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RESUMO

KANASHIRO, C. Estudo morfolégico da placenta de capivara (Hydrochaeris
hydrochaeris)- terco inicial. [Morphological study of placenta capybara
(Hydrochaeris hydrochearis): early gestation]. 2006. 105 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2006.

A capivara (Hydrochaeirs hydrochaeris), maior roedor, pertence a subordem dos
Histricomorfos, os quais caracteristicamente possuem subplacenta. Com o objetivo
de descrever o desenvolvimento da placenta durante o tergo inicial de prenhez
analisaram-se 3 Uteros e suas placentas (n=9) e 7 uteros vazios, os quais foram
fixados em formol 10% em tampao fosfato, obtidas no Frigorifico Panamby-Pora.
Cada placenta foi fixada em formol 10% PBS. Macroscopicamente o utero € duplo,
com 1 Ostio vaginal da cérvix, e em fémeas prenhez possui regides abauladas que
representam as placentas, implantadas na face mesometrial, com conexdes com a
face antimesometrial por tiras esbranquicadas. As placentas analisadas sinalizavam
diferentes idades gestacionais pelo crow-rump dos fetos (11,5mm, 55mm e 58cm). A
decidua capsular (3-5 mm) envolve o conjunto placentario e torna-se mais delicada e
transparente com o avancar da prenhez. Os embrides estdo envoltos pelo dmnio, e
ventralmente comunicam-se com a placenta principal pelo corddao umbilical. As
seguintes regides placentarias foram identificadas como, decidua (capsular e basal),
placenta vitelinica (visceral e parietal), &mnio, placenta principal e subplacenta. A
inversdo do saco vitelinico caracteriza-se pela placenta vitelinica visceral e parietal.
A placenta principal é discéide e lobulada. Os I6bulos surgem na face fetal e
desenvolvem-se em direcdo ao centro da placenta principal. A imunomarcagao
positiva da citoqueratina no cinsiotrofoblasto e da vimentina no endotélio dos
capilares fetais comprovou a organizagcao do labirinto. A subplacenta esta na
interface da placenta principal com a decidua basal, e composta por l6bulos de
sinciotrofoblasto citoqueratina positivos, dispostos sobre o eixo de mesénquima
intensamente vascularizados. Estes resultados demonstram que a placentagdo da
capivara é semelhante aquela descrita em guinea-pig, paca, cutia e moco.

Palavras-chave: Roedores. Histricomorfos. Hydrochaeridae. Capivaras. Placenta



ABSTRACT

KANASHIRO, C. Morphological study of placenta capybara (Hydrochaeris
hydrochearis): early gestation. [Estudo morfolégico da placenta de capivara
(Hydrochaeris hydrochaeris)- terco inicial]l. 2006. 105 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2006.

Capybara (Hydrochaeirs hydrochaeris), largest rodent, belongs to the suborder of the
Hystricomorpha, which characteristically possesses subplacenta. Aiming to describe
the development of the placenta during early gestation, it was analyzed seven control
and three pregnant uterus and its placentas (n=9), which were fixed in a 10% PBS
formol solution; the animals were acquired at the Panamby-Pora abattoir. Gross
anatomically, the uterus was doubled presenting one vaginal ostium in the cervix; in
the uterus of pregnant females it is observed swelling regions that represents the
placenta, which is implanted in the mesometrial face, being connected to the anti-
mesometrial face by white streaks. The fetuses crow-rump classification — 11.5mm,
55mm and 58cm — signaled different gestational periods. The capsular decidua (3-5
mm) involves the placental set and becomes more delicate and transparent during
the pregnancy. The embryos are packed by the amnion, and are ventrally connected
to the principal placenta by the umbilical cord. Placental regions were identified:
capsular and basal decidua, visceral and parietal vitelline placenta, amnion, principal
placenta and subplacenta. The inversion of the yolk sac was characterized by the
parietal and visceral vitelline placenta. The principal placenta was discoid and
lobulated. The lobules aroused in the fetal face and developed in direction to the
center of the principal placenta. The positive immune labeling to citokeratin in the
syncytium trophoblast and of vimetin in the capillar endothelium proved a labyrinth
formation. The subplacenta aroused along the interface of the main placenta and the
basal decidua and it is composed by lobules of positives citokeratin syncytium
trophoblast disposed over the well developed vascular mesenchima. These results
demonstrate that the placentation of the capybara is similar to guinea-pig, paca,

agouti and moco6 descriptions.

Key words: Rodents. Hystricomorpha. Hydrochaeridae. Capybaras. Placenta
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1 INTRODUGAO

A incorporacdo de novas espécies de animais herbivoros nos sistemas de
producdo pecuaria € uma alternativa que visa incrementar a producao de proteina e
de outros produtos de origem animal. Muitas destas espécies sdo oriundas da fauna
silvestre, exigindo cuidados especiais, pois além da preservacao destas, evitando a
sua extingdo, faz-se necessario o conhecimento de seus aspectos biol6gicos
(comportamento, habitos alimentares, reproducdo, habitat, etc.) para que
efetivamente estes animais possam ser aproveitados de forma racional.

A importancia destes estudos é inegavel, principalmente aqueles que
envolvem os aspectos da morfologia reprodutiva da espécie, considerando que a
criacdo e a exploracdo racional da capivara sao atividades em expansdao em
diversas regibes brasileiras dadas a implantagdo de criatérios comerciais,
licenciados e vistoriados pelo IBAMA. Embora existam dados que contribuam com
diversas informacbes técnicas sobre a biologia e manejo da capivara, varios
aspectos da morfofisiologia do sistema urogenital e, particularmente, da placenta,
carecem de estudos mais detalhados.

As capivaras formam rebanhos e possuem grande valor econémico, como animal
produtor de carne, couro e 6leo. A carne de capivara apresenta boa coloracao, textura,
paladar apreciavel e com excelentes propriedades nutricionais (MONES; OJASTI,
1986). O consumo desta carne desperta grande interesse comercial, tanto no
mercado nacional quanto no internacional, tornando-se economicamente relevante
em muitas areas da América Latina.

A capivara possui potencial para a domesticagdo, uma vez que Sao
sociaveis e apresentam comportamento de rebanho, docilidade em relagdo ao
homem e a outras capivaras, bem como para com animais domésticos ou silvestres
de outras espécies (LAVORENTI, 1989). Outras caracteristicas também favoraveis a
domesticacao sao: estrutura do grupo com relacionamento do macho com as
fémeas, formacdo de rebanho e hierarquia do grupo, comportamento sexual
promiscuo, no qual o macho domina varias fémeas, ndo havendo diferenciacao

entre pais e crias, e a fémea aceita outras crias apds o parto. Além disso, possui
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agilidade limitada, alimentacdo do tipo herbivora, com aceitagdo de uma ampla
variedade de alimentos (forragens) (JIMENES, 1995).

Além destas caracteristicas zootécnicas da espécie que necessitam de
trabalhos em morfologia para sustentacdo da exploragao racional, deve-se destacar
o perfil do roedor em questdo como uma possivel espécie alternativa a ser utilizada
na experimentagcdo animal. Os roedores de um modo geral apresentam este
potencial como importantes animais de laboratério em pesquisas biomédicas e
geneticas.

Os roedores da subordem Hystricomorfa s&o embriologicamente
interessantes, especialmente devido aos longos periodos de gestacdo quando
comparados ao de outros roedores. Uma prematura e completa inversao das
camadas germinativas € outra caracteristica de desenvolvimento de pds-implantacéao
nos hystricomorfos, com placenta discoidal, hemocorial e labirintica. A citacdo da
presenga de uma subplacenta proeminente no desenvolvimento embriondrio destes
roedores (ROBERTS; PERRY, 1974) estimulou o estudo das fases iniciais da
placentacdo na capivara, uma vez que a placenta de termo ja é conhecida (MIGLINO
et al., 2002).

Este trabalho visou o estudo descritivo sobre o desenvolvimento da placenta
no tergo inicial da prenhez da capivara, comparando os resultados obtidos com
aqueles descritos para os roedores histricomorfos, e desta forma contribuir para
fornecer subsidios morfolégicos para futuros estudos experimentais e funcionais
sobre a placenta e, principalmente sobre a subplacenta em roedores.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos serdo descritos a seguir em dois topicos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o0s aspectos morfoléogicos da placenta de capivara
(Hydrochaeris hydrochaeris) e seus anexos fetais em terco inicial de gestacéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar macroscopicamente o utero e a placenta de capivaras
no tergo iniciais da prenhez quanto a localizagdo e forma;

e Descrever as estruturas componentes de cada regiao
placentaria;

e |dentificar a evolugdo do desenvolvimento das diferentes regides
placentarias na fase analisada;

e Utilizar a imunolocalizagdo de diferentes componentes celulares

para inferir atividade ou estrutura em diferentes células placentérias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura visou descrever as principais caracteristicas
bioldgicas da capivara, com o objetivo de caracterizar a espécie, principalmente
quanto a seus aspectos reprodutivos, os quais possuem relevancia com o tema
proposto nesta Dissertacdo. Buscou-se ainda organizar as informacdes
bibliograficas referentes ou utero e a placenta de roedores organizando-as pelas
diferentes regides placentdrias descritas em roedores, principalmente em

histricomorfos e caviomorfos.

3.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) pertence a classe Mammalia, a
ordem Rodentia, a subordem Hystricognathi, a familia Hydrochaeridae (Unica
espécie que representa a familia Hydrochaeridae) e ao género Hydrochaeris
(CARLETON, 1984)., sendo considerados os maiores roedores vivos, com 100-130
cm de comprimento e 50-70 kg (STORCH, 2004).

Seus membros toracicos e pélvicos possuem digitos unidos por membranas.
A coloracao varia de marrom escuro a avermelhada até marrom brilhante e cinza
amarelado (MONES; OJASTI, 1986). Sao animais exclusivamente herbivoros, a
origem de seu nome comum denota de seus habitos alimentares, a palavra
“capybara” tem sua origem na lingua do Cuaruai e significa o “mestre da grama”.

Na capivara, Jiménes (1995) analisou o corpo e observou que estas
possuiam na sua pata uma membrana natatéria e unhas fortes. O membro posterior
possuiam 4 digitos e o anterior 3 digitos.

Nas capivaras durante o periodo sexual ativo, o macho fica proximo a
fémea a cortejando e mantendo contato com o focinho e mordiscando ao redor da
regiao perineal até que a fémea o aceite, podendo durar esse cortejo por ate 1 més.
(OJAST, 1968). No estro, a fémea de capivara manifesta um comportamento
exclusivamente heterossexual, sendo que o macho inicia o cortejo da fémea pelo

reconhecimento de secreg¢Oes glandulares localizadas na regido nasal e pela
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olfacdo da genitalia externa (LOPEZ, 1984). Posteriormente, movimentos circulares
que duram cerca de 5 a 10 minutos culminam com a primeira intengdo de copula,
quando entdo a fémea expde o perineo. O macho efetua em torno de 6 montas
antes de introduzir o pénis e ejacular (com durac&o aproximada de 3 segundos) ao
término da cépula o macho torna-se agressivo com a fémea. A cépula quase
sempre ocorre na agua onde a fémea nada para frente e para tras, perseguida pelo
macho até que ela demonstre receptividade (ALHO et al., 1987b; ZARA,1973).

Em relacdo ao numero de filhotes por ninhada observa-se que, estes animais
apresentam de 2 a 5 filhotes (ZARA, 1973). Em um estudo mais pormenorizado,
registraram um numero médio de 4,4 + 1,3 filhotes/ninhada, sendo as fémeas
multiparas, capazes de produzir de 4 a 8 crias (BARBELLA, 1987; LOPEZ, 1984).
Estes valores sdo semelhantes aos observados por Lavorenti et al. (1989) que
encontraram uma média de 3,6 filhotes por parto e os de Neto et al. (1990) 3,48
filhotes por parto, respectivamente. Segundo Soiron (1993) as fémeas mais velhas
apresentavam ninhadas maiores. O periodo de gestacao na capivara pode variar de
147 a 156 dias (ALHO et al., 1987b; BARBELLA, 1987; LOPEZ, 1984; ZARA, 1973).

O ciclo estral das capivaras foi estimado por Lopez (1980) através das analises
dos niveis de progesterona, da citologia vaginal e de temperatura retal. Barbela (1982)
e Lopez (1984) avaliaram capivaras em cativeiro, com ovulagdo espontanea utilizando
as técnicas de: citologia esfoliativa, a temperatura corpérea e concentragdo sanglinea
de horménios luteinizantes e progestageno. Determinando com maior precisao a
duragdo do ciclo estral como sendo de 7,5+ 1,2 dias. A maturidade sexual em
capivaras € influenciada pelas caracteristicas climaticas e nutricionais das regides em
que estao localizadas (BARBELLA, 1993).

Na América do Sul, o parto das capivaras concentram-se principalmente em
dois periodos do ano: um que coincide com o inicio das chuvas e outro que ocorre no
inicio do periodo da seca (PARRA et al., 1978). Afirmaram Mones; Ojasti, 1986, que
a freqliéncia de acasalamento das capivaras é muito mais intensa no inicio do
periodo chuvoso na Venezuela e nos meses de abril e em maio no Mato Grosso,
sugerindo a possibilidade das fémeas terem duas ninhadas por ano, dependendo de
condicdes favoraveis do meio ambiente. Entretanto Alho et al. (1987a), afirma que os
animais reproduzem-se durante todo o ano, mas podendo assim ndo caracterizando

uma estagao reprodutiva fixa.
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3.2 MORFOLOGIA DO UTERO DE ROEDORES

Segundo Mossman (1987) em mamiferos sao descritos trés tipos basicos de
utero: 1) duplo — dois tubos uterinos separados que podem estar unidos
externamente, mas internamente desembocam independentes em dois canais
cervicais. Em algumas espécies a desembocadura na vagina pode ser Unica, mas 0s
canais unem-se na cérvix; 2) bicornuado — dois cornos uterinos unem-se formando
um corpo do utero e abrem-se na vagina por um unico canal cervical; 3) simples —
externamente vé-se um simples corpo que usualmente possui pouca luz uterina e se
comunica com a vagina por um simples canal cervical.

Entre os roedores, varias sdo as espécies com utero duplo como € o caso do
guinea-pig (EGUND; CARTER 1974); do Geomys sp (MOSSMAN; HISAW, 1940), do
rato-de-cana (ODUOR-OKELO; GOMBE, 1982) do porco-espinho canadense
(PERRQOTA, 1959) e da chinchila (TIBBITTS; HILLEMANN, 1959), entre outros.

Oduor-Okelo e Gombe (1982) descreveram o Uutero do rato-de-cana
(Thryonomys swinderianus) como bicorneo, com cornos abrindo-se diretamente na
vagina por duas aberturas cervicais laterais distintas. Histologicamente o utero
destes animais apresentavam-se recobertos por epitélio simples e a submucosa
possuia muitas glandulas abrindo-se no lumen.

Perrota (1959) comentou que o0 porco-espinho canadense (Erethizon
dorsatum) possuia um utero de transigao entre o tipo duplo e o bicérneo. Cada corno
uterino abria-se um braco da cérvix em forma de Y. A porcao caudal do utero
internamente esta separada por um septo muscular. O lumen uterino estava
revestido por epitélio uterino colunar alto e com poucas glandulas uterinas na
submucosa.

