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RESUMO

Em dois experimentos distintos, foi avaliado o tefedo hipertirecidismo na taxa de
proliferacdo, apoptose e na morfometria do Uteda eplacenta durante a gestacdo e apos o
parto, bem como o desenvolvimento fetal. No expemim 1, foram utilizadas 36 ratas Wistar
adultas distribuidas em dois grupos de 18 aninmgertiredideo e eutirdideo (controle). As
ratas foram acasaladas e apos sete, 14 e 19 digesiecdo, seis animais/grupo foram
sacrificados. O utero juntamente com a placenta pesado e submetido a avaliacdo
histomorfométrica e imunoistoquimica para a deteagéo da taxa de proliferacdo celular e de
apoptose com 0 uso dos anticorpos anti-CDC-47 iecaspase-3, respectivamente. Os fetos
foram quantificados e pesados individualmente. Klmeemento 2, foram utilizadas 12 ratas
Wistar adultas distribuidas em dois grupos de seisnais: hipertiredideo e eutiredideo
(controle). As ratas foram acasaladas e dois giés a parto foram sacrificadas. O Gtero foi
avaliado de forma semelhante ao experimento 1v@sos das ratas de ambos os experimentos
foram avaliados. O hipertireoidismo aumentou a texa&vulacdo e de concepgédo sem alterar a
viabilidade e o tamanho dos fetos. No Utero gestanhipertireoidismo ndo alterou a espessura
das suas camadas e a taxa de proliferacdo e ddos@ofNo entanto, na placenta, o
hipertireoidismo aumentou o didametro médio daslagltrofoblasticas e aumentou a espessura
e a taxa de proliferacdo da camada de espongibtasto aos 14 dias de gestagao. Durante a
involucdo uterina, o hipertireoidismo aumentou Kigativamente a taxa de proliferacdo e
reduziu a taxa de apoptose das camadas uterinasluEse que o hipertireoidismo aumenta a
taxa de concepcdo, por aumentar a taxa de ovulagdor induzir alteracdes placentérias
significativas durante a gestacdo e aumenta ad@yaoliferacdo e reduz a taxa de apoptose das
camadas uterinas apdés o parto.

Palavras chave: hipertireoidismo, utero, placeygatacéo, pos-parto, rata Wistar.
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ABSTRACT

In two different experiments, the hyperthyroididfeat was evaluated on the proliferation rate,
apoptosis and morphometry of uterus and placentandugestation, fetal development and
after birth. In the first experiment, 36 sexuallntore female Wistar rats were distributed in
two groups of 18 animals: hyperthyroid and euthgr@iontrol). The female rats were mated
and after seven, 14 and 19 days of gestation,rgimas/group were sacrificed. The uterus and
the placenta were weighed and submitted to histphmmetric and immunohistochemical
evaluation to determine the cellular proliferatiosite and apoptosis, using the antibodies anti-
CDC-47 and anti-caspase-3, respectively. The éstusvere quantified and weighed
individually. In the second experiment, 12 sexuaibture female Wistar rats were distributed
in two groups of six animals: hyperthyroid and gutid (control). The female rats were mated
and sacrificed after two days pos-parturition. Tuteri were evaluated on the same way as the
first experiment. The rats’ ovaries were evaludtetoth experiments. The hyperthyroidism has
increased the ovulation and conception rates withdigturbing the size and viability of the
fetuses. In the pregnant uterus, the hyperthyroiddid not change the layers’ thickness,
proliferation rate or apoptosis. However, on theg#nta, the hyperthyroidism increased the
medium diameter of the trophoblastic cells and al@thickness and proliferation rate of the
cytotrophoblast at 14 days of gestation. During tierine involution, the hyperthyroidism
raised the proliferation rate significantly and neckd the apoptosis rate of the uterine layers. In
conclusion, the hyperthyroidism increases the cptioe rate because of the ovulation gain and
induces significant placentary changes during peewy and increases the proliferation rate
and reduces the apoptosis rate of the uterine \y®o days pos-parturition.

