrdéfagos
maternos nas proximidades do concepto poderiam deflagrar sua

rejeicdo. Além de, quando estimulados, produzirem substancias de
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acdo  antiinflamatdria, como inibidores de fosfolipases
(macrocortina, lipomodulina e renocortina), interferindo na
liberagdo de produtos do 4cido araquidénico (PG, Leucotrienos).
Kniss et al. (1997), observaram que culturas de células epiteliais
de endométrio humano incubadas com citocinas como a
interleucina-1-beta ou interleucina-l-alfa, e o fator de necrose
tumoral-alfa tiveram a produgdo de prostaglandina E, e F,
estimuladas, por estimulagdo da cicloxigenase. Confirmando estas
inferéncias, Arslan & Zingg (1996), observaram a expressio do
gene da COX-2 induzido provavelmente por citocinas na decidua
de utero gravidico de ratos.

Sem duvida, as prostaglandinas desempenham um
papel fundamental na manutencdo da gestacio, seja mediando as
transformacdes do estroma uterino para o estabelecimento do
concepto, sejal proporcionando um afluxo sanguinec adequado
para nutricdo deste concepto através do seu papel angiogénico,
seja, principalmente, interagindo com outros agentes

homeostéticos de forma que, mesmo diminuindo a expressdo de
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defesa materna contra um “corpo estranho”, nio acarrete
prejuizo para nenhuma das partes. Sob este aspecto, sabe-se que
outros eicosandides encontram-se em niveis mais elevados,
dependendo do periodo gestacional na decidua, como é o caso 12-
Hidroxieicosatetraendico (Schafer et al., 1996) que, embora tenha
© mesmo precursor que as prostaglandinas, o dcido araquidonico,
ndo teve sua sintese inibida pela indometacina. Talvez por isto
mesmo pudemos trabalhar com o modelo decidual, ja que outros
agentes, que nao as prostaglandinas, também desempenham papel

importante na decidualizagdo.
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CONCLUSOES

No presente trabalho ficou estabelecido que existe uma
estreita correlacdo entre o conteudo lipidico, principalmente de
fosfolipides contendo colina, e a biossintese de prostaglandinas,
substincia fundamental para a decidualizagcdo do endométrio de
- camundongos. Esta conclusdo principal foi baseada nas seguintes
observacoes:

» A aplicacdo de indometacina, potente inibidor da
prostaglandina-sintase, provocou um aumento
significativo no contetddo lipidico nas células
envolvidas com a decidualizacio.

e Nio houve mudancas significativas no padrio
lipidico da regido de estroma nao decidualizado e
nem do miomeétrio.

Foi, também, possivel verificar que a inibicdo da sintese de
prostaglandina pela indometacina atua no desenvolvimento
normal do estroma decidualizado, no que diz respeito ao tamanho
das camadas de células deciduais maduras e de células pré-

deciduais.
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ABSTRACT

In the aim to analyze the commitment of lipid droplets and
their phopholipds contents in the dec;ldual cells as prostaglandin
precursors, it was ir_lo;ulated intraperitoneally, 40uL of 25mg
indomethacin,“ a powerful inhibitor of prostaglandin-synthase,
solubilyzed in sesame oil, in the female mice on the fifth days of
pregnancy. Controls animals received the same volume of sesame oil,
All animals were sacrificed on the 7° dop. One group of embryo
implantation sites was collected and fixed in 3% HgCl-formalin
solution. Frozen sections (14um thick) were processed for
phospholipids containing choline and Sudan Black histochemistry .
Another group of Indomethacin treated and untreated animals were
fixed with glutaraldehyde under microwave treatment, postfiked in
0sO, (1%) and processed for usual epoxy resin embedding.

The morphometric analysis showed the volume of Indomethacin
treated uterus smaller than untreated one. At microscopic level the
decidual reaction was less proeminent in the endometrium of treated
animal. The phospholipid-containingcholine and Sudan Black

histochemistry showed strong reaction in fully differentiated decidual
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cells of and less intense in the predecidual zone. When compared the
intensity between untreated and treated animals, the later showed
strongest reactions. The ultrastructural analyses showed the higher
amount of lipid droplets inside decidual cells of Indomethacin treated
than untreated animals.

These findings suggest the effective action of Indomethacin on
decidual reaction and affected the lipid metabolism. The high storage
rates of lipids in the decidual cells and predecidual cells strongly
suggests that the phospholipid contents should be the precursor of

PGs. Furthermore, the inhibition of PG biosynthesis affects the

progression of cells already committed to decidualization.
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