Tibbitts e Hillemann (1959) afirmaram que o Utero da chinchila (Cavia
aparea) era do tipo duplo e os cornos uterinos abriam-se em orificios cervicais
independentes na vagina. A mucosa uterina achava-se coberta por um epitélio
colunar simples, continuo, e possuia glandulas tubulares que abriam-se na luz do
utero.

Entre os roedores histricormofos, a cutia possuia utero duplo parcial, com
dois orificios na porcao cranial e uma abertura caudal na cérvix (MOURA et al.,
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2003). Da mesma forma foi descrito na paca (MATAMOROS, 1982) e na capivara
(SILVA, PERDOMO, 1983).

Com relacdao a estrutura do utero, Hafez (2004) referiu que o utero era
constituido de um fino extrato externo, o perimétrio, um espesso miométrio,
compostos de extratos musculares lisos, um circular interno e outro longitudinal
externo, e um extrato interno ou endométrio O endométrio foi caracterizado como
uma estrutura altamente glandular consistindo de uma delimitacéo epitelial da luz, de
um extrato glandular e de tecido conjuntivo. As células epiteliais colunaveis que
contornavam a luz uterina possuiam importante fungcdo na interacdo entre o
blastocisto e o endométrio, durante os estagios iniciais da gestacdo. O endométrio
caracterizou-se pela presenca de numerosas aberturas das glandulas endometriais

O utero de capivaras néo prenhez estava constituido por 3 tunicas: mucosa,
muscular e serosa. O epitélio da mucosa era composto por células cilindricas
simples. Na muscular puderam-se observar as glandulas uterinas que indicavam que
o animal estava em fase proliferativa do ciclo. A tunica muscular estava bastante
densa e suas fibras seguiam diregdes circulares e longitudinais externas. A serosa
era a tunica mais externa (SILVA; PERDOMO, 1983).

O utero do pika americano (Ochotona princeps) foi estudado por Harvey
(1959) em duas fases de gestagédo e descrito como uma estrutura circular dividido
em trés regides: 0 perimétrio, 0 miométrio e o0 endométrio. Este ultimo revestido por
uma camada de epitélio colunar simples com pregas endometriais que se estendiam
por todo comprimento da cavidade uterina. Durante o processo de implantacao do
blastocisto no corno uterino 0 mesmo relata a ocorréncia, ocasionalmente, de
leucocito polimorfonuclear, além da presenca de leucdcitos, eritrécitos e células
epiteliais na luz uterina, que indicavam degeneragéao histolitica progressiva do tecido

uterino.
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3.3 CARACTERISTICAS GERAIS DA PLACENTA

A definicdo mais completa de placenta é dada por MOSSMAN (1987), onde
placenta significa “a aposi¢ao de tecido fetal e parental (usualmente materno) com o
propésito de trocas fisiolégicas”. Baseado na morfologia das membranas que
constituem a barreira inter-hematica, classificou as placentas e essa classificacao
esta sendo utilizada até hoje com algumas modificacbes (KAUFFMANN; BURTON,
1994; LEISER; KAUFFMAN, 1994; WOODING; FLINT, 1994).

A placenta corioalantéide pode ser classificada:

e Segundo a forma: difusa — vilos recobrindo a superficie (suinos e
equinos); cotiledonaria - vilos coribénicos agrupados (ruminantes); zonaria — vilos
distribuidos em uma regidao equatorial (carnivoros) e discoide — vilos restritos a um
ou dois discos (roedores, insetivoros e primatas);

e  Segundo o modelo de interdigitacado materno-fetal: pregueada (suinos,
marsupiais); lamelar (carnivoros); vilosa (ruminantes e equinos); trabecular (alguns
primatas); labirintica (roedores, insetivoros, morcegos, e alguns primatas);

e Segundo o0 numero de camadas da barreira materno-fetal:
epiteliocorial — ndo ha remocao de camadas (suinos e alguns ruminantes, equinos,
|émures); sinepiteliocorial (WOODING, 1992) — células do trofoblastos migram e
fundem-se com células do epitélio uterino (ruminantes); endoteliocorial — epitélio
uterino removido e o tecido conjuntivo em contato com o cério (insetivoros,
morcegos, preguicas, alguns carnivoros) e hemocorial — todas as camadas do
tecido materno séo removidas (roedores e coelhos);

e Segundo o arranjo vascular: fluxo concorrente — sangue materno e
fetal em mesmo sentido; fluxo contra-corrente — sangue materno e fetal em
sentidos opostos; fluxo corrente cruzada — mistura do fluxo concorrente e corrente
cruzada (carnivoros); fluxo multiviloso (primatas).

Stewart (1993) afirmou que as membranas extra-embrionarias dos amniotas
eram partes estruturais com importancia substantiva na ontogénese do organismo e
que o saco vitelinico, sendo a primeira destas estruturas a se desenvolver, tinha uma

funcdo importante no regulamento e mobilizacdo da nutricdo para o embrido de
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espécies oviparas, e adicionalmente contribuiu para trocas materno-fetais em muitas
espécies viviparas.

Leiser e Kaufmann (1994) através de comparagdes entre diversos grupos de
mamiferos descreveram das estruturas placentérias as seguintes membranas fetais:
cério, amnio, saco vitelinico e alantdide, como sendo estruturas membranosas
diretamente relacionadas com o desenvolvimento placentario. O corio correspondia
a uma camada epitelial derivada da parede blastocistica externa, que correspondia
ao trofoblasto, e nunca desenvolve vasos. O amnio correspondia a uma camada
epitelial com funcao de suporte que rodeia 0 embrido ou feto em desenvolvimento. O
saco vitelinico consistia em uma camada de epitélio endodérmico vascularizado por
vasos vitelinicos. Por ultimo o alantdéide, formado por mesénquima ricamente
vascularizado que se conectava ao corio parcial ou completamente para formar a
circulagdo embrionia, formando a placenta corioalantéica de grande numero de
mamiferos.

Evans e Sack, (1972) estudaram em mamiferos de laboratério e domésticos
o desenvolvimento embrionario através da andlise da curva de crescimento, dos
aspectos externos de embrido ou de feto e referéncias selecionadas a respeito do
desenvolvimento embrionario. Barbella (1987) estimou o periodo da prenhez, através
da comparacdo entre o comprimento fetal e o peso do feto ou embrido, ou seja, para
fetos de tamanhos 4,5; 15,0; 17,0; 19,5 e 21,5 cm correspondem respectivamente a 60,
90, 100, 120 e 140 dias de prenhez.

3.4 PLACENTA EM ROEDORES

De um modo geral a placenta de roedores pdde ser classificada como
discoidal, labirintica e hemocorial (MOSSAN, 1987). Os roedores da sub-ordem dos
histricomorfos, como a guinea-pig e a capivara, possuiam placenta do tipo
hemocorial e uma camada simples de sinciciotrofoblasto na barreira interhematica
(LUCKETT; MOSSAN, 1981). Segundo Carter e Enders (2004), a placenta de
roedores e lagomorfos foram classificadas como discoidal ou esférica, e com area

labirintica onde havia desenvolvimento da zona esponjosa onde ocorriam trocas
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sanguineas. A ordem dos roedores € rica em varias espécies, porém apenas um
pequeno numero de placenta foi descrito.

Particularmente em Uteros de roedores de laborat6rio em inicio da prenhez,
a luz do utero mudou de uma forma irregular para uma luz com criptas na mucosa,
com orientacdo antimesometrial-mesometrial antes do blastécito anexar-se ao
epitélio luminal, iniciando uma resposta decidual antes mesmo do trofoblasto
alcangar a lamina basal do epitélio uterino (DANTER; LEISER; KAUFMANN, 1988).

A placenta da capivara a termo, estudada por Miglino et al. (2002) estava
localizada na regido mesometrial e caracterizava-se como discoidal ou globular e
com lobulagéao proeminente.

Roberts e Perry (1974) fizeram uma revisdo comparando placentas entre os
histricomorfos Cavia porcellus, (guinea-pig) Galea musteloides (cuis) e Erithizon
dorsatum (North American porcupine) e relataram que a inversao completa ocorreu
apdés a implantagdo. Todos os histricomorfos estudados possuiam placenta
discoidal, hemocorial, labirintica e com desenvolvimento de subplacenta.

Kaufmann e Davidoff (1977) descreveram a placenta do guinea-pig como
sendo discoidal, hemocorial. No meio de gestacdo a placenta constitui-se de 3
componentes: placenta principal, haste placentaria com a subplacenta, placenta
vitelina e a decidua.

Adamson et al. (2002) analisaram em camundongos a interacdao entre a
unidade fetal placentaria com a vascularizagdo uterina a nivel molecular, relatando
que este estudo tem sido dificultado pela falta de conhecimento da anatomia da
circulacdo placentaria e das relagdes temporais e espaciais entre as células
trofoblasticas e a vascularizacéo.

Sobre os roedores histricomorfos sul-americanos como a paca, a cutia
(Dasyprocta aguti), a capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) e o moc6 (Keratum
ruperis) entre outros, foram realizados alguns estudos. Na cutia a placenta em tergo
médio e final de prenhez foi descrita como tendo implantacdo na regido mesometrial
e com forma discoide, sendo conectada por uma mesoplacenta (RODRIGUES et al.,
2003).
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3.4.1 Decidua Capsular

Welsh e Enders (1985) comentaram que as células da decidua nos ratos na
por¢cdo antimesometrial eram binucleadas e as da face mesometrial uninucleadas,
pequenas e irregulares na forma. Lateralmente as células deciduais estavam em
expansao 0s vasos “sinus”, que tém quantidade massiva de glicogénio.

Enders e Welsh (1993) através da comparagdo de trés grupos de
placentacdo hemocorial, sendo estes roedores, primatas e armadilhos, descrevam
que no camundongo a presenca do blastécito desencadeou modificagdes no limem
uterino, para facilitar a penetragdao do trofoblasto e caracterizava-se pela presenga
de apoptoses. A placenta foi classificada como hemocorial, quando apenas uma
camada de trofoblasto se interpunha entre o sangue extravasado na lacuna e o
endotélio capilar.

Wooding e Flint (1994) inicialmente descreveram a decidua como a parte
materna do endométrio, sendo que a zona inicial produzia uma faixa semicontinua
entre o trofoectoderma e o miométrio. As areas mais proeminentes nos estagios
iniciais de prenhez variavam consideravelmente na extensdo. As células deciduais
mesometrias foram invadidas nas areas de interacoes feto-maternal durante a
invasdo do trofoblasto para formar a placenta hemocorial. A area das células
deciduais aumentava rapidamente do limen uterino para fora do miométrio, e poéde
ser visualizada a célula decidual através da reacdo PAS. O maximo desenvolvimento
da populacao da decidua ocorreu em inicio de prenhez, eventualmente ocupava a
maior parte do estroma uterino ao redor do concepto no camundongo. A decidua
formou-se em roedores através das células do estroma e caracterizava-se por
envolver-se no crescimento da placenta, freqientemente ocorrem em trofoblasto e
seus derivados, como as células gigantes.

Abrahmansohn (1983) descreveu nas camundongas a decidua compacta
com algumas diferengas morfolégicas observadas em varias células, em dias de
gestacionais diferentes. O processo de decidualizacdo ocorria no estroma
subepitelial junto ao miométrio. O crescimento ocorreu pelo resultado de mitoses,
que aumentavam de volume para transformar-se em novas células. As células
intermediarias, ou seja, pré-deciduais eram células novas que sofreram

modificacbes, e possuiam morfologia similar a das células do estroma.
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Particularmente sobre a decidua foi descrito em camundongos, que a abundancia de
juncdes e o restrito espaco intercelular favoreceu as suposi¢cées sobre o papel da
decidua como barreira para a invasao de trofoblasto e para a migracdo de células
envolvidas na resposta imunolégica. A involugdo da decidua antimesometrial iniciou
no 7° dia de prenhez, essa observacdo morfolégica talvez seja devido a acgao
lisossébmica. A importancia da decidua e suas fungcdes com respeito ao embrido, a
mae e ao inter-relacionamento entre estes dois individuos sdo mal conhecidas.

A decidua mesometrial em camundongas foi descrita por Vercruysse et al.
(2006) por estar sempre inclusa no miométrio ou no triangulo mesometrial. No 18°
dia de prenhez, a decidua localizava-se em sitios de tamanho menor e mostrava-se
pouca degeneracdo. No dia 21° dia, grande parte do tecido da decidua estava
necrética, com excecgao da area ao redor triangulo mesometrial.

No endométrio decidualizado de paca foi possivel distinguir o limite bem
delimitado do endométrio comprometido e do endométrio integro. O perimetro era
formado por uma camada espessa de células deciduais musculares lisas, nao sendo
identificadas células com fendtipo de trofoblasto, e o0s vasos sanguineos
apresentaram parede de revestimento endotelial (BONATELLI, 2005).

3.4.2 Placenta Vitelinica e Amnio

A importancia do saco vitelinico como 6rgao placentario hematopoiético foi
bem conhecida nos roedores, mas 0 mesmo ndo acontece nos mamiferos
domeésticos, onde as informacdes eram bastante escassas (MOSSMAN, 1987). O
saco vitelinico possuia papel principal no desenvolvimento embrionario de todos os
mamiferos, em roedores servia como a principal membrana materno-fetal para
mudancas ao longo da gestacao (GULBIS et al., 1998) e sua a inversao parcial ou
total suportava o desenvolvimento inicial do embrido e persistia até o final da
prenhez (CARTER; ENDERS, 2004).

A inversdo do saco vitelinico foi um dos fatores mais marcantes nas
membranas fetais dos roedores. Este fato era conhecido na maioria das espécies e

provavelmente ocorria naquelas em que isto ainda ndo foi estudado. Uma forma
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primitiva de inversdo foi observada em coelhos, tatus, e em alguns insetivoros e
morcegos, mas nos roedores este fato era marcante (MOSSMAN, 1987).

Fischer (1971) estudou a placentacdo no castor americano (Castor
canadensis) descreveu que o saco Vvitelinico sofria inversdo tardiamente e
encontrava-se provido de sangue por artérias vitelinicas grandes, e o amnio
apresentava-se pregueado.

Stewart (1993) relatou o saco vitelinico como sendo a primeira das estruturas
extra-embrionarias a se desenvolver, com uma fungédo importante no regulamento e
na mobilizacdo da nutricdo do embrido de espécies oviparas e que adicionalmente
contribuia para as trocas materno-fetais em muitas espécies viviparas.

Segundo Carter e Enders (2004), a invasao parcial ou total do saco vitelinico
suporta o desenvolvimento inicial do embrido e persiste até o final da gestacao.

De acordo com Mossman (1937) o saco Vvitelinico podia tornar-se
completamente vascularizado e persistir como uma estrutura relativamente grande,
ou entdo, ser completamente vascularizado, mas tornar-se extremamente reduzido
ou vestigial em fases adiantadas da gestacao e por ultimo podia ser completamente
invertido.