Key-words: hyperthyroidism, uterus, placenta, giésta pos-partum, rat Wistar
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1. INTRODUCAO

Durante a gestacdo, o Utero sofre uma série (Gardner

parecem agir no Utero regulando a
responsividade do 6rgdo ao estrdgeno
et al, 1978). Assim, no

de modificagdes que resultam numa extensa hipotireoidismo h& reducdo da resposta de

reorganizacdo tecidual cuja principal
finalidade € acomodar o concepto (Correia-
da-Silva et al, 2004). Em ratos e
camundongos, 0 Utero responde aos
estimulos advindos do blastocisto que
conferem mudancas tanto no seu epitélio
quanto no estroma, promovendo a
implantacdo e formacdo da decidua
(Weitlauf, 1994; Joswig et al., 2003).

A implantacdo do embrido se inicia com a

células uterinas ao estrégeno, diminuindo a
proliferacédo de células epiteliais, estromais e
miometriais (Kirkland et al., 1981).

J& no hipertireoidismo, ha estimulo da
foliculogénese ovariana e diminuicdo da
atresia folicular em ratas puberes (Serakides
et al.,, 2001). Recentemente foi observado
que o hipertireoidismo induz modificacdes
significativas no Utero de ratas pré-puberes,
e que apO6s a maturidade sexual as

aposicao do blastocisto e com a adesdo do modificacdes ocorrem tanto no Gtero quanto

trofoblasto ao epitélio uterino receptivo
(Guillomot et al.,, 1993; Weitluf, 1994;

Joswig et al.,, 2003). Por sua vez, o
endométrio uterino responde a implantacdo
do blastocisto com extensa proliferacdo e
diferenciagdo das células deciduais,
formando as deciduas antimesometrial e
mesometrial, que sofrem regressdo por
apoptose. Existe comprovacdo de que o
equilibrio entre as taxas de proliferacéo e

morte celular € essencial para o sucesso da

implantacdo e manutencdo do embrido

na tuba uterina em intensidade variavel e
dependente da fase do ciclo estral (Oliveira
et al., 2005). Esses achados indicam que tais
mudancas no utero e na tuba uterina de ratas
hipertiredideas ndo gestantes podem dar
maior  suporte ao incremento da
foliculogénese com aumento da taxa de
gestacdo, jA que foi relatado, também, que
ratas gestantes hipertiredideas parem maior
namero de filhotes (Rosato et al., 1992).

Apesar de o hipertireoidismo ser uma das

durante todo o periodo gestacional e que o endocrinopatias mais frequentes na mulher e
aumento da taxa de apoptose das células de haver varios estudos sobre seu efeito em

deciduais aumenta significativamente o0s

casos de aborto espontdneo em humanos Serakides,

(Kokawa et al., 1998).

As disfuncbes tireoidianas modificam a
morfofisiologia do sistema genital de fémeas

todo o organismo (Carneiro et al., 2000;
2000a; Serakides, 2000b;
Serakides, 2001; Franklin, 2003; Ocarino et
al., 2003; Oliveira et al., 2005; Serakides,
2005), hé& total caréncia de informagBes no
gue diz respeito as modificacbes que

ndo gestantes por mecanismos ainda n&o ocorrem no Utero e na placenta de fémeas

totalmente elucidados. O hipotireoidismo
diminui o volume absoluto do endométrio e

gestantes com hipertireoidismo. Assim, o
objetivo principal deste trabalho foi estudar

a camada muscular do Utero de ratas (Inuwa a taxa de proliferacdo e apoptose celular e a

e Williams, 1996; Silva et al., 2004). Isso

histomorfometria do Utero e da placenta de

leva & hipétese de que essas mudangasratas hipertiredideas durante a gestacao e no

causem dificuldades de concepcdo e
manutencao da gestacao, no
hipotireoidismo. Os hormdnios tireoidianos

pos-parto, bem como avaliar o

desenvolvimento fetal.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Morfofisiologia uterina

O utero € o 6rgdo do sistema genital
feminino que desempenha  funcdes
essenciais a
modificacbes durante o ciclo estral e na
gestacao aumenta seu volume
significativamente, retornando ao tamanho
normal no pés-parto. Durante a gestacao, o
Utero é responsavel pela implantagéo,
acomodacao e desenvolvimento embrionario
e fetal (Hafez, 1993). E dividido, na maioria
dos mamiferos, em cornos bilaterais ligados
as tubas uterinas, em corpo e um colo ou
cérvix, que se unem a vagina (Maximow e
Bloom, 1957). Sua parede,
histologicamente, € constituida por trés
camadas: mucosa ou endométrio, muscular
OU miométrio e serosa ou perimétrio
(Maximow e Bloom, 1957; Junqueira e
Carneiro, 1995).

2.1.1 Endométrio
O epitélio de revestimento do endométrio é

colunar simples, porém &reas de epitélio
pseudoestratificado colunar podem ocorrer

Sob a acéo enddcrina dos ovarios, produzida
por estimulo da adeno-hipdfise, o
endométrio sofre modificagBes estruturais
ciclicas e funcionais (Maximow e Bloom,
1957; Junqueira & Carneiro, 1995). As
modificagbes ciclicas endometriais sao

reproducdo nas diferentes diferentes nas varias espécies, inclusive nas
espécies de mamiferos. E capaz de sofrer ratas,

em decorréncia de diferentes
caracteristicas dos ciclos estrais. O ciclo
estral, por sua vez, geralmente é dividido em
cinco distintos, porém continuos estagios
(Banks, 1993; Hafez,1993; Freeman, 1994,
Ojeda e Urbanski, 1994):

O proestro compreende o periodo de
maturacao folicular sobre a influéncia do
FSH. Os foliculos comecam a secretar
estrégeno, que € responsavel pelas
modificagbes nos 0Orgdos genitais, o que
leva, desta forma, ao desenvolvimento
uterino. O revestimento epitelial hipertrofia,
porém as glandulas endometriais
permanecem retilineas. A vascularizagcdo e
congestao aumentam e também pode ocorrer
hemorragia. Nesta fase, o aumento dos
niveis de estrégeno se sobrepBe aos niveis
de progesterona (Banks, 1993; Hafez,1993;
Freeman, 1994; Ojeda e Urbanski, 1994).

O estro é marcado pela completa influéncia

na porca e nos ruminantes assim como focos do estrégeno sobre os 6rgdos genitais. A

isolados de epitélio cuboidal (Banks, 1993).
Além de revestir, o epitélio também secreta,
juntamente com as glandulas endometriais,
muco e lipides. O endométrio apresenta a
camada superficial da lamina prépria
constituida por tecido conjuntivo frouxo

ricamente vascularizado com inumeros
fibroblastos, macréfagos e mastocitos. A
partir do sangue, heterofilos, eosindfilos,
linfécitos e células plasmaticas penetram a
lamina prépria (Junqueira & Carneiro,

1995). Ainda ¢é constituido da camada
profunda da lamina prépria que consiste em
um tecido conjuntivo frouxo e bem menos
celularizado quando comparado & camada
superficial (Maximow e Bloom, 1957;

Banks, 1993; Junqueira e Carneiro, 1995).
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proliferacdo epitelial e glandular continua e
torna-se mais evidente enquanto a atividade
secretora celular aumenta. Ha congestéo,
edema e hemorragia. Esse € o periodo de
receptividade sexual por parte das fémeas e
€ nele que ocorre a ovulacdo (Banks, 1993;
Hafez,1993; Freeman, 1994; Ojeda e
Urbanski, 1994).

O metaestro € o estagio transicional em que
h&d declinio dos niveis de estrogeno
contrabalanceado pelo aumento dos niveis
de progesterona, devido ao desenvolvimento
do corpo lateo. A hiperplasia glandular