Na guinea-pig, no 14° dia de prenhez, parte da estrutura do saco vitelinico
estava proxima a placenta, apresentando células colunares altas. As células da
membrana apical possuiam numeros microvilos, que com o avancar da gestacao
alteravam variando de forma e profundidade as invaginac¢des. No 212 dia, a placenta
vitelinica se diferenciava apenas estruturalmente quando comparada com ha 14°
dia, pois seus vilos estavam mais dobrados, achatados, ampliados e parte deles
ramificados. Existiam diferengas no suprimento vascular e estrutural, entretanto,
entre os vilos havia um espago sobre o endoderma cobrindo a superficie da
placenta. Os vilos encontravam-se agrupados perto do ectoderma ectoplacental
sobre a superficie da placenta (KAUFFAMN; DAVIDOFF, 1977).

Na paca a placenta vitelinica visceral estava fixada na margem lateral da
placenta principal com numerosas projegdes digitiformes com complexo de dobras e
vilos, ramificadas com células endodérmicas cujos nucleos se posicionavam em sua
porcdo apical. A placenta vitelinica parietal localizava-se na periferia do disco
placentario, revestida por células endodérmicas e composta por células
trofoblasticas diferenciadas, classificadas como espongiotrofoblasto. A placenta
vitelinica visceral, estava fixada na margem lateral da area fetal da placenta da paca,
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expds um complexo de dobras e vilos, que exibiam numerosas projecdes
digitiformes, sendo estas formadas por um eixo mesénquimal revestido por epitélio
simples com células prismaticas altas. A placenta a termo nao apresentou
espongiotrofoblastos, que foram substituidos por tecido conjuntivo (BONATELLI et
al., 2006).

A placenta vitelinica parietal do moc6 estava conectada ao redor do disco
placentario e lateralmente aderida estava o epitélio pseudoestratificado. A
membrana de Reichert’s localizava-se abaixo da camada de espongiotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto. Numerosos microvilos eram projetados entre o0s espagos
celulares, continuos com a cavidade uterina. A placenta vitelinica visceral localiza-se
perto da placenta corio-alantoide, apresentando um padrao elaborado de
ramificagdes vilosas, o epitélio era composto de células com forma irregular, com
nucleo situado basalmente (OLIVEIRA et al., 2006).

Miglino et. al. (2002) analisaram 11 placentas de termo de capivara
(Hydrochaeris  hydrochaeris) verificando que a placenta vitelinica e a

corioalantoidiana coexistem juntas até o final da prenhez.

3.4.3 Placenta Principal

Na maioria das placentas dos roedores, o labirinto e a zona esponjosa
formaram camadas distintas. Os |6bulos representavam as areas e troca, e eles
estavam separados por trofoblastos (LUCKETT; MOSSAN, 1981).

Kaufmann e Davidoff (1977) descreveram que a placenta de termo do
guinea pig formava um espesso disco oval, e o saco vitelinico inseria-se na
superficie fetal da placenta, acima do endométrio, de forma que a placenta possui 3
camadas recobrindo-a, consistindo no epitélio do saco vitelinico externamente (o
endoderma ectoplacentario, a membrana de Reichert's, e a camada de células
gigantes internamente. Na superficie fetal, sem insercdo do saco vitelinico, a
placenta principal possuia uma simples camada de epitélio amnio6tico e algum tecido
conjuntivo. Particularmente a placenta principal podia ser divida nas areas de
sincicio ndo capilarizado (sincicio marginal e sincicio interlobar) e de sincicio

capilarizado (labirinto). A placenta apresentava uma estrutura tipicamente lobulada
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divididos em area de labirinto e de interlébulo. A placenta discéide estava conectada
a parede do utero pelo tronco placentario consistindo principalmente pela
subplacenta rodeada pela zona juncional.

Os autores continuaram descrevendo que ao redor do 17° dia de prenhez a
decidua capsular, que estava externa ao epitélio do saco vitelinico, tornou-se mais e
mais fina e finalmente desintegrou-se completamente na 22 metade da gestacao,
assim o epitélio do saco vitelinico entrou em contato com a decidua parietal, da face
anti mesometrial. Ja ao redor do 16° dia de prenhez a estrutura lobar da placenta ja
estava formada, consistindo de lacunas sanguineas materna dentro de trabéculas
sinciciais grossa com aspecto de favo-de-mel com citoplasma basofilo.

Wynn (1964) estudou a placenta de guinea pig entre os dias 16 a 69
(término) dias gestacionais, e sugeriu que a decidua estava relacionada com as
atividades enddcrinas. O papel da decidua era a nutricdo do trofoblasto e limitar a
invasao do trofoblasto.

Hillemann e Gaynor (1961) analisaram algumas placentas de termo do
histricomorfo nutria (Myocastor coypus), sendo esta alantbica, com fixacao
mesometrial, discdide, com tendéncia a ser alongada paralelamente ao utero, e com
pediculo no lado da decidua basal. O epitélio uterino completava a linha do limem
uterino, com excecdo da éarea restrita muito ocupada por veias deciduais e no
pediculo basal. O ectoderma amnidtico era formado por um epitélio escamoso
cubico simples, com nucleos ovoéides ocupando posi¢cao central da célula, néo
demonstrando evidéncia de que fosse vascularizado préximo ao disco e nem por
vasos vitelinicos.

Hillemann e Gaynor (1961) citaram que morfologicamente a placenta da
chinchila e a porco-espinho eram semelhantes, sendo do tipo corioalantdéide com
I6bulos e labirintos com disposicdo complexa. Em cada I6bulo puderam identificar
além de formacdes periféricas, um labirinto intermédio e uma zona central.
Descreveu também que o a&mnio estava inserido ventralmente na superficie fetal da
placenta e abrigava duas artérias e uma veia umbilicais, além de uma artéria e uma
veia vitelinicas.

Rodrigues et al. (2006) descreveram que a placenta principal da cutia
apresentava regioes distintas; centro lobular, labirinto e interlébulo. No centro do
l6bulo placentario encontrou-se a artéria materna e a veia fetal. O interlébulo era
formado por trabéculas de sinciotrofoblasto e pela artéria fetal e veia materna. O
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labirinto, regido de maior intimidade entre os tecidos fetal e materno, estava
constituido por capilares fetais e lacunas maternas delimitadas por sinciotrofoblasto
colunar, que estavam dispostos paralelamente entre si e radialmente do centro para
a periferia do I6bulo. O fluxo sanguineo fluia do interl6bulo para o centro do Iébulo,
ou seja, centripedamente, enquanto que o fluxo materno fluia no sentido contrario e,
portanto, centrifugamente. No labirinto, o0s resultados microscépicos e
microvasculares sugeriram um modelo de fluxo sanguineo do tipo contracorrente e,
em algumas regides, o modelo de fluxo do tipo corrente cruzada. Avaliaram apdés
utilizar técnicas de preenchimento vascular e corrosdo, nas duas artérias que
conduziam sangue venoso do feto para a placenta, que estas ramificam-se
sucessivamente na placenta, especificamente no interlébulo, com trajetéria sinuosa
contornando e penetrando nos Iébulos, que deram origem na sequéncia, a difusa
rede de capilares arteriais fetais paralelamente arranjados. Em corte sagital
mediano, identificou duas regides distintas, a placenta principal com coloracao
avermelhada ocupando a maior parte da circunferéncia placentaria, e a subplacenta
com coloracao esbranquicada localizada no apice do cone e com intimo contato com
o tecido materno.

De acordo com Miglino et al. (2002) a placenta estava dividida em |6bulos,
representados por areas de labirinto, trofoblato interlobular e mesénquima fetal. As
regidbes de interlobulos possuiam sinciciotrofoblasto com citoplasma basdfilo.
Artérias fetais foram encontradas no interlobulos.

Bonatelli et al. (2006) observaram que histologicamente a placenta era
formada por labirinto e interlobulo. Estes eram compostos por Iébulos, divididos em
trés regides distintas: o centro do I6bulo, labirinto e interlébulo. Na regiao do centro
verificou-se a presenca de artérias e veias, e na regiao periférica, denominada de
labirinto, as lacunas sangtiineas e os capilares estavam em intimo contato.

Oliveira et al. (2006) classificaram a placenta de mocé (Keratum ruperis)
como hemocorial, de subtipo hemomonocorial, com fluxo sanguineo contracorrente
materno fetal. Regiao entre os I6bulos placentarios, apresentava é&rea de
mesenquima que separava os lébulos placentarios, uns dos outros, apresentando
um aspecto menos organizado e com maior eosinofilia que o sinciotrofoblasto do
labirinto. Além disso, no interlébulo, era mais evidente uma maior distancia entre os

ndcleos que constituiam as células de natureza sinciciais.
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Na capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) e no mocé (Keratum ruperis) ambos
em terco final de prenhez, a circulagdo da regido dos I6bulos e interl6bulos
placentarios comportava-se da seguinte forma: no centro do I6bulo possuia artéria
materna e veia fetal. As artérias maternas apresentam tunica muscular com
disposicdo em duas camadas, sendo a mais interna com fibras musculares lisas
dispostas preferencialmente em sentido longitudinal e a camada mais externa com
fibras dispostas de maneira circular. As veias fetais eram constituidas basicamente
por células endoteliais de ampla superficie, a medida que as veias tornavam-se
maiores adquirem uma discreta tunica muscular. No interlébulo estava presente
artéria fetal e veia materna. A partir da confluéncia das lacunas maternas irregulares,
delimitada por trabéculas do sinciotrofoblasto, e que percorriam o interlébulo, estes
vasos dirigiam-se em direcdo ao pedunculo da placenta nos mocés de onde
atravessavam a parede uterina para alcancar o mesométrio (MIGLINO et al., 2002).

3.4.4 Subplacenta

Com relacédo a subplacenta, este termo foi introduzido por Minot' (1989 apud
DAVIES et al.,, 1961b, p. 457) para uma estrutura na placenta do coelho, porém
usada mais tarde para a cobaia como uma estrutura diferente, mas de localizagao
semelhante (DAVIES et al.,, 1961b). Além disso, a funcdo da subplacenta nos
histricomorfos ainda era desconhecida (LUCKETT; MOSSAN, 1981).

De acordo com Amoroso (1952) a subplacenta, uma estrutura de
consideravel tamanho, estava situada no fundo da escavagao central do disco
placentario, sendo compostas por células gigantes que eram o resultado de uma
peculiar transformacao da camada sincicial periférica.

Segundo King (1982) todos os roedores caviomorfos, examinados em seu
estudo, possuem uma estrutura interessante conhecida como subplacenta,
localizada profundamente ao disco da placenta principal. Este autor observou
também que a subplacenta surgia no inicio da gestagcao e, depois regredia durante

0s ultimos estagios de desenvolvimento.

"MINOT, C. S. Uterus and embryo. | Rabbits. Journal of Morphology, v. 2, p. 341-460, 1989.
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Em cobaias a subplacenta foi classificada como uma zona especializada do
cério, derivada da proliferacdo do ectoderma fetal no assoalho da “escavacao”
central ou centro mesodermal da placenta corio-alantdica. Constuia-se de lamelas
de citotrofoblasto que cercavam a superficie do mesénquima fetal cério-alantéico,
aparecendo e dando origem ao trofoblasto sincicial na superficie materna. O sincicio
da subplacenta diferia da placenta corio-alantbica, pois era uma regiao
exclusivamente vascularizada por meio de vasos de origem fetal e continha, em vez
de canais de sangue maternos, um sistema de espacos lacunares preenchidos de
material amorfo (DAVIES et al.,1961a). A subplacenta do guinea pig entre 25°ao 45°
dia de prenhez, mostrou um aumento progressivo em espessura € maior
complexidade das lamelas citotrofoblasticas. O sinciotrofoblasto era mais compacto
na camada citotrofoblastica, e se tornava mais vacuolizado em direcdo a decidua e
também na margem da subplacenta. A zona de transigdo ou intermediaria era muito
modificada pela condensagédo e fusdo dos nucleos sinciciais, e formava massas
intensamente basofilicas e irregulares (DAVIES et al.,1961b).

Roberts e Perry (1974) descreveram que em roedores o desenvolvimento foi
marcado por um aumento na espessura das lamelas de citotrofoblasto que formou o
assoalho da concavidade denominada "escavacao central", este evento ocorreu na
fase inicial do desenvolvimento da subplacenta da viscacha (Lagostomus maximus)
e foi observado em fases mais tardias do desenvolvimento subplacentario no cuis
(Galea musteloides), chinchila (Cavia porcellus) e coypu (Myocastor coypus). No
final da prenhez a regressdo da subplacenta ficava evidente pela reducdo em
espessura do citotrofoblasto e a pela auséncia de figuras mitéticas, embora a
subplacenta ainda era evidente na placenta de termo e, portanto, a degeneracéo
raramente era completa.

Hillemann e Gaynor (1961) descreveram a subplacenta da nutria (Myocastor
coypus) como sendo uma area lobular grande, sem cavidade, que persistia até o
final da prenhez e ocupava uma area central no disco placentério. Para estes
autores a subplacenta nao foi considerada como um érgéao de troca de substancias
materno-fetais, portanto, a vascularizagao desta regido parecia servir somente para
nutricao do tecido da subplacenta.

Rodrigues et al. (2006) observaram que a subplacenta da cutia estava
localizada préxima a placenta principal, delimitada por tecido mesénquimal de

origem fetal, regido esta chamada de zona transicdo. Neste mesénquima foram
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encontrados vasos sanguineos com diferentes calibres, parede delgada e recobertos
por endotélio. A subplacenta estava recoberta por um tecido amorfo, préximo ao
estroma endometrial, contento residuos de células degeneradas. Lateralmente foram
encontrados vasos sanguineos, onde suas paredes ndao apresentavam endotélio e
eram revestidas por massa de células gigantes ou multinucleadas.
Microscopicamente, a subplacenta apresentou-se organizada em projecoes
lamelares irregulares, as quais possuiam um eixo de tecido mesénquimal fetal, com
vasos sanguineos do tipo venoso de pequeno calibre e por capilares sanguineos
indiferenciados. Este eixo estava recoberto por uma camada continua de
citotrofoblasto caracterizado por células de formato colunar, sendo mononucleadas,
com nucleos esféricos, citoplasma eosinéfilo e pélo basal voltado para o
mesénquima. Acima desta camada de citotrofoblasto, estava localizado o
sinciotrofoblasto, classificado como massas celulares multinucleadas, onde
apresenta nucleos de forma e tamanho variado, citoplasma baséfilo e limites
celulares indefinidos. Na regido entre a decidua e a subplacenta, chamada de zona
juncional, citou a presenca de células trofoblasticas do tipo gigantes, multinucleadas,
podendo estar isoladas ou agregadas.