continua e ocorre elevada atividade

secretora, enquanto o edema tecidual
diminui ou até mesmo desaparece (Banks,



1993; Hafez,1993; Freeman, 1994; Ojeda e como por exemplo a cadela e a gata, sdo
Urbanski, 1994). monoéstricos e possuem um ou dois ciclos
estrais por ano, seguido por um periodo
O diestro € o periodo do ciclo estral onde prolongado de anestro. Ja os animais com
existe influéncia predominante de ciclos continuos, sem um periodo de anestro,
progesterona. Observa-se marcada tais como a vaca, a porca e os roedores, ou
hiperplasia glandular e, se ocorrer 0s animais que apresentam ciclos sazonais
fertilizacdo, a maxima atividade secretora € como, por exemplo, a ovelha, a cabra e a
mantida. Porém, se ndo houver fertilizacdo, égua, sdo denominados poliéstricos. O grau
a vascularizacdo diminui, a atividade de degeneracéo e regeneracdo do endométrio
secretora cessa e 0 revestimento celular e dos animais monoéstricos € bem maior
glandular involui. A fertilizagdo do ovocito e quando comparado aos poliéstricos (Hafez,
subseqlente  gestacdo  resultam no 1993). O fator precipitador das modificacbes
prolongamento do diestro, assim como em degenerativas uterinas é provavelmente a
situagbes de pseudogravidez ou no anestroisquemia local. As modificacbes uterinas
lactacional (Banks, 1993; Hafez,1993; regenerativas sdo induzidas pelo estrogeno e
Freeman, 1994; Ojeda e Urbanski, 1994). prolongadas pela progesterona, que induz a
atividade secretora glandular e influencia o
E por fim, o anestro é o periodo prolongado endométrio a produzir uma placenta materna
de inatividade sexual. O endométrio quando estimulada pela presenca do
encontra-se delgado e revestido por epitélio blastocisto (Junqueira e Carneiro, 1995).
simples cuboidal. As glandulas uterinas sao
espagadas, assumindo a forma simples ou 2.1.2 Miométrio
tubular ramificada (Banks, 1993;
Hafez,1993; Freeman, 1994; Ojeda e Formado por uma espessa camada de fibras
Urbanski, 1994). musculares lisas, o miométrio se divide em
uma camada circular internastriatum
Durante o proestro e o0 estro, grandes submucosuine uma camada longitudinal
foliculos ovarianos produzem estrégeno, externa ¢tratum subserosumque sofrem
enquanto que durante o metaestro e o diestro hipertrofia e hiperplasia durante a gestacéo.
0 corpo lateo produz progesterona. Desta Entre essas duas camadas, ou
forma, tanto o efeito estrogénico quanto o profundamente na camada circular interna,
progesterbnico sdo, em grande parte, localiza-se 0 estrato vascularstratum
responsaveis pelas modificagdes ciclicas do vascular¢ que é composto de grandes
endométrio. O ciclo menstrual dos primatas artérias, veias e vasos linfaticos, os quais se
possui duas fases: folicular e luteal. A fase comunicam com o endométrio (Maximow e
folicular, ou fase proliferativa, inclui os Bloom, 1957; Junqueira e Carneiro, 1995).
eventos que ocorrem durante o proestro e o O miométrio sofre acdo de hormdnios, tais
estro; enquanto a fase luteal, também como: progesterona, estrogeno, relaxina,
chamada de fase progestacional ou fase ocitocina e prostaglandina (Nascimento e
secretdria, diz respeito aos eventos similares Santos, 2003).
agueles do metaestro e do diestro (Maximow
e Bloom, 1957; Burkit et al, 1994; 2.1.3 Perimétrio
Junqueira e Carneiro, 1995).
O perimétrio é constituido por tecido
Os estagios do ciclo estral sdo variaveis conjuntivo frouxo revestido pelo mesotélio
entre as espécies domésticas, porém os peritoneal, células musculares lisas e
animais podem ser classificados como inumeros vasos linfaticos, vasos sanguineos
monoestrais ou poliestrais. Alguns animais, e fibras nervosas. O perimétrio, a camada
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longitudinal e o estrato vascular do
miométrio sdo todos continuos com as
estruturas correspondentes do ligamento
largo do utero (Maximow e Bloom, 1957;
Junqueira e Carneiro, 1995).

2.2 Fertilizacdo e desenvolvimento do
blastocisto

O desenvolvimento de um novo individuo
requer a transferéncia dos gametas
masculinos para o0 sistema genital feminino
com a finalidade de fertilizar os gametas
femininos. Para isso, os espermatozéides
precisam sofrer certas modificacbes no
interior do trato reprodutor feminino, de
modo a adquirir capacidade para penetrar a
zona pelucida e fertilizar o ovocito, por um
processo denominado capacitacdo. Esta
consiste na remocdo das glicoproteinas,
originarias do plasma seminal, da superficie
celular espermatica e na ativagdo das
enzimas hidroliticas (Hafez, 1993).

O processo de fertilizacdo ocorre quando h&a
a fusdo dos gametas masculino e feminino

espessa, a massa celular interna que faz
saliéncia para o interior da cavidade,

compreendendo assim, a fase de blastocisto
(Maximow e Bloom, 1957; Guillomot et al,

1993; Hafez, 1993; Weitlauf, 1994;

Junqueira & Carneiro, 1995). Ambas as

categorias celulares do blastocisto sao
essenciais para o0  desenvolvimento
embrionario: o trofoblasto estd envolvido

nas interagdes com o Utero resultando na
implantacdo, enquanto a massa celular
interna dar4 origem ao embrido e aos
folhetos embrionarios (ectoderma,

endoderma e mesoderma). A interacao,
associacdo e desenvolvimento desses
folhetos resultam na diferenciacdo dos
tecidos e 6rgdos do feto e também na
formacdo das membranas fetais (Guillomot
et al, 1993). A passagem do blastocisto da
tuba uterina ao Utero € controlada pela acao
do estrogeno e também ocorre pelo auxilio
de fracos movimentos peristélticos da tuba
uterina e por movimentos ondulares dos
cilios das células epiteliais (Bishop, 1969).

O periodo da chegada do embrido ao Utero,
assim como a implantacdo é variavel entre
as espécies animais (Guillomot et al, 1993;

para formar uma U(nica célula chamada Jainudeen e Hafez, 1993; Weitlauf, 1994;
zigoto (Hafez, 1993). Este processo ocorre Junqueira & Carneiro, 1995). Porém na rata,
na ampola da tuba uterina, seguido da sua esses periodos correspondem 3-4 dias e 5

segmentacdo a medida que o ovQcito
fertilizado se desloca passivamente em
direcdo ao utero (Hafez, 1993). Por meio de
mitoses e clivagens sucessivas, 0 zigoto
torna-se uma estrutura denominada mérula
(Guillomot et al, 1993; Junqueira &

Carneiro,1995). As células originadas pela
segmentacdo do  zigoto  chamam-se
blastbmeros (Maximow e Bloom, 1957;

Hafez, 1993; Junqueira e Carneiro, 1995).

Devido ao acumulo gradual de liquido
ocorre 0 surgimento de uma cavidade na
porcdo central da moérula (Maximow e
Bloom, 1957; Hafez, 1993; Junqueira e
Carneiro, 1995). Os blastémeros, afastados
pelo liguido advindo da tuba, passam a
constituir uma camada periférica, o0
trofoblasto ou trofectoderma, com uma area
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dias,
1993).

respectivamente (Guillomot et al.,

O periodo correspondente a 4-5 dias ainda
propicia ao utero o término da sua resposta
inflamatdria no que diz respeito a remogéao
dos espermatozoides e também possibilita a
secrecdo de nutrientes pelas glandulas
endometriais, sob a acdo da progesterona
originada do corpo lateo (Junqueira &
Carneiro, 1995). As necessidades nutritivas
do blastocisto sdo supridas pelas secrecdes
advindas da tuba uterina e do Utero. Apdés
sua chegada no Uutero, o blastocisto
permanece um periodo em contato com o
endométrio e € envolvido pela secre¢éo das
glandulas endometriais (Junqueira &
Carneiro, 1995). E importante salientar que
o0 termo embrido passa a ser empregado