A subplacenta de paca foi descrita por Bonatelli (2005) como uma estrutura
cuneiforme, cuja base mantinha uma intima relagdo com a placenta principal e seu
apice estava inserido no endométrio. Este aspecto foi observado a partir do terco
médio da prenhez da paca e perdura até o final desta. A subplacenta consistia de
estruturas lamelares com um eixo de tecido mesenquimal fetal, sobre o qual se
apdiam as camadas de citotrofoblastos e dos sinciciotrofoblastos. O
sinciciotrofoblato estava em intimo contato com os tecidos de origem materna,
porém nas regides mais internas da subplacenta, ndo foi possivel distinguir o tecido
materno e o espaco interlamelar ocupado predominantemente pela massa de
sinciotrofoblasto entremeada por tecido amorfo acelular. Nas em terco médio de
prenhez o0 espago interlamelar foi ocupado predominantemente pelo
sinciotrofoblasto, porém em algumas &reas possuia material amorfo e restos
celulares de origem provavelmente materna. A vascularizagdo comprovou a
auséncia de vasos de origem materna na subplacenta e demonstrou uma irrigacao
oriunda da artéria fetal que apds sua capilarizagédo, dirigia-se para os Iébulos da
placenta principal. Observou na zona de transi¢do entre a subplacenta e decidua
basal, células trofoblasticas multinucleadas isoladas ou em agregados espalhadas
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no tecido endometrial e junto aos vasos sanguineos. Na zona juncional, entre
subplacenta e lamelas, as células trofoblasticas gigantes também estavam presentes
em perfilados agregados descontinuos que a medida que se afastaram da
subplacenta tornaram-se mais amplos. A presenca de células trofoblasticas ndo se
restringia ao interior da subplacenta. Encontrou-se em animais de terco médio e final
de prenhez a marcacao de PAS fraca ou ausente para citotrofoblasto, enquanto que
positiva para as células sinciciais no interior da subplacenta. Sugeriu a autora que a
subplacenta estivesse envolvida na transferéncia de nutrientes da decidua para o
feto.

Oliveira et al. (2006) observaram que a subplacenta de moc6 era um 6rgao
acessorio que permanecia durante toda gestacao, embora possa apresentar areas
de degeneracgédo a termo. A subplacenta era composta por Iébulos e por trofoblasto
de natureza sincicial e celular. Demonstrou em seu estudo a localizagao das células
sinciciotrofoblasticas da subplacenta centralmente aos |6bulos, onde possuiam
ndcleos mais regulares que os do labirinto e aspecto irregular, com éareas de

degeneracao celular.

3.4.5 Imunolocalizacao e Citoqueratina, Vimentina e Alfa-Actina de Musculo Liso

Na paca, Bonatelli (2005) observou que a imunolocalizagcao para
citoqueratina apresentava intensa reacdo positiva para as células localizadas no
interior da placenta, na subplacenta e nos agregados celulares distribuidos junto aos
tecidos endometriais nas regides de interface com a subplacenta. Foram obtidos os
seguintes resultados: vasos sanguineos de grande calibre, marcacao positiva para
as paredes dos vasos sanguineos; na subplacenta, reag¢ao positiva nas lamelas para
citotrofoblastos e sinciotrofoblasto; células gigantes da regido mais externa das
lamelas da subplacenta; marcagdo com menos intensidade; massa amorfa, reagéao
negativa.

Rodrigues et al. (2006) verificaram que a citoqueratina teve reacao positiva
para células localizadas na subplacenta. Para o citotrofoblasto e o

sinciciotrofoblasto, a citoqueratina também teve reacdo positiva, mas com uma
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menor intensidade nas células gigantes localizadas na regido basal e lateral da
subplacenta. A reacao negativa estava relacionada a massa amorfa.

Miglino et al. (2002) observou que o citotrofoblasto foi fracamente marcado
imunopositivo para citoqueratina. As lamelas o mesénquima para vimentina forma
imunomarcadas. Abaixo da subplacenta A subplacenta da paca pode ter uma
estrutura similar a da capivara. Esta area nao pdde ser claramente separada da area
da placenta por uma camada e mesénquima e de citotrofoblastos fracamente
marcados ou n&o para citiqueratina. A subplacenta da cutia foi examinada através
das histologia e descoberto que tem ma estrutura similar a da capivara e da paca. A
citoqueratina positiva foi para os vasos maternos na mesoplacenta.

Vercruysse et al. (2006) avaliaram em camundongos a invaséo intersticial do
trofoblasto nos compartimentos maternos entre os dias 15 e 21 de prenhez, usando
imunolocalizagcdo para a citoqueratina. O trofoblasto obteve reacdo positiva em
locais onde ocorreram a implantacao, bem como no trofoblasto endovascular e nas
células intersticiais que estédo invadindo a decidua e o triangulo mesometrial.

A vimentina € um proeminente constituinte do citoesqueleto e do envelope
nuclear de células derivadas do mesénquima, como € o caso das células endoteliais
(STEINERT; ROOP, 1988). Bonatelli (2005) observou a reacao positiva de vimentina
para revestimentos endoteliais dos vasos sanguineos da regidao da placenta principal
e na subplacenta, e verificou reacao negativa nos leitos vasculares que permeiam o
tecido materno da interfase subplacenta-endométrio. Ja na cutia (RODRIGUES et
al., 2006) os relatos demonstram que na subplacenta havia reagao positiva para
vimentina no endotélio vascular.

No Mustela vision houve co-localizagdo da vimentina e da citoqueratina de
musculo liso. O Utero vazio apresentou intensa reagédo para vimentina nas células
subepiteliais e periglandulares do tecido conjuntivo. No inicio da prenhez estas
células possuiam um bom desenvolvimento da rede capilar e mostraram intensa
imunoreacao para a vimentina nas células do tecido conjuntivo. Porém, no final da
prenhez, a vimentina esta localizada no endotélio dos vasos maternos, sem nenhum
traco nas células do tecido conjuntivo materno. No final da gestacdo a reacéo para
vimentina foi intensa e restrita as células endoteliais e células periendoteliais de
veias maternas, incluindo artérias, arteriolas e capilares sinuséides. No
compartimento fetal da placenta, as células mesenquimais do corioalantdide e os

vasos, incluindo as células endoteliais, exibiram intensa reacédo para vimentina ao
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longo da gestacgéo, e reagéo similar foi manifestada do saco vitelinico. O miométrio,
representando o controle positivo da reacéo, apresentou intensa reacao positiva nas
células musculares durante a gestacao (WINTHER et al., 1999).

A actina € um microfilamento citoplasmatico de células endoteliais e pericitos
(BECK; D’AMORE, 1997). No Mustela vision a alfa-actina foi imunolocalizada em
células do tecido conjuntivo endometrial em animais ndo prenhez. Durante a
gestacdo areas focais de tecido conjuntivo materno exibiram moderada reacao
positiva para a parede de vasos maternos e fetais, células mesenquimais fetais e
vasos do saco vitelinico. No lado fetal as células endoteliais também foram positivas
em contraste as células endoteliais de vasos maternos que nédo expressaram alfa-
actina (WINTHER et al., 1999).

As precursoras das células deciduais estromais humanas possuiam a
ultraestrutura similar ao miofibroblasto, o qual tinha origem mesenquimal. A
vimentina pOde ser localizada em ambos os tipo celulares, bem como a alfa-actina
de musculo liso (OLIVER et al., 1999).

Anadlises imunohistoquimicas, marcaram com vimentina a placenta principal
de capivara, paca e cutia, onde foi possivel demarcar a labirinto das areas
interlobulares. Os vasos fetais e mesénquima foram imunoreativos para vimentina. A
citoqueratina foi positiva na capivara, cutia e paca para sinciciotrofoblasto do
labirinto, enquanto apenas nos trofoblastos interlobulares estavam imunoreativos
proximos aos vasos sanguineos. Nem todo o labirinto trofoblastico estava
citoqueratina positivo, apenas os que estavam proximos aos vasos maternos. A
citoqueratina ndo marcou o endoderma o saco vitelinico. Vimentina foi positiva para
o mesénquima. (MIGLINO et al., 2002).
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4 MATERIAL E METODO

Neste capitulo foi descrito os procedimentos experimentais utilizados e a descrigéo
dos animais utilizados neste trabalho. A metodologia empregada foi dividida em

macro e microscopia.

4.1 ANIMAIS

As fémeas abatidas de capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) (Figura 1)
foram provenientes de criatérios comerciais autorizados pelo IBAMA, nos quais os
animais estavam sob regime de criacao extensivo, sem registro reprodutivo.
Portanto, n&o se teve acesso a dados como numero de gestagdes anteriores, meédia
de filhotes ou idade das fémeas. O sistema de captura nas propriedades néo previu
a separacdo de machos e fémeas e, assim, no abate comercial, teve-se fémeas
prenhez.

Os abates foram realizados em 2006 no Frigorifico Panamby—Pora, com
registro IBAMA n°57357 e CNPJ 01.610.652/0001-00. Todo procedimento
experimental foi realizado com autorizagdo do Comité de Bioética da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e com licenca de
conhecimento do IBAMA.

Apos o abate dos animais e sua evisceragdo, foram analisados os conjuntos
dos érgaos reprodutores femininos de 10 animais. Os cornos uterinos de cada fémea
foram observados e os prenhes (n=3) separados macroscopicamente dos nao-
prenhes (n=7). Um total de 09 placentas foram processadas e analisadas para a

andlise morfolégica macro e microscépica.
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4.2 ANALISE MACROSCOPICA

As fémeas vazias tiveram os cornos uterinos mensurados no seu
comprimento com fita métrica, fotografados e colhidos fragmentos para analise
microscopica. Naquelas fémeas em que a prenhez foram identificadas, os cornos
uterinos foram incisados na face antimesometrial para exposi¢éo da luz uterina e da
placenta.

Os parametros de cada placenta, tais como: localizacao, coloracdo, dimensodes
(com uso de paquimetro), forma, nimero de embrides, posicdo no corno uterino,
foram estabelecidos. As placentas foram fixadas por imersdo em formol 10% e
dissecadas. O Crow-rump dos embrides foi aferido com paquimetro.

T

Figura 1 — Fotografia de capivara adulta
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Foram coletados fragmentos da placenta das seguintes regides: decidua
basal e decidua capsular, subplacenta, labirinto, zona de transi¢cdo, amnio, placenta
vitelinica parietal e placenta vitelinica visceral, onde foram fixados em formol 10%.,

tampéo fosfato 0,1M pH 7,4.

4.3 MICROSCOPIA DE LUZ

Os fragmentos placentarios das diversas areas foram fixados por imersao de
formol 10%, tampéo fosfato 0,1M pH 7,4. Apés a fixagdo, foram submetidos aos
procedimentos de desidratacéo, diafanizacdo e embebicao (inclusdo) em paraplast.
Os blocos foram submetidos ao micrétomo automatico (Leica, RM2155, cidade,
estado pais) em cortes de 05 um. Sendo estes cortes corados em Hematoxilina-
Eosina, Tricromio de Masson e reacdo histoquimica de Acido Periédico de Shift
(PAS). Todo o material analisado foi submetido a fotodocumentagdo em microscoépio
de luz (Olympus BX40) com uso do programa KS400, 3.4 (ZEISS, 2000).

4.3.1 Reagdes de PAS (Acido Periédico — Shiff)

Os cortes histologicos forma disparafinados e lavados em agua corrente para
hidratar. Sofreram tratamento com acido periédico por 5 a 10 minutos. Apds a
fixacdo foram lavados 2 a 3 vezes em agua destilada e tratados com o reativo de
Shiff por 15 a 20 minutos. Foram contra corados com hematoxilina de Harris por 5
minutos e lavados em agua destilada, e desidratados. Ap6s a reagao, os cortes
foram contra corados com hematoxilina-eosina e processados para montagem
permanente em balsamo do Canada. A reacdo de PAS foi utilizada para marcar

glicogénio, miosina, &cido hialurénico, reticulo, fibrina e membrana basal
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4.4 Imunolocalizagdo da Citoqueratina, Vimentina e Alfa-Actina de Musculo Liso

As reagOes de imunohistoquimica foram realizadas em cortes de placenta de
capivara incluidos em paraplast com o objetivo de imunolocalizar a alfa-actina de
musculo liso (para identificacdo da parede muscular dos vasos sanglineos); a
citoqueratina (para identificacdo das células epiteliais e trofoblasticas) e a vimentina
(para identificagéo do endotélio vascular, das células mesenquimais e do estroma da
decidua).

4.4 1 Citoqueratina e Vimentina

Para as reacfGes de imunocitoquimicas utilizou-se os anticorpos primarios
anticitoqueratina policlonal de coelho (cod. PU&!-UP, Biogenex), anti-vimentina
policlonal de cabra (céd. SC-1226, Santa Cruz Biotechnology, USA). Como anticorpo
secundario, foi utilizado, kit LSAB® - HRP Peroxidase (K0690, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA).

Os cortes histologicos desparafinizados e hidratados foram equilibrados em
tampéo TRIS-HCL 0,1 M pH 7,4 e tratados com H;O2 0,1% em tampé&o Tris-HCI
0,1M pH pH 7,4 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes
foram tratados com tampao citrato 0,1M pH 6,0 e irradiados em microondas de uso
caseiro (Sanyo), na poténcia maxima (700MHz), trés vezes durante trés minutos. Os
cortes foram, em seguida, equipamentos equilibrados em tampé&o fosfato-salina
(PBS) 0,1M pH 7,4 e tratados com leite desnatado a 2% em PBS por 20 minutos. As
inclusdes com anticorpos primarios foram realizados em camara umida durante 12
horas a temperatura de 0-4°C apds esse periodo, os cortes foram lavados e
incubados com os anticorpos secundéarios conjugados com peroxidase e revelados
pelo sistema diaminibenzidina/H.O, em tampéao tris HCI pH 8,2. Os cortes foram
contra-corados com Hematoxilina de Harris e montados com resina sintética —

Entellan (Merck, Damstadt, Alemanha).
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4.4.2 Alfa-Actina de Musculo Liso

Os cortes histoldgicos foram desparafinizados em xilol, e na segunda
passagem de etanol 100% os cortes tiveram a peroxidase enddgena bloqueada em
3%H>0, em etanol 100%, por 20 min. Estes foram entdo hidratados em
concentragdes decrescentes de etanol, e em seguida foram tratados com tampéo
citrato 0,1M pH 6,0 e irradiados em microondas de uso caseiro (Sanyo), na potencia
maxima (700MHz), trés vezes durante cinco minutos. Depois os cortes forma
equilibrados em tampéao fosfato-salina (PBS) 0,1M pH 7,4 onde bloqueio de
proteinas foi realizado com o Dako Protein Block (X 0909, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA) por 20 minutos. As inclusbes com anticorpos primarios actina
de musculo liso anti-humano (clone 1A4, M 0851, DakoCytomation, Carpinteria, CA,
USA) foram realizados em camara Uumida durante 2 horas a temperatura ambiente.
Ap6s esse periodo, os cortes foram lavados e incubados com os anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase Kit Dako LSAB (K 0690, DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA) por 15 min, seguido da streptoavidina do mesmo Kit por 15
minutos. A reacéao foi visualizada pela adicdo do AEC Kit (numero de catalogo 00-
2007, Zymed, South San Francisco, CA, USA), por 7-10 minutos, seguido de contra-
coloragdo com hematoxilina e montagem em Faramount (DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos representam a analise do utero de 10 capivaras
adultas, sendo que destas 07 ndao estavam prenhes e 03 estavam no terco inicial de
prenhez.

5.1 UTERO

O utero de capivara ndo-prenhe apresentava dois cornos uterinos (n=7),
com 9,2 £ 3,8 cm e 8,2 £ 2,6 cm, de comprimento para 0s cornos uterinos direito e
esquerdo, respectivamente (Tabela 1), com orientacdo retilinea em direcao aos
ovarios e rins. Caudalmente, cada corno uterino terminava de forma independente
na ceérvix uterina, esta era espessa, quando comparada com 0s cornos uterinos, e
sua luz possuia uma prega completa cranialmente, que separava a luz em dois
compartimento (Figura 2), a qual era incompleta caudalmente deixando a luz Unica.
A cérvix, portanto possuia luz em Y e comunicava-se com a vagina através de um

unico 6stio vaginal.