desde o estagio de blastocisto até que ocorraEmbora possam existir diferentes processos
diferenciacdo dos sistemas de 6rgdos e dade implantacdo entre os mamiferos, o
placenta. ApOs esse estagio o concepto € blastocisto apresenta caracteristicas
denominado feto (Hafez, 1993). similares em todas as espécies. Tal evento
pode ser resumido como uma série de
interacbes complexas entre dois tecidos, o
2.3 Implantacdo embrionéria endométrio e o trofoblasto, que dardo
origem as estruturas placentarias (Guillomot
A implantacdo é considerada um passo de et al., 1993). Com excecdo das espécies que
grande importancia para os mamiferos no possuem o tipo de placentacdo superficial
estabelecimento da gestacdo e requer o (epiteliocorial), todos os  embrides
completo sucesso de eventos sequenciais taismamiferos penetram o epitélio uterino e a
como o desenvolvimento materno uterino, o lamina basal com a finalidade de estabelecer
desenvolvimento e a fixacdo do concepto e a uma relacdo vascular definitiva com a mae.
formacgédo da placenta (Imakawa et al, 2004). No  entanto, este processo varia
Esse fenbmeno ocorre quando, ainda na fase consideravelmente de espécie para espécie
de blastocisto, a zona pelucida se rompe no que diz respeito ao periodo de
permitindo que as células trofoblasticas implantacdo e  suas  caracteristicas
entrem em contato direto com o endométrio citologicas (Weitlauf, 1994).
ao qual se aderem. Imediatamente comeca
uma multiplicacéo intensa dessas células que A implantacdo em roedores e primatas difere
irdo assegurar a sua nutricdo por meio do daquela que ocorre nos animais domésticos
endométrio. Porém, a massa celular interna fixando-se, algumas horas depois da sua
que dard origem ao embrido, desenvolve entrada no Utero, ao endomeétrio,
muito pouco nesta fase. Salienta-se que introduzindo-se no Gtero materno. J4 nos
nenhuma outra camada embriogénica € habil animais domésticos, existe um periodo de
para iniciar a implantacdo (Guillomot et al., pré-implantacdo (denominada fase pré-
1993). As células trofoblasticas fixam-se receptiva do Utero) prolongado apés a
diretamente ao endométrio, entretanto, a chegada do embrido no Uutero, o que
massa celular interna é requerida para a possibilita a migracdo do embrido, secrecao
manutencdo do trofoblasto, indicando assim pelas glandulas endometriais uterinas e a
que ambos estdo envolvidos no sucesso dasinalizacdo do  concepto para o0
implantacéo (Imakawa et al., 2004). reconhecimento materno da gestacdo. Além
disso, nessas espécies ndo ha invasdo ou
A implantacao ocorre quando o endométrio deslocamento do tecido materno pelo tecido
estda na fase secretora, apresentandofetal e o concepto permanece no lumen
glandulas com moléculas nutrientes para o uterino durante todo o periodo gestacional
embrido, vasos sanguineos dilatados e a (implantacdo epiteliocorial). Entretanto em
lamina propria ligeiramente edemaciada carnivoros, roedores e primatas, o0
(Jungueira & Carneiro, 1995). O trofoblasto blastocisto é gradualmente implantado
€ capaz de obter os nutrientes do Gtero por intersticialmente no endométrio através da
meio de endocitose e também por fagocitose penetracdo do trofoblasto no utero
(Schlafke e Enders, 1975). Esse fenbmeno (implantacdo hemocorial e endoteliocorial)
se intensifica a medida que aumenta a (Guillomot et al., 1993).
funcao nutricional do trofoblasto,
particularmente nas espécies em que a O processo de implantacdo pode ser
implantacao é tardia e a atividade secretora € subdividido em vérios estdgios delineados
alta (Guillomot et al., 1993). pela interacéo celular entre o trofoblasto e o
endométrio uterino (Schlafke e Enders,
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1975; Enders, 1976; Guillomot et al., 1993; placentacdo do tipo epiteliocorial (Schlafke
Weitlauf, 1994; Bowen e Burghardt, 2000; e Enders, 1975; Enders, 1976; Guillomot et
Dey et al., 2004; Armant, 2005). al.,, 1993; Weitlauf, 1994; Bowen e
Burghardt, 2000; Dey et al., 2004; Armant,
A desintegracdo da zona pelacida é o 2005).
primeiro estagio da implantacdo. Ela se da
pela lise enzimatica por meio das proteases A invasdo endometrial implica na
advindas do utero materno e/ou do préprio penetragdo da lamina basal epitelial pelo
embrido. ApGs a perda da zona pellcida o trofoblasto. Trés categorias de penetragédo
blastocisto € posicionado e imobilizado no endometrial sdo descritas: implantacdo por
Gtero por um periodo de tempo variavel e deslocamento (ratos, camundongos e alguns
sua orientacdo sera determinada conforme a primatas), implantacao por fusao (coelhos) e
espécie animal. Sendo assim, a posi¢cdo do implantacdo por intrusdo (carnivoros).
embrido na cavidade uterina pode ser (Schlafke e Enders, 1975; Enders, 1976;
classificada como central (coelhos, equinos, Guillomot et al., 1993; Weitlauf, 1994;
suinos, bovinos, ovinos) ou excéntrica com Bowen e Burghardt, 2000; Dey et al., 2004;
(ratos e camundongos) ou sem formacdo de Armant, 2005).
uma cémara de implantacdo (mulher). A
orientacdo do blastocisto também pode ser A implantagdo do blastocisto é dependente
definida com base na posicdo do disco de alguns fatores embrionarios intrinsicos
embrionario, tendo como referéncia o0 que operam em conjunto com sinais
mesomeétrio, como mesometrial (ratos, extrinsicos advindos do sistema genital
camundongos, coelhos), antimesometrial feminino (Armant, 2005). O sucesso da
(carnivoros) ou lateral (mulher). O primeiro implantagdo embriondria esta fortemente
contato do embrido com o endométrio pode correlacionado aos processos envolvendo
ser denominado como antimesometrial hormoénios, citocinas, moléculas de adesao,
(ratos, camundongos, coelhos), mesometrial enzimas e fatores de crescimento (Dey et al.,
(morcegos frugiveros), lateral (mulher), 2004).
difuso (suinos, equinos) ou cotiledonario
(bovinos, ovinos). (Schlafke e Enders, 1975; Dentre alguns fatores intrinsicos produzidos
Enders, 1976; Guillomot et al., 1993; pelo préprio embrido, que sédo reconhecidos
Weitlauf, 1994; Bowen e Burghardt, 2000; pela mée, se destacam: o fator ativador de
Dey et al., 2004; Armant, 2005). plaquetas que produz vasodilatacdo local e
provavelmente tem acdo autdcrina ou
O terceiro estagio é denominado estagio de paracrina no inicio da implantagéo, além de
aposicdo. Durante esta fase, existe um outras moléculas como histamina,
intimo contato entre as células epiteliais prostaglandinas e algumas glicoproteinas
uterinas com as células trofoblasticas, vista especificas que sdo secretadas pelo embrido
em todas as espécies, porém estas célulase que desempenham papel importante na
ainda nao penetram o endométrio. No implantacdo. Nas espécies em que 0 corpo
estagio de adeséo, a fixacdo do blastocisto luteo ndo produz estrogeno, o embrido
no endométrio ocorre por meio da secreta esse horménio durante a fase de
interdigitacdo dos microvilos uterino e a implantacdo. No caso dos suinos, por
membrana celular trofoblastica. Nos exemplo, o trofoblasto produz uma
roedores e na mulher, juncdes celulares quantidade significativa de estrogeno
especializadas, denominadas desmossomos,(Guillomot et al.,1993).
sé@o observadas entre os dois tecidos. Esse
estdgio representa a Ultima fase da As modificagcbes horménio-dependentes do
implantacdo em espécies que possuem processo de proliferacdo e diferenciacdo
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ocorrem em todos os compartimentos do Os ativadores de plasminogénio sé&o
endométrio e sdo essenciais, tanto para a proteases séricas importantes na implanta¢éo
receptividade do embrido quanto para o embrionaria, visto que, estas proteases s&o
desenvolvimento da reacdo decidual responsaveis pela conversao do
(Weitaluf, 1994). Vérios fatores  plasminogénio em uma potente plasmina.
endometriais, controlados pela acdo da Por sua vez, a plasmina pode degradar direta
progesterona e do estrogeno, sdo conhecidosou indiretamente todos os componentes da
por regular a receptividade uterina 0 que matriz extracelular. Em estudos realizaoios
resulta no sucesso da implantagdo. Em vitro e in vivo com embrides de ratos foi
roedores e primatas, a implantacdo € detectada a presenca dessas proteases no
estabelecida quando o estrégeno age sobre otrofoblasto do blastocisto apoiando a
endométrio que estad sob influéncia da hipétese de que os ativadores de
progesterona. Além disso, um embrido que plasminogénio assumem papel importante
entra no Utero antes dele ter sido preparado no processo de implantacdo embrionaria e
pela progesterona ndo implantara. Sendo que a razdo de uma baixa taxa de
assim, tanto o estrébgeno quanto a implantagdo envolve a reducdo da atividade
progesterona sdo reguladores diretos da destes ativadores (Aflalo et al., 2005).
receptividade uterina, apesar de que o0s
mecanismos exatos pelos quais isso ocorre Muitas citocinas sdo expressas no Utero,
ainda ndo estdo bem estabelecidos. A porém somente algumas tém sido requeridas
influéncia do estrogeno e da progesterona para a implantacdo do trofoblasto no
tem sido examinada pela exclusdo dos endométrio (Weitlauf, 1994; Imakawa et al.,
receptores de estrogeno e progesterona nas2004; Rahman et al., 2004). O fator
células uterinas (Imakawa et al., 2004). inibitério da leucemia (LIF) é uma citocina
pleitrofica requirida para a implantacdo do
A implantacdo € dependente de uma blastocisto em camundongos. A expressao
sequéncia basica hormonal que € comum a uterina da LIF e de seus receptores tem sido
todas as espécies. Um pico pré-ovulatério de demonstrada em muitas espécies mamiferas
estrogeno, devido ao crescimento dos indicando, assim, que essa citocina possui
foliculos ovarianos, tem efeito preparatério ampla importancia no estabelecimento da
sobre a maturacdo do endométrio e uma gestacao (Vogiagis e Salamonsen, 1999). De
secrecdo luteal de progesterona e, em algunsacordo com Kimber (2005), a LIF é uma das
casos, de estrégeno, tem importdncia no citocinas mais importantes no sistema
momento da implantacdo (Guillomot et al., genital e sem a expressao dessa citocina no
1993). Na maioria das espécies, as células Utero a implantacdo nédo se inicia.
endometriais (estroma e epitélio) sao
diferentemente sensiveis aos horménios Durante a reacdo de fixacdo, muitas classes
ovarianos. Na rata, a progesterona luteal de proteinas participam na interacdo entre o
desempenha dois papéis: um sob a superficie trofoblasto e o epitélio uterino (Dey et al.,
do epitélio, onde ela bloqueia a sintese de 2004), porém a adesdo na matriz extracelular
receptores para estrégeno e induz a parece ser mediada predominantemente por
proliferacéo celular e o outro sob o estroma, integrinas (Sutherland et al., 1993; Basak et
e provavelmente também nas glandulas al., 2002; Armant, 2005). Subunidades de
endometriais, onde a progesterona estimula integrinas tém sido observadas nas células
a sintese de receptores para estrogeno etrofoblasticas de embrides de camundongos
permite a proliferacdo predecidual pela acdo durante o periodo de implantagdo e a
sinérgica com esse hormdnio (Guillomot et expressdo anormal de certas subunidades de
al., 1993; Weitlauf, 1994). integrinas tem sido associada a falhas na
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implantacdo e no desenvolvimento da
placenta (Basak et al., 2002).