Tabela 1 - Comprimento (cm) dos cornos uterinos direito e esquerdo de capivaras
nao-prenhes - Sdo Paulo - 2006

Corno uterino

Numero do animal direito esquerdo
1 14 8.2
2 15.2 13
5 6.7 7.5
7 6.5 7.2
8 7.1 5.8
9 9 10
10 6.1 5.8

Media * desvio padrao 9,2+3,8 8,212,6
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Os cornos uterinos estavam sustentados pelo mesométrio e
vascularizados por ramos da artéria uterina, os quais se ramificavam de forma semi-
penata antes de penetrar na parede uterina.

O utero da capivara ndo-prenhe era composto por 03 tunicas: mucosa,
muscular e serosa. Na tunica mucosa o endométrio estava constituido por epitélio
pseudoestratificado e pela lamina prépria formada de tecido conjuntivo e de
glandulas tubulares simples. A tunica muscular estava composta pelo miométrio
sendo a tunica mais espessa, onde identificou-se trés camadas musculares distintas:
a mais interna a Stratum serosum, a intermediéria Stratum vasculare, sendo a mais
espessa e mais vascularizada, e a mais externa denominada de Stratum
submucoum, com feixes em disposi¢ao longitudinal (Figura 3). Ja a tunica serosa
revestia externamente a parede uterina e estava composta por um epitélio

pavimentoso apoiado sobre uma faixa de tecido conjuntivo.
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Figura 2 - Fotografias de utero “vazio” de capivara adulta. A-B)
Notar a disposicdo dos vasos sanglineos (vs) no
mesométrio que sustenta os cornos uterinos (co) e os
ovarios (ov). Corte transversal (C) e longitudinal (D) da
cérvix uterina (ce) evidenciando a cérvix dupla,
caracterizada pela presenca de septo entre elas, mas
gue se unem para formar um osteo vaginal (setas)
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Figura 3 - Fotomicrografias do corno uterino “vazio” de capivara adulta. A)

Corte transversal evidenciando as tunicas mucosa (tmu), muscular
(tms) e serosa (tse). B) Tunica mucosa com epitélio
pseudoestratificado (ep) e glandulas tubulares simples  (gl)
dispersas no conjuntivo. C) Detalhe da tunica muscular com o
Stratum serosum (ss), Stratum vasculare (sv) e Stratum
submucoum (ssu). Paraplast, HE (A,B), Tricromio de Masson (C).
Barra: A) 1cm, B) 100 um e C) 200 um
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Os uteros prenhes analisados apresentaram aumento de volume em
areas determinadas, e a abertura na face antimesometrial dos mesmos permitia
identificar formag¢des ovaladas inseridas na face mesometrial da parede uterina,
variando em tamanho, correspondentes as formagbes observadas externamente
(Figura 4). Cada uma destas formagbes ovaladas caracterizava-se por ser uma

placenta isolada envolvendo um embrido.

5.2 PLACENTA E EMBRIAO

Os 03 uteros de capivara prenhes analisados continham 02 fetos, 05
embrides e 02 fetos, para as Fémeas 03, 04 e 06, respectivamente. O crow-rump e a
analise macroscopica do exterior dos embrides e fetos sinalizavam que estas
prenhezes estavam em diferentes estagios de desenvolvimento (Tabela 2).

A Fémea 03 possuia um embrido desenvolvido, com placenta e outro
representado por uma massa de tecido amorfo que foi considerado como “em
degeneracao” distribuida um em cada corno uterino. J& a Fémea 06 apresentou
caracteristicas semelhantes, com um embrido bem desenvolvido e outro em
degeneracao, porém ambos estavam no mesmo corno uterino. Em outro animal
(Fémea 04), observa uma placenta no corno uterino direito e quatro placentas no
corno uterino esquerdo. Particularmente neste animal, com multiplos embrides, as
placentas mantiveram relacées de proximidade entre si na face voltada para a
placenta vizinha, porém, sem fusdo ou compartilhamento de membranas fetais
(Figura 4).
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Tabela 2 - Posicdo no utero, numero e comprimento dos embrides e fetos de
capivaras - Sao Paulo - 2006

Numero da Fémea Corno uterino Numero do embriao Crow-rump (mm)

03 esquerdo 01 58,0
direito 02 -

04 esquerdo 01 11,0

esquerdo 02 10,9

esquerdo 03 12,4

esquerdo 04 11,4

direito 05 12,0

06 direito 01 55,0

direito 02 25,0

A analise do desenvolvimento embrionario comparada ao tamanho dos
embrides e placentas permitiu classifica-los quanto a idade gestacional como sendo
a Fémea 04 a mais jovem entre aquelas estudadas e os embrides da Fémea 03 os
mais velhos.

Os embrides da Fémea 04 possuiam crow-rump médio de 11,5 mm e
formato de C fechado. Externamente as principais caracteristicas observadas foram
os somitos, os arcos faringeos e a saliéncia pericardico-hepatica. Os membros
toracicos e pélvicos estavam presentes, sendo os toracicos ligeiramente maiores
que os pélvicos, posicionados lateralmente ao embrido préximos aos somitos. A
flexura cervical estava evidente caudalmente a projegcao cefalica em que se viam as
vesiculas encefélicas do tubo-neural por transparéncia. O cordao umbilical inserido
no abdome dos embrides era visualizado, bem como uma fina e transparente
membrana circundando todo o embrido, o amnio.

Tanto no feto da Fémea 06 (crow-rump de 55 mm) quanto no feto da
Fémea 03 (crow-rump de 58 mm) foram observados a pigmentagao da retina visivel
através das palpebras transparentes, o pavilhdo auricular com abertura da orelha
externa, a face desenvolvida com a delimitacdo do focinho e a boca definida, as
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costelas e a area do figado, vistos por transparéncia. Os membros eram longos,
dobrados nos joelhos e cotovelos, com os 04 dedos das maos e 03 dedos dos pés

individualizados (Figura 5).



Figura 4 - Fotografias do corno uterino prenhe de capivara adulta a

fresco. A) Vista lateral do corno uterino (co) da fémea 04
apds abertura para exposicao das 04 placentas (pl) inseridas
na face mesometrial do utero (seta). B) Corno uterino
incisado na face antimesometrial permitindo a visualizagéo
da superficie da placenta da fémea 03. C) Placentas da
fémea 06, notar a consideravel diferenga no
desenvolvimento placentario entre ambas
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Figura 05 - Fotografias de embrido e fetos de capivara em terco

inicial de prenhez  apds fixagcdo em formol. A) Embrido
(12,4 mm) evidenciando a flexura cervical (fc), os arcos
faringeos (af), a regiao cardiaca (cor), os brotos dos
membros toracico (mt) e pélvico (mp), a regido cefalica (rc),
o cordao umbilical (cd) e envolto pelo amnio (am). Fetos (B)
55mm e (C) 58mm com morfologia externa semelhante em
que observaram-se a pélpebra recobrindo o olho
pigmentado (ol), o pavilhao auricular da orelha externa (or),
a area hepatica (he), a face desenvolvida com focinho e
boca (bo) evidentes, membros desenvolvidos com digitos
individualizados  (di), vasos dérmicos vistos por
transparéncia (*) e cordao umbilical (cd). Barra 10 mm
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Ao corte transversal da formacédo representada pela placenta e seu
embrido ou feto, internamente a decidua capsular voltada para a luz uterina, estes
estavam envoltos por duas membranas delicadas, a placenta vitelinica visceral € o
amnio, e conectados através do corddao umbilical a uma massa com formato de
célice, a qual estava voltada para a face mesometrial, a placenta principal. Esta
altima area mantinha contato no sentido mesometrial com uma area menor
esbranquicada que se inseria na decidua basal, a subplacenta. A decidua basal
continuava-se pela parede uterina (Figura 6).

5.2.1 Decidua Capsular

A decidua capsular correspondia a face de superficie da formacgéo
placentaria projetada para a luz uterina em direcdo a face antimesometrial do corno
uterino, com quem se conectava através de tiras esbranquigadas inseridas em
ambas as faces. Com coloragdo esbranquicada nos embrides mais jovens,
apresentava-se mais fina, delicada e transparente nos fetos.

Nos embribes da Fémea 04, a decidua capsular possuia 5 mm de
espessura e internamente coloracdo avermelhada e consisténcia macia e, apo6s a
fixacdo, este tecido adquiriu consisténcia esponjosa. Nas fémeas 03 e 06 a decidua
capsular era menos espessa (3 mm) e em alguns pontos transparente (Figura 7).

Histologicamente apresentava-se composta por tecido conjuntivo frouxo

ricamente vascularizado e revestido por um epitélio simples cubico baixo (Figura 8).



Figura 6 - Corte sagital mediano de placenta de capivara em
inicio de prenhez e esquema correspondente. Utero
antimesometrial (uta), utero mesometrial (utm),
decidua capsular (dec), decidua basal (deb),
placenta vitelinica visceral (pvv), placenta vitelinica
parietal (pvp), placenta principal (pp), subplacenta
(sub), &mnio (am), cordao umbilical (cd), vasos
vitelinicos (vv), embrido (em) e cavidade uterina (cv).
Barra 1 cm
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Figura 7 - A) O conjunto representado pela placenta e decidua possui
formato ovalado. B) Em corte transversal de placenta fixada a
decidua capsular (dec) esta espessa e possui aspecto
“esponjoso”. C-D) Esta torna-se mais fina e transparente nos
animais mais desenvolvidos das fémeas 6 (C) e 03 (D). As
setas negras identificam os tirantes de conexdo entre a face
antimesometrial do Utero e a decidua capsular. Decidua basal
(deb). Barra=1cm
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Figura 8 - Fotomicrografia da decidua capsular da placenta de capivara da
fémea 3 (A-B) e da fémea 4 (C). A) Vista panoramica. B-C) Detalhe
da superficie voltada para a luz uterina recoberta por epitélio
simples (seta). Vasos sanguineos (vs). Paraplast, HE, Barra A) 500

um e B-C) 50 um
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5.2.2 Placenta Vitelinica

A primeira membrana placentaria identificada ao se abrir a decidua
capsular era a placenta vitelinica visceral, caracterizada por uma fina e transparente
membrana com vasos sanguineos evidentes distribuidos por toda a superficie. Esta
membrana inseria-se na superficie da placenta principal, em suas margens,
projetando-se completamente sobre 0 embri&do e o amnio (Figura 9).

Histologicamente, a placenta vitelinica visceral possuia pregas recobertas
externamente pelo epitélio endodérmico pseudoestratificado, composto por células
cilindricas, com nucleos esféricos e centrais, cromatina frouxa e citoplasma
eosindfilo, levemente PAS positivo, algumas areas este tornava-se cilindrico baixo
ou cubico. Este epitélio estava apoiado sobre uma camada de mesénquima rico em
fibras colagenas, no qual vasos sanguineos estavam distribuidos. A face da placenta
vitelinica voltada internamente para o amnio estava revestida por um epitélio
pavimentoso simples (Figura 10) e na margem proxima a placenta principal
apresentava um anel fibrovascular, composto por tecido mesenquimal e vasos
sanguineos.

Ja a placenta vitelinica parietal projetava-se sobre a superficie da
placenta principal e estava mais evidente na placenta da Fémea 03, considerada a
mais desenvolvida do grupo analisado. Particularmente nos animais estudados, esta
porcdo da placenta era identificada apenas ap6s analise histoldgica.
Microscopicamente, a placenta vitelinica parietal estava composta por um epitélio
simples composto por células cilindricas ciliadas, variando em altura, que ora
estavam recobrindo areas lineares ora estavam sobre pregas ramificadas,
principalmente na margem da placenta principal mais proxima a decidua basal
(Figura 11).

A placenta vitelinica parietal estava posicionada sobre uma faixa de tecido
conjuntivo, mais denso em alguns pontos e frouxo em outros, a membrana de
Reichert’s, abaixo da qual se encontrava a regidao de espongiotrofoblasto. O
espongiotrofoblasto era caracterizado por células globosas e com citoplasma claro,

repleto de vacuolos, posicionados em faixa ou em grupos em alguns pontos,
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mantendo contato com as areas de sinciotrofoblasto tipico das areas de interlébulo
da placenta principal, nessas areas representando pelo sincio marginal (Figura 11).

5.2.3 Amnio

O amnio era uma membrana fina e transparente que envolvia 0 embriao
ou feto. Nos embrides o a&mnio ainda ndo tocava a superficie da placenta principal,
fato este observado nos fetos, em que o amnio delimitava uma area arredondada de
insercdo e podde ser observado também em cortes histolégicos panoramicos.

Microscopicamente observou-se um epitélio simples pavimentoso, com
células com nucleos achatados, disposto sobre um mesénquima frouxo com fibras

colagenas (Figura 12).



Figura 9 - A-B) Face interna da decidua capsular (dec) apos incisdao na
face luminal e exposicdo da placenta vitelinica visceral (pvv)
vascularizada (*) e do embrido contido no seu interior conectado
a placenta principal (pp) pelo corddo umbilical (seta). C-D)
Placenta de capivara evidenciando o amnio (am) envolvendo o
feto conectado a placenta principal pelo cordao umbilical (cd).
Notas a insercdo do amnio (setas escuras) e da placenta
vitelinica visceral (setas brancas) sobre a superficie da placenta
principal
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Figura 10 — A) Fotomicrografia de corte da placenta de capivara
identificando a proje¢cdo da placenta vitelinica visceral
(pvv) e da placenta vitelinica parietal (pvp) sobre a
margem da placenta principal (pp), em que ve-se a
formacao do anel fibrovascular (fv). B-C) Detalhes da
placenta vitelinica visceral em areas sem e com pregas,
notar a vascularizacao intensa (vv) e o epitélio cilindrico
(ep). Paraplast, HE. Barra A) 200 um, B) 100 um, C) 40

um

63



Resultades

Figura 11 - Fotomicrografias da margem lateral da placenta principal,
recoberta pela placenta vitelinica parietal (pvp), a qual esta
sobre uma faixa de tecido conjuntivo, a membrana de
Reicher’s. Nesta regido visualiam-se tambem as células do
espongiotrofoblasto (esp) e as areas de interlébulo (int).
Barra A) 40 um , B-C) 100 um
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Figura 12 - Fotomicrografias da margem de insergéo
do amnio (am) sobre a placenta principal
(pp)- O amnio esta composto por um
epitélio pavimentoso simples (seta) sobre
uma faixa de tecido conjuntivo frouxo (tc).
Barra A-B) 40 um

65



Resultades 66

5.24 Placenta Principal

A placenta principal possuia a forma de calice, a fresco de cor avermelhada,
e relacionava-se no sentido materno com a subplacenta, centralmente com a
decidua basal lateralmente. Ao corte longitudinal, a placenta principal projetava-se
lateralmente sobre a decidua e identificavam-se macroscopicamente os I6bulos nas
placentas dos Fémeas 03 e 06, enquanto nas placentas do Fémea 04 via-se esta
apenas como uma area mais clara (Figura 13).

Estruturalmente a placenta principal estava composta por I6bulos e areas
entre estes denominadas interlébulos. O I6bulo da placenta estava constituido por
duas regides distintas: a area de centro do l6bulo e a area de labirinto. No centro do
I6bulo identificavam-se vasos sanguineos de maior calibre imersos no mesénquima.
Na Fémea 04, a face da placenta voltada para o embrido, haviam vasos sanguineos
que se dirigiam para as areas de centro do l6bulo. A arquitetura lobular estava
iniciando a radiacdo em torno de grandes vasos o labirinto estava composto por
capilares sem orientacao radial. Ja nas placentas das fémeas 03 e 06, as areas de
labirinto e de interlébulo estavam bem diferenciadas, com orientacao das lacunas
maternas no labirinto de forma paralela entre si e elaboragcdo dos Ibébulos.
Particularmente a Fémea 03 a é&rea de placenta principal era muito mais
desenvolvida e os I6bulos bem mais distintos (Figuras 14, 15 e 16).

O labirinto caracterizava-se por possuir lacunas revestidas por trofoblasto
com aspecto sincicial e capilares fetais dispostos por entre o sincicio. No corte
transversal dos |6bulos observava-se em alguns pontos a radiacao destas estruturas
a partir de vasos maiores posicionados no centro dos I6bulos placentarios.

O interldbulo, a regido entre os I6bulos placentarios, apresentava um
aspecto menos organizado e o sinciotrofoblasto possuia maior eosinofilia que do
labirinto. Estas areas estavam compostas por células trofoblasticas de natureza
sincicial (sinciotrofoblasto), identificadas em funcédo do seu grau de organizacao. Os
nucleos sinciciais encontravam-se distantes uns aos outros, possuiam cromatina
frouxa e forma esférica e citoplasma eosindfilo. Entre as células sinciciais amplas
lacunas preenchidas por material eosinéfilo eram identificadas, em alguns locais

viam-se células sangliineas (Figura 16). Na Fémea 04 estas regides representavam
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a maioria do tecido da placenta principal enquanto nos demais proporcionalmente as
regides de labirinto ocupavam maior espaco.
A zona de transicdo, entre a placenta principal e a subplacenta, era

constituida por tecido conjuntivo fetal e vasos sanguineos.



Figura 13 - Corte sagital mediano de placenta a fresco da fémea 04 (A) e
03 (B) evidenciando as diferentes regides da placenta da
capivara. C) Detalhe estrutural da placenta em A. Notar a
formacao da placenta principal (pp) composta por regides de
I6bulo (lob) e interlébulo (int). Decidua basal (deb), placenta

vitelinica visceral (pvv), subplacenta (sub). Paraplast, HE,
Barra 1 cm
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Figura 14 - Fotomicrografia da regido
paramediana da placenta de
capivara (fémea 03). Nesta fase os
I6bulos (lob) estao bem definidos e a
regidao de interlébulo (int) apresenta
grandes lacunas (*). Decidua basal
(deb), placenta vitelinica visceral
(pvv), subplacenta (sub). Paraplast,
HE. Barra 500 um
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Figura 16 - Fotomicrografias das regides de I6bulo (lob) e de interlébulo
(int) da placenta de capivara. No centro do I6bulo (cl) vasos
formam um labirinto de sinciociotrofoblasto (sin) margeando as
lacunas maternas (lac), os quais continuam-se pelas lacunas na
regiao de interlébulo. Paraplast, HE, Barra A) 200 um, B) 40 um,
C) 20 um
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5.2.5 Subplacenta

A subplacenta posicionava-se entre a placenta principal e a decidua
basal, com formato cbnico cujo apice penetrava na decidua. Macroscopicamente
distinguia-se das regides adjacentes, sendo mais facilmente identificada nas
prenhezes mais avangadas. Microscopicamente encontrava-se dividida em
pequenos lobulos irregulares, separados uns dos outros por mesénquima, contendo
vasos sanguineos.

Segundo o aspecto celular, a subplacenta estava composta por
sinciotrofoblasto e citotrofoblasto. O citotrofoblasto, com nucleos esféricos com
cromatina dispersa, formava uma camada de 2 ou mais células sustentadas pelo
tecido conjuntivo frouxo, por onde transitavam o0s vasos sanguineos. Ja o
sinciototrofoblasto apresentava nucleos proximos uns dos outros, com aspecto e
com limites celulares pouco definidos, citoplasma baséfilo e altamente PAS positivo
(Figura 17).

A zona juncional representava a transigao entre a subplacenta e a
decidua, representada por uma grande faixa de tecido amorfo, eosinéfilo, PAS
poositivo, ao redor da subplacenta contendo células trofoblasticas gigantes
dispersas ou agrupadas. As células trofoblasticas gigantes caracterizavam-se pelo
citoplasma claro e numerosos nucleos arredondados (Figura 18).



[
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Figura 17 — Fotomicrografias da subplacenta de capivara (fémea 03). A)

Vista panoramica da subplacenta (sub) evidenciando sua
posicao entre a placenta principal (pp) e a decidua basal (deb).
B) Detalhe da caracteristica lobulada da subplacenta. C-E)
Composicao histolégica da subplacenta em area de conjuntivo
fetal com vasos sanguineos (vs), citotrofoblasto (cit) e
sinciciotrofoblasto (sin) eosinéfilo e PAS+. Paraplast A,B,D) HE,
C) Tricromio de Masson e E) PAS. Barras A) 1000 um, B)
100um, C,E) 40um e D) 20pum.
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Figura 18 — Fotomicrografias da zona juncional da capivara evidneciando
as células gigantes imersas em material amorfo eosindéfilo e
PAS+. Notar a proxicimidade com a parede de vasos
sanguineos (vs). Paraplast, HE (A,C,D) e (B) PAS. Barras
A,B,D) 40um e C) 20um.
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5.2.6 Decidua Basal

A area de decidua basal correspondia a porcao uterina da placenta em
gue estava inserida na face mesometrial dos Uteros analisados. Macroscopicamente
e a fresco caracterizava-se pela coloracdo esbranquicada que se mantém apds
fixacdo em formol. Esta &rea era facilmente removida do restante do utero e
estavaconectada a este por vasos sanguineos. Ao corte longitudinal possuia
coloracdo esbranquicada na periferia e avermelhada no interior, sendo que na
Fémea 03, considerada com prenhez mais adiantada daquelas analisadas, uma
area intermediaria de coloragdo amarelada, foi observada (Figurai3).

Histologicamente a decidua basal apresentava externamente uma faixa
de tecido conjuntivo denso com fibras e fibroblastos organizados paralelamente,
enquanto que a regido central tornava-se desorganizada. Na regido central
observaram-se grandes vasos sanguineos, areas com massas trofoblasticas
afastadas do tecido placentario, pequenas células deciduais e grandes células
deciduais (Figura 19).

Nas areas préximas a subplacenta os vasos sanguineos da decidua
tiveram o endotélio e a parede muscular substituidas por células trofoblasticas e
grandes células deciduais, caracterizadas pelo tamanho e forma do nucleo, o qual
podia ultrapassar 20 um de didmetro, e pelo citoplasma eosinéfilo e PAS+, com ate

100 um de comprimento (Figura 19).



Figura 19 — Fotomicrografias da decidua basal da placenta de capivara. A)
Corte longitudinal da area de decidua basal evidenciando regides
distintas de decidua compacta e de decidua desorganizada.
Detalhes das células dispersas pela decidua préximo a vasos (vs)
e grandes células deciduais (*). Paraplast HE, Barras A) 2000 um,
B) 100 um, C) 40 um e D) 20 pum.
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5.2.7 Citoqueratina, Vimentina e Alfa-Actina de Musculo Liso

As diferentes regides da placenta (placenta vitelinica, placenta principal,
subplacenta e decidua basal), foram submetidas as reagdes de imunohistoquimica
para vimentina, citoqueratina e alfa-actina de musculo liso.

Na regido da placenta vitelinica observaram-se reagdes positivas para
citoqueratina nas células epiteliais, nas células do espongiotrofoblasto (Figura 20 A-
B). A vimentina foi imunolocalizada no endotélio vascular e nos fibroblastos do
mesénquima (Figura 20 C-D). Para alfa-actina de musculo liso, notaram-se reagdes
positivas tanto nas células musculares da parede vascular da placenta vitelinica
visceral, quanto no mesénquima (Figura 20 E-F).

Com relacao a placenta principal a area de labirinto a imunolocalizacao para
citoqueratina foi positiva nas células do sinciotrofoblasto (Figura 21 A e Figura 22 A-
B), e na area de interlébulo nas areas de lamelas. Para vimentina, observou-se
reagdo positiva nos endotélios dos vasos sanguineos do labirinto (Figura 21 B e
Figura 22 C-D). A alfa-actina de musculo liso ndo foi detectada nas lacunas do
interlébulo (Figura 22 F).

A regido da subplacenta apresentava reagdes positivas para.citoqueratina,
marcadas fortemente nas células citotrofoblasticas (Figura 23 A) e fraca reacao nas
células do sinciotrofoblasto assim como nas células gigantes (Figura 23 B). A
vimentina obteve reacao positiva nas células endoteliais dos vasos dispersos no eixo
do mesénquima nos fibroblastos (Figura 23 C). Para a alfa-actina de musculo liso,
foram marcados a parede dos vasos sanguineos (Figura 23 D).

Por fim, a regido da decidua basal possuia reacdo positiva para
citoqueratina nas células gigantes (Figura 24 A-B) dispersas na decidua, nas
pequenas e grandes células deciduais. A vimentina foi positiva nos células
endoteliais dos vasos sanguineos e também em células dispersas no conjuntivo
(Figura 24).

A alfa-actina de musculo liso teve reagao positiva na parede de vasos e em
areas de miométrio (Figura 24 D).
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Figura 20 - Fotomicrografias da placenta vitelinica parietal (A,C) e visceral
(B,D,E,F) de capivara. Imunolocalizagdo positiva (setas) para
citoqueratina  (A-B) nas células epiteliais (ep) e
espongiotrofoblasto (esp), para vimentina (C-D) nas células
endoteliais (en) e nos fibroblastos e para alfa-actina (E-F) na
parede de vasos (vs) e conjuntivo. Paraplast, Barra A-D,F) 100
um, E) 40 um
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Figura 21 - Fotomicrografias da placenta principal de capivara com areas
de labirinto (lab) e interldbulo (int). Imunolocalizagdo positiva
(setas) para citoqueratina (A) nas células do sincicio, para
vimentina (B) no endotélio dos capilares do labirinto e para
actina (C-D) na parede de vasos do labirinto e do interl6bulo.
Paraplast, Barra 100 um
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Figura 22 - Fotomicrografias da placenta principal de capivara com areas
de labirinto e interlébulo. Imunolocalizagcao positiva (setas) para
citoqueratina (A-B) nas células do sincicio para vimentina (C-D)
no endotélio dos capilares do labirinto e para actina (D-E) nos
vasos do labirinto, e reagdo negativa nas lacunas (lac) do
interlébulo (F). Paraplast, Barra A-C, F) 40 um, D-E) 100 um
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23

- Fotomicrografias da subplacenta de capivara.
Imunolocalizag&o positiva (setas) para citoqueratina (A) forte
nas células do citotrofoblasto (cit) e fraca no sinciciotrofoblasto
(sin) e nas células gigantes (B). As células endoteliais e
fibroblasto com reacdo positiva para vimentina (C) e positivo
na parede de vasos para alfa-actina (D). Paraplast, Barra A)
100 um, B-D) 40 um
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Figura 24 - Fotomicrografias de area de decidua na placenta de capivara.
Imunolocalizacdo positiva para citoqueratina (A-B) nas
células gigantes (gig) e em células com grandes ndcleos na
parede dos vasos (seta) e células arredondados agrupadas
(*). Vimentina positiva (C) nas células endoteliais e nos
fibroblastos e para alfa-actina (D) na parede de vasos e
conjuntivo. Paraplast, Barra A) 100 um, B-D) 40 um



6 Discussae.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados estao discutidos com as informagdes contidas
nas referéncias consultadas e estao organizados segundo os aspectos reprodutivos
da capivara, a morfologia do Utero, embrides e fetos e segundo a morfologia da

placenta.

6.1 ASPECTOS REPRODUTIVOS DA CAPIVARA

Afirmaram Mones e Ojasti (1986) que a freqléncia de acasalamento das
capivaras é muito mais intensa no inicio do periodo chuvoso na Venezuela e nos
meses de abril a maio no Mato Grosso, sugerindo a possibilidade das fémeas terem
duas ninhadas por ano, dependendo das condigdes favoraveis do meio ambiente.
Os animais utilizados neste trabalho foram abatidas no més de maio, periodo em
que Mones e Ojasti (1986) descrevem como periodo reprodutivo para as capivaras.
Outros autores afirmam que estes animais podem reproduzir-se ao longo de todo
ano (ALHO et al. 1987a), e desta forma seria possivel encontrar fémeas prenhes em
qualquer época.

Em relacdo ao numero de filhotes por prenhez, as 03 fémeas analisadas
possuiam de 2 a 5 fetos ou embrides, no entanto em duas destas um dos fetos néo se
desenvolveu e observou-se uma placenta consideravelmente menor e com embrido
degenerado ou ndo-desenvolvido, sugerindo que estes seriam reabsorvidos no decorrer
da prenhez. Nao foram identificados na literatura consultada relatos deste fenémeno de
unidades feto-placenta subdesenvolvidos na capivara, provavelmente porque ao
nascimento apenas aqueles que vieram a termo foram considerados pelos autores.
Particularmente sobre o tamanho das ninhadas na capivara cita-se que estes animais
apresentam de 2 a 5 filhotes (ZARA, 1973), mais precisamente de 4,4 + 1,3
filhotes/ninhada, sendo as fémeas multiparas, capazes de produzir de 4 a 8 crias
(LOPEZ, 1984; BARBELLA, 1987). Estes valores sdo semelhantes aos observados
por Lavorenti et al. (1989) que encontraram uma média de 3,6 filhotes por parto e os
de Neto et al. (1990) 3,48 filhotes por parto, respectivamente. Segundo Soiron (1993)
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as fémeas mais velhas apresentavam ninhadas maiores. O periodo de gestacdo na
capivara pode variar de 147 a 156 dias (ALHO et al. 1987b; BARBELLA, 1987;
LOPEZ, 1984; ZARA, 1973).

6.2 MORFOLOGIA DO UTERO, EMBRIOES E FETOS

Externamente o Utero da capivara apresenta morfologia caracteristica de
utero bicornuado, porém a analise interna da luz uterina identificou que esta possui
luz em Y, e, portanto, o utero nesta espécie é duplo com cérvix em “Y”. Esta
morfologia € comum a outros roedores, como é o caso da cutia (MOURA, 2003;
MOSSAN, 1987), o porco-espinho norte-americano. O guinea-pig € citado como
possuindo uma cérvix em “V”, ligeiramente diferente do encontrado em capivaras
(MOSSMAN, 1987) .

Entre os roedores, varias sdo as espécies com utero duplo, com dois tubos
uterinos separados que podem estar unidos externamente, mas internamente
desembocam independentes em dois canais cervicais. Sdo classificados como utero
duplo: o guinea-pig (EGUND; CARTER 1974); o Geomys sp (MOSSMAN; HISAW,
1940), o rato-de-cana (ODUOR-OKELO; GOMBE, 1982), o porco-espinho
canadense (PERROTA, 1959) e a chinchila (TIBBITTS; HILLEMANN, 1959). Entre
os roedores histricomorfos sul-americanos destacam-se a cutia (MOURA te al 2003),
cujo utero foi classificado como duplo parcial, cutia (RODRIGUIES et al 2006), e o
mocd com Utero bicornuado (OLIVEIRA et al 2006) e capivara (MIGLINO et al.,
2002).

Com relacdo aos aspectos histologicos do utero vazio, Oduor-Okelo e
Gombe (1982) descrevem que o Utero do rato-de-cana (Thryonomys swinderianus)
0 Utero destes animais apresenta-se recoberto por epitélio simples e a submucosa
possui muitas glandulas abrindo-se no limen, comentou que o porco-espinho
canadense (Erethizon dorsatum) que possui poucas glandulas uterinas na
submucosa (PERROTA, 1959),.e na chinchila (TIBBITTS;HILLEMAN, 1959)
afirmaram que o Utero da chinchila (Cavia aparea) a mucosa uterina achava-se
coberta por um epitélio colunar simples, continuo, e possuia glandulas tubulares que
se abriam na luz do utero. O Utero do pika americano (Ochotona princeps)
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(HARVEY, 1959), é circular dividido em trés regides: o perimétrio, 0 miométrio e o
endométrio. Este ultimo revestido por uma camada de epitélio colunar simples com
pregas endometriais que se estendem por todo comprimento da cavidade uterina.
Durante o processo de implantagcdo do blastocisto no corno uterino, ocasionalmente
ocorrem leucécito polimorfonuclear, além da presenca de leucécitos, eritrocitos e
células epiteliais na luz uterina, que indicam degeneracao histolitica progressiva do
tecido uterino.

Silva e Perdomo (1983) estudaram uteros de capivaras n&do prenhez, e
observaram tunicas: a mucosa, a muscular e a serosa. O epitélio da mucosa esta
composto por células cilindricas simples. Na muscular observou glandulas uterinas
que indicam que o animal esta em fase proliferativa do ciclo. A tanica muscular
estava bastante densa e suas fibras seguiam dire¢des circulares e longitudinais
externas.

Os resultados observados no utero de capivaras demonstraram que esta
espécie compartilha da morfologia descrita para outros animais. A composi¢do em 3
tunicas é comum a outras espécies. Destacam-se o epitélio pseudoestratificado da
mucosa € as glandulas tubulares simples e a tunica muscular espessa.

A gestagdo da capivara varia de 147 a 156 dias (ALHO et al. 1987b;
BARBELLA, 1987; LOPEZ, 1984; ZARA, 1973). Evans e Sack, (1972) através de
analise das estruturas presentes no embrido, classifica o estagio gestacional de
mamiferos de laboratorios e domésticos. Barbella (1987) estima o periodo da prenhez,
analisando o comprimento fetal feto ou embrido. As caracteristicas morfolégicas dos
embrides de capivara analisados, sugerem que a Fémea 04 esta com até 30 dias com
prenhez. Na demais fémeas com fetos maiores 55 a 58mm prenhez esta mais
adiantada e corresponde ao periodo em com mais de 60 dias.
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6.3 MORFOLOFIA DA PLACENTA

Os roedores da sub-ordem dos histricomorfos caracteristicamente possuem
placenta discoidal ou esférica, labirintica, hemocorial e com subplacenta
(MOSSMAN, 1987; CARTER; ENDERS, 2004) e estas caracteristicas sao
compartilhadas pela capivara (MIGLINO et al , 2002).

Na placenta em inicio de prenhez de capivara analisadas foram identificadas
as mesmas regides descritas para o guinea-pig por Kaufmann e Davidoff (1977):
decidua (capsular e basal), placenta vitelinica (visceral e parietal), placenta principal
e subplacenta, e @mnio.

Roberts e Perry (1974) fizeram uma revisdo comparando placentas entre os
histricomorfos Cavia porcellus, Galea musteloides e Erithizon dorsaium, e relataram
que a inversao completa do saco vitelinico ocorre apds a implantacao. Na capivara,
néo foi possivel provar em que periodo da prenhez realmente ocorre a inversao,
visto que neste estudo foram observadas as placentas ja inseridas na face
mesometrial da mucosa dos cornos uterinos

Sobre a morfologia placentaria de roedores sul-americanos, como € o0 caso
da paca, da cutia, da capivara e do moco, entre outros, alguns estudos foram
realizados. Na cutia (Dasyprocta aguti), roedor histricomorfo, a placenta de terco
médio e final de prenhez foi descrita como tendo implantagéo na regido mesometrial,
sendo conectada ao utero por uma mesoplacenta (RODRIGUES et al. 2003).

Em outros roedores como a cutia (RODRIGUES et al. 2003), a paca
(BONATELLI 2005) e 0 moc6 (OLIVEIRA et al., 2006) a placenta de meio e final de
prenhez também apresenta inversdo do saco vitelinico, com a placenta vitelinica
visceral como a membrana mais externa recobrindo os fetos nesses periodos.

Os resultados obtidos sugerem que a capivara possui uma implantacao
semelhante ao da guinea-pig, ao qual descreve-se uma implantacdo anti-
mesometrial com invasdo na seqiéncia da face mesometrial da luz uterina
(KAUFFAMN; DAVIDOFF, 1977).

A primeira regido identificada nas placentas analisadas é a decidua
capsular. Na superficie da decidua capsular da capivara em terco inicial, tiras de
tecido conectam com a superficie anti-mesometrial do Utero, este achado pode ser

resultado de uma transi¢do tecidual de uma face a outra do utero, ou simplesmente
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a manutencdo de uma conexao que houve anteriormente. Particularmente este
tecido n&o foi analisado na histologia, de forma que n&o se pode afirmar a natureza
destas tiras, tampouco se no interior destas haviam vasos sanguineos.

Em camundongo a decidua mesometrial, descrita por Vercruysse et al.
(2006), mostra-se em grande parte necrosada, no 21°%ia de prenhez.
Particularmente na Fémea 04, a decidua capsular esta mais espessa e densa do
que nas em estagio de desenvolvimento placentdrio mais avancado, as quais
apresenta-se mais fina e transparente. As descri¢cdes da placenta de capivara de
termo nao relatam a decidua capsular, mas sim uma placenta vitelinica recobrindo o
feto (MIGLINO et al., 2002). O desaparecimento progressivo da decidua durante o
desenvolvimento placentario, sugere que ocorra a degradacdo desta tornando-se
uma fina membrana. Ja em estudos realizados na guinea-pig (KAUFFMAN;
DAVIDOFF, 1977) a decidua capsular sinaliza uma completa degeneracao durante o
desenvolvimento placentario, com conseqlente exposicdo da placenta vitelinica
visceral para a luz do utero, como consequéncia da chamada inversdo do saco
vitelinico, o que contradiz os achados nas capivaras analisadas e nas descritas por
Miglino et al. (2002)

Welsh e Enders (1985) comentam que as células da decidua nos
camundongos na porcao antimesometrial sdo binucleadas e as da face mesometrial
s&o pequenas, mais irregulares na forma e uninucleadas. Lateralmente as células
deciduais, estdo em expansao os vasos “sinus”, que tem quantidade massiva de
glicogénio e estdo ocasionalmente binucleada. Na capivara a decidua
antimesometrial € chamada de decidua capsular, sendo composta por tecido
conjuntivo frouxo ricamente vascularizado e revestido por epitélio simples cubico
baixo.

Wooding e Flint (1994) definem a decidua como a parte materna do
endométrio, sendo que a zona inicial produz uma faixa semicontinua entre o
trofoectoderma e o miométrio. A maior perda das células deciduais mesometrias
esta nas areas de interagdes feto-maternal, que ocorreram durante a invasdo do
trofoblasto para formar placenta hemocorial. A darea das células decidual
(WOODING; FLINT, 1994) é rapidamente aumentada do lumen uterino para fora do
miométrio e pode ser visualizada a célula decidual, através da reagédo de fosfatase
alcalina e acido periédico de Schiff (PAS). O maximo desenvolvimento da populacao
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da decidua ocorre em inicio de prenhez, eventualmente pode ocupar a maior parte
do estroma uterino ao redor do concepto do rato.

Abrahmansohn (1983) descreve nas camundongas a decidua compacta, e
com algumas diferencas morfoldégicas observadas em varias células, em dias
gestacionais diferentes. O processo de decidualizacdo ocorre no estroma
subepitelial junto ao miométrio. O crescimento ocorre pelo resultado de mitoses, que
aumentam de volume para transformar-se em novas células. As células
intermediarias, ou seja, pré-deciduais sao células novas que sofreram modificagdes,
e possuem morfologia similar a das células do estroma. Particularmente sobre a
decidua é descrito em camundongos, que a abundancia de jungdes e o restrito
espacgo intercelular favorecem as suposi¢cées sobre o papel da decidua como
barreira para a invasédo de trofoblasto e para a migragdo de células envolvidas na
resposta imunolégica .A decidua se forma em roedores (WOODING; FLINT, 1994)
através das células do estroma e caracterizam-se por envolver-se no crescimento da
célula o trofoblasto e seus derivados, como as células gigantes. Para provar na
capivara o que estes autores descreveram € necessaria maior investigagdo em
capivaras em estagios iniciais de implantacéo do blatocisto.

A decidua mesometrial em camundongas € descrita por Vercruysse et al.
(2006) por estar sempre inclusa no miométrio ou no triangulo mesometrial. No dia
18° a decidua geralmente esta em sitios de tamanho menor e mostra-se pouca
degeneracdo. No endométrio decidualizado de paca € possivel distinguir o limite
bem delimitado do endométrio comprometido e do endométrio integro. O perimetro é
formado por uma camada espessa de células deciduais musculares lisas, ndo sendo
identificadas células com fenétipo de trofoblasto (BONATELLI et al., 2005).

A decidua a fresco da capivara inicio de prenhez, a coloracédo é
esbranquicada que se mantém apds fixagdo em formol. Esta area é facilmente
removida do restante do Utero e esta conectada a este por vasos sanguineos. Na
Fémea 03, considerada com prenhez mais adiantada daquelas analisadas, uma
area intermediaria de coloragdo amarelada, foi observada. Histologicamente na
apresenta-se a area de decidua basal correspondia a porcao uterina da placenta em
que esta inserida na face mesometrial dos Uteros analisados, externamente uma
faixa de tecido conjuntivo denso com fibras e fibroblastos organizados
paralelamente, enquanto que a regido central tornava-se desorganizada. Na regido

central observa-se grandes vasos sanguineos, areas com massas trofoblasticas
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afastadas do tecido placentario, pequenas células deciduais e grandes células
deciduais .

As placentas vitelinicas descritas no moc6é (OLIVEIRA et al. 2006), na
capivara (MIGLINO et al. 2002) e na paca (BONATELLI et al., 2006), possuem
aspecto viloso macro e microscopicamente. O mesénquima forma a parede do saco
vitelinico dispde-se formando estruturas vilosas, contendo mesénquima e vasos
sanguineos. A vascularizacdo da placenta vitelinica € citada por Mossman (1987),
Fisher (1971) e Kauffamn e Davidoff (1977), na fase analisada da capivara este
desenvolvimento viloso ndao pode ser observado macroscopicamente, mas
estruturalmente foram identificadas pregas recobertas pelo epitélio endodérmico. O
que foi observado como pequenos vilos microscopicos provavelmente nas fases
subsequente do desenvolvimento da placenta se tornaram longos e ramificados
vilos, identificaveis macroscopicamente, como descrito na placenta de termo de
capivara (MIGLINO et al. 2002). A inser¢gdo marginal da placenta vitelinica, sobre a
face fetal da placenta principal, foi comum ao descrito para outros roedores que
apresentam inversdo do saco vitelinico, incluindo uma area com concentragdo de
conjuntivo formando um anel fibrovascular, como no mocé (OLIVEIRA et al. 2006)

Com relacdo a porcao parietal da placenta vitelinica, a qual reveste a
superficie lateral da placenta principal, as caracteristicas histoldgicas deste epitélio
foram comuns as descritas para o mocd (OLIVEIRA et al.; 2006). A membrana de
Reichert’'s localiza-se abaixo deste endoderma vitelinico e a camada de
espongiotrofoblasto e o de sinciciotrofoblasto marginal dispdem-se entre estes e os
I6bulos da placenta principal.

Na placenta vitelinica a imunomarcacao do endoderma para citoqueratina e
do endotélio vascular e células mesenquimais para a vimentina e alfa-actina de
musculo liso também foi descrita na placenta do Mustela vison (WINTHER, et
al.,1999). A marcacao endotelial permitiu identificar a comprovar distribuicdo de
vasos sanguineos nesta regido. A citoqueratina ndo marcou o endoderma o saco
vitelinico. Vimentina foi positiva para o mesénquima. (MIGLINO et al., 2002)

Ao redor do feto a membrana amniética, macroscopicamente transparente,
insere-se na superficie da placenta principal e este fato também é descrito no moco,
na paca (BONATELLI, 2005) e cutia (RODRIGUES et., 2003).

Com relagéao a placenta principal, o formato discéide ou esférico, tipico dos

roedores, ja pode ser identificado na capivara nas placentas com embrides de
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11,5mm e esta caracteristica tornou-se mais pronunciada naquelas consideras em
estagio posterior com fetos de 55 e 58 mm. Este formato discéide é citado em
roedores como guinea-pig (KAUFMAN; DAVIFOFF, 1977), nutria (HILLEMAN;
GAYNOR, 1961.), paca (BONATELLI, et al, 2006.) e em capivaras de termo
(MIGLINO et al., 2002). Ja na cutia, a forma da placenta é esférica (RODRIGUES et
al, 2003).

As reagdes positivas para citoqueratina, vimentina e alfa-actina de musculo
liso na placenta principal comprovaram a organizagéo estrutural destas regides. As
imunomarcacoes identificaram no labirinto dos lébulos uma intensa capilarizagao
fetal disposta préxima ao sinciciotrofoblasto recobrindo lacunas maternas.

Nas observacbes das capivaras em inicio prenhez comparando com o0s
descritos por Miglino et al. (2002), a disposicéo dos l6bulos da placenta principal €
possivel na fase ser identificar a formagcao do centro do I6bulo e da organizacédo dos
I6bulos. No centro dos I6bulos ou naquelas regiées que correspondem ao que sera o
centro do lébulo, grandes vasos sao identificados comunicando-se com o sistema de
lacunas maternas que permeia o labirinto.

As areas de sinciciotrofoblasto interlébulo dispostas entre os I6bulos estao
em maior propor¢cao do que as observadas em placentas de meio e final de prenhez.
Os lébulos surgem na face voltada para o feto e que os grandes vasos dispostos
nestas areas sao envolvidos pelo labirinto que esta sendo organizado. A disposicao
radial em torno destes vasos ja pode ser observada em fetos de capivara com 55
mm de crow-rump. A propor¢éo entre areas de labirinto e areas de interldbulo ou de
sincicio com estas caracteristicas também ja sofrem modificacbes de uma placenta
com embrido de 11,2mm para uma placenta com feto de 58mm. Nesta ultima, os
I6bulos ja estdo organizados e observam-se menos areas de interlébulo. Estas
observacdes sugerem que estas areas vao sendo confinadas entre os Iébulos e nas
placentas mais desenvolvidas resultam em pequenas areas com grandes vasos
sanguineos, como descrito na placenta da capivara de termo (MIGLINO et. al 2002),
paca (BONATELLI et al, 2006), mocd (OLIVEIRA et al, 2006) e cutia (RODRIGUES
et al, 2003).

Apesar da distribuicdo microvascular da placenta nao ter sido abordada nos
resultados deste trabalho, acredita-se que o padrao de haver artéria materna e veia
fetal no centro dos lébulos e de veia materna e artéria fetal no interlobulo, permitindo
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que no labirinto o fluxo sanguineo corra em sentidos opostos (MIGLINO et al 2002),
estejam sendo formados nestas fases do desenvolvimento placentario analisados.

As fémeas estudadas estdo em inicio em de gestacdo, mas apresentam
diferencas no desenvolvimento da estrutura da placenta principal, Na fémea 04 a
arquitetura lobular esté iniciando a radiacdo em torno dos grandes vasos € o labirinto
esta composto por capilares sem orientagao radias Ja nas placentas das fémeas 03
e 06, as areas de labirinto e de interlébulo estdo bem diferenciadas, com orientacéo
das lacunas maternas no labirinto de forma paralela entre si e elaboracdo dos
I6bulos. Particularmente na fémea 03 a area de placenta principal mostra-se muito
mais desenvolvida com Iébulos mais distintos. Miglino et al., (2002) descreve que a
placenta de capivara a termo é estruturada em I6bulos, sendo que a maior parte
destes é constituida pelo labirinto que €& formada por colunas de células
trofoblasticas que delimitam as lacunas de sangue materno. A disposi¢ao do labirinto
confere o aspecto radial do centro para a periferia. Com isso, comparando 0s
resultados da capivara em inicio de prenhez com a de terno (MIGLINO et al., 2002),
é notavel a diferenga do desenvolvimento das estruturas da placenta principal em
desenvolvimento, ou seja, 0s animais analisados estdo em processo de
desenvolvimento do labirinto.

A organizagao do labirinto aqui provavelmente ainda ndo permite um fluxo
de corrente cruzada como descrito por MIGLINO et al. (2002), pela organizacao
tridimensional do sistema capilar e lacunar ainda ndo obedece a um sentido radial
em relacao ao centro do Iébulo e tampouco haver paralelismo entre os dois sistemas
sanguineos (materno e fetal) no labirinto.

Anadlises imunohistoquimicas de capivara, paca e cutia com vimentina, na
placenta principal, o labirinto e as &reas interlobulares, a citoqueratina & positiva na
capivara, cutia e paca para sinciciotrofoblasto do labirinto. Nem todo o labirinto
trofoblastico esta marcado positivo para citoqueratina, apenas os proximos aos
vasos maternos. Citoqueratina positiva nas areas de labirinto e interlébulo nas
células do sinciotrofoblasto. Alfa-actina de musculo liso positiva para o endotélio dos
capilares do labirinto, e nos vasos do labirinto, e reagbes negativas nas lacunas de
interlébulo.

Outra regido de extrema importdncia na placenta dos roedores
histricomorfos € a subplacenta, que surge no inicio da prenhez e regride durante os
ultimos estagios do desenvolvimento (KING, 1982) e esta disposta entre a placenta
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principal e a decidua basal, esta regido tem sido motivo de varios estudos em
algumas espécies em particular, com o objetivo de inferir suas fun¢des. Tanto na
paca (BONATELLI, 2005), quanto na cutia (RODRIGUES et al. 2006) € no moco
(OLIVEIRA 2005) em final de prenhez, a subplacenta foi observada, no entanto em
capivaras de termo esta regido praticamente desapareceu (MIGLINO et al,. 2002).
Na nutria (Myocastor coypus) a subplacenta persiste até o final da prenhez como
uma area lobular grande, sem cavidade, e ocupa uma &rea central no disco
placentario (HILLEMANN; GAYNOR, 1961). O desenvolvimento da subplacenta &
marcado por um aumento na espessura e convolucao das lamelas de citotrofoblasto
que forma o assoalho da concavidade denominada "escavagao central”, este evento
ocorre na fase inicial do desenvolvimento da subplacenta da viscacha (Lagostomus
maximus) e é observado em fases mais tardias do desenvolvimento subplacentario
no cuis (Galea musteloides), chinchila (Cavia porcellus) e coypu.(Myocastor coypus)
(ROBERTS; PERRY,1974)

A subplacenta é composta principalmente de cito e sinciciotrofoblasto,
caracteristicamente ndo possui vascularizagdo materna ou células de origem
materna entremeadas em seus lobulos. A subplacenta na cobaia (DAVIES et
al.,1961a), na cutia (RODRIGUES et al, 2006), na paca (BONATELLI, 2005), no
moco (OLIVEIRA et al, 2006) e na capivara (MIGLINO et al 2002) esta localizada
proxima a placenta principal, delimitada por tecido mesénquimal de origem fetal,
regiao esta chamada de zona de transicao.

Na paca (BONATELLI, 2005) € uma estrutura cuneiforme, cuja base mantém
uma intima relagdo com a placenta principal e seu &pice esta inserida no
endométrio. A presenca de células trofoblasticas ndo se restringe ao interior da
subplacenta na paca. Encontra-se em animais de terco médio e final de prenhez a
marcacao de PAS fraca ou ausente para citotrofoblasto, enquanto que positiva para
as células sinciciais no interior da subplacenta.

Oliveira et al. (2006) observaram que a subplacenta de mocd € um érgao
acessorio que permanece durante toda gestacdo, embora possa apresentar areas
de degeneracao a termo. A subplacenta € composta por Iébulos e por trofoblasto de
natureza sincicial e celular. Demonstra em seu estudo a localizacdo das células
sinciciotrofoblasticas da subplacenta centralmente aos l6bulos, onde possuem
ndcleos mais regulares que os do labirinto e aspecto irregular, com areas de
degeneracao celular.
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A subplacenta descrita em cobaias (DAVIES et al.,1961a) apresenta o
sinciotrofoblasto mais compacto na camada citotrofoblastica, e mais vacuolizado em
direcdo a decidua e também na margem da subplacenta (DAVIES et al.,1961b).
Para Roberts e Perry (1974) no final da prenhez a regressdo da subplacenta é
evidente pela reducdo em espessura do citotrofoblasto e a pela auséncia de figuras
mitéticas, embora a subplacenta ainda evidente na placenta de termo e, portanto, a
degeneracdo raramente esta completa. Rodrigues et al. (2006) descrevem que a
subplacenta esta recoberta por um tecido amorfo, préximo ao estroma endometrial,
contento residuos de células degeneradas. Lateralmente encontram-se vasos
sanguineos, onde suas paredes ndo apresentam endotélio e sdo revestidas por
massa de células gigantes ou multinucleadas. Caracteristicas estas observadas nas
placentas analisadas.

Microscopicamente, a subplacenta apresenta organizada em projecdes
lamelares irregulares, as quais possuem um eixo de tecido mesénquimal fetal. Este
eixo esta recoberto por uma camada continua de citotrofoblasto e o sinciotrofoblasto,
Na regido entre a decidua e a subplacenta, chamada de zona juncional, cita a
presenca de células trofoblasticas do tipo gigantes, multinucleadas, podendo estar
isoladas ou agregadas. Na subplacenta de guinea-pig a zona de transicdo ou
intermediaria € muito modificada pela condensacao e fusdo dos nucleos sinciciais, e
formava massas intensamente basofilicas e irregulares (DAVIES et al.,1961b). Na
zona de transicao entre a subplacenta da paca (BONATELLI, 2005) e decidua basal,
células trofoblasticas multinucleadas isoladas ou em agregados espalhadas no
tecido endometrial e junto aos vasos sanguineos e na zona juncional da paca entre
a subplacenta e as lamelas, as células trofoblasticas gigantes também estavam
presentes em perfilados agregados descontinuos que a medida que se afastaram da
subplacenta tornaram-se mais amplos.

Para Hillemann e Gaynor (1961) a subplacenta ndo é considerada como um
6rgao para troca de substancias materno-fetais, portanto, a vascularizacdo desta
regiao pare servir somente para nutricdo do tecido da subplacenta. Sugere Bonatelli
(2005) que a subplacenta estivesse envolvida na transferéncia de nutrientes da
decidua para o feto. Além disso, a fungao da subplacenta nos histricomorfos ainda é
desconhecida (LUCKETT; MOSSAN, 1981).
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Rodrigues et al., 2006 descreve organizacao da subplacenta é semelhante
na cutia, assim como Bonatelli (2005) para as pacas e cita que nas regides mais
internas da subplacenta, ndo € possivel distinguir o tecido materno e o espacgo
interlamelar ocupado predominantemente pela massa de sinciotrofoblasto
entremeada por tecido amorfo acelular. Nas em terco médio de prenhez o espaco
interlamelar estd ocupado predominantemente pelo sinciotrofoblasto, porém em
algumas areas possuem material amorfo e restos celulares de origem provavelmente
materna.

A vascularizagdo do sincicio da subplacenta de cobaias difere da placenta
corioalantéica, pois € uma regido exclusivamente vascularizada por meio de vasos
de origem fetal e contém, em vez de canais de sangue maternos, um sistema de
espagos lacunares preenchidos de material amorfo (DAVIES et al.,1961a).
Rodrigues et al. (2006) observa que no mesénquima da subplacenta encontram-se
vasos sanguineos com diferentes calibres, parede delgada e recobertos por
endotélio. A vascularizagdo da subplacenta na paca (BONATELLI, 2005) comprova a
auséncia de vasos de origem materna na subplacenta e demonstra uma irrigacao
oriunda da artéria fetal que, apds capilarizacdo na subplacenta, dirige-se para os
I6bulos da placenta principal.

Na subplacenta ja nesta fase, ndo se observam vasos maternos dispostos
no sinciotrofoblasto e as largas lacunas observadas possuem apenas material
amorfo. A composicéo vascular da subplacenta, comprovada pela imunolocalizagao
da vimentina e alfa-actina de musculo liso, as quais identificam os vasos sanguineos
fetais nos eixos de mesénquima que sustentam o citotrofoblasto, comprova que
apenas vasos fetais constituem essa regido marcacdo positiva do cito e do
sinciciotrofoblasto para citoqueratina.

Na paca (BONATELLI 2005) e na cutia (RODRIGUES et al.,, 2006) a
vimentina apresenta intensa reagao positiva no revestimento endotelial dos vasos
sanguineos na subplacenta. A composi¢do vascular na subplacenta ndo apresenta
reagao positiva para vimentina nos leitos vasculares que permeiam o tecido materno
da interface subplacenta-endometrio

A citoqueratina na subplacenta da paca (BONATELLI, 2005) e na cutia
(RODRIGUES et al., 2006) apresenta intensa reacdo positiva para as células
localizas no citotrofoblasto e no sinciotrofoblasto das lamelas, e com menor

intensidade para nas células gigantes localizadas na regido mais externa das
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lamelas, e negativo para a massa amorfa. Na capivara a reagao obtida para
citoqueratina é forte para citrofoblasto e fraca no sinciotrofoblasto e nas células
gigantes. As camadas de citotrofoblastos nestas fases s&o de duas ou mais células.

Andlises imunohistoquimicas de capivara, paca e cutia com vimentina, na
placenta principal, o labirinto e as &reas interlobulares, a citoqueratina € positiva na
capivara, cutia e paca para sinciciotrofoblasto do labirinto. Nem todo o labirinto
trofoblastico esta marcado positivo para citoqueratina, apenas os proximos aos
vasos maternos. Citoqueratina positiva nas areas de labirinto e interlébulo nas
células do sinciotrofoblasto. Alfa-actina de musculo liso positiva para o endotélio dos
capilares do labirinto, e nos vasos do labirinto, e reacdes negativas nas lacunas de
interlobulo.

Nas areas proximas a subplacenta os vasos sanguineos da decidua tiveram
o endotélio e a parede muscular substituidas por células trofoblasticas e grandes
células deciduais, caracterizadas pelo tamanho e forma do nucleo, o qual podia
ultrapassar 20 um de didmetro, e pelo citoplasma eosindfilo e PAS positivo, com ate
100 um de comprimento. As marcagdes vasculares na decidua basal demostram
gue 0s vasos sanguineos maternos séo invadidos pelo trofoblasto que migra pela
decidua. As grandes células deciduais foram localizadas na parede de vaso, bem
como celulas trofoblasticas. Em alguns pontos a vimentina evidenciou que o
endotélio esta descontinuo e a marcagao de alfa-actina demonstra que a parede dos
vasos foi substituida restando pequenos pontos ao longo dos vasos. Células
deciduais foram positivas para citoqueratina na placenta de camundongos
(VERCRUYSSE et al., 2006). Esta “invasao” provavelmente é o processo pelo qual a
placenta ocupa espaco, reduzindo a massa decidual, uma vez que nas placentas de
termo de capivara (MIGLINO et al., 2002). Esta regido é bem reduzida, restrita a
uma fina faixa.

Apesar do vérios estudos j& realizados em placenta de roedores
histricomorfos, estudos mais detalhados das regides deciduais e subplacenta ainda
S&0 necessarios, principalmente, para determinar fungdes enddcrinas do trofoblastos

da subplacenta e o papel das células deciduais e sua dinamica.
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7 CONCLUSOES

1- Apds a andlise, o Utero da capivara € duplo composto por mucosa com glandula

suterinas e musculatura espessa.

2- A placenta da capivara é classificada como discoidal, labirintica, hemocorial com
subplacenta e o terco inicial de prenhez apresenta as seguintes regides: decidua
(capsular e basal), placenta vitelinica (visceral e parietal), placenta principal,

subplacenta e amnio.

3- A decidua capsular no terco inicial da prenhez é espessa e densa e degenera alo
longo da prenhez.

4- A placenta vitelinica insere-se na superficie da placenta principal em suas
margens projetando-se completamente sobre o embrido e o a&mnio e torna-se a

membrana externa da placenta com a degeneragao da decidua capsular.

5- O amnio caracterizado como uma membrana fina que envolve o embrido ou feto,

com epitélio pavimentoso com células com nucleos achatados.

6- A placenta principal é discéide e lobulada. Os I6bulos formam-se na face fetal e
ao desenvolver-se irradiam para o centro. Comparando os resultados da capivara
em inicio de prenhez com a de terno € notavel a diferenga do desenvolvimento das
estruturas da placenta principal em desenvolvimento, ou seja, os animais analisados

estdo em processo de desenvolvimento do labirinto.

7- Ja nas fases iniciais da formacao do labirinto, a imunomarcacao da vimentina,

alfa-actina e citoqueratina comprovaram a organizac¢ao do labirinto e interlébulo.

8- A subplacenta localizada entre a placenta principal e a decidua basal. A zona de
transicao entre a placenta principal e subplacenta constituida por tecido conjuntivo
fetal e vasos sanguineos. A zona juncional esta posicionada entre a subplacenta e a
decidua.



9- A decidua basal possui vasos sanguineos maternos cujo endotélio é substituido

por trofoblasto.

10- A organizacéao estrutural da placenta de terco inicial de capivara compartilha as

descrigdes para o periodo de desenvolvimento correspondente em guinea-pig
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