A expressdo de varios fatores de
crescimento e seus receptores no Utero, em
um espaco temporal e celular especifico
durante o periodo de pré-implantacao,

que é o restante da decidua (Junqueira e
Carneiro, 1995; Dey et al, 2004).

Nas espécies em que ndo ocorre invasdo do
epitélio uterino pelo trofoblasto, o estroma
ndo sofre modificagdo significativa durante a
implantacdo. A decidualizagéo é considerada

sugere que esses fatores sdo importantesmoderada nos carnivoros, e muito marcante

para a implantagdo (Weitlauf, 1994; Dey et

al., 2004). Vérias evidéncias sugerem que o
fator de crescimento epidérmico ligado a

heparina (HB-EGF) tem papel importante no

desenvolvimento da pré-implantacdo do

embrido e implantacdo como um fator

paracrino e/ou justacrino em varias espécies
(Dey et al., 2004). A presenca do blastocisto
€ necessaria para a expressao do HB-EGF,
seguida pela producdo de betacelulina,
epiregulina, neuregulina-1 e cicloxygenase-2
com a fixagcdo do blastocisto no epitélio

luminal (Armant, 2005; Dey et al, 2004). Os

hormbénios ovarianos e o fator de

crescimento epidérmico (EGF) exercem

papel importante na proliferacdo e

decidualizagdo das células do estroma
durante a gestacdo. Dai e Ogle (1999)
observaram que o receptor do EGF é uma
proteina dependente de progesterona
associada a proliferacdo e decidualizacédo
das células estromais.

2.4 Decidualizacdo

A implantacdo do blastocisto no Utero

receptivo estd associada a uma série de
eventos, isto €, com a reacdo da fixacdo do
embrido, seguida da decidualizacdo do
estroma. Portanto, do ponto de Vvista
citolégico, a reacdo decidual consiste na
diferenciacdo dos fibroblastos do estroma
(Guillomot et al. 1993; Weitlauf, 1994). Na

nos insetivoros, roedores e alguns primatas
incluindo o homem (Guillomot et al., 1993;
Weitlauf, 1994). Nos roedores, a reacdo
decidual € consequéncia da fixacdo do
blastocisto e de processos organogenéticos e
implica ndo somente na proliferacdo e
diferenciacéo dos fibroblastos, mas também
na atrofia glandular, neoformacédo de uma
rede estromal fibrosa, proliferacdo vascular
e na formacdo de uma cémara de
implantacéo (Guillomot et al., 1993).

No processo de decidualizacdo estédo
envolvidas substancias como histamina,
prostaglandinas, leucotrienos e o fator
ativador de plaguetas. A permeabilidade
vascular e a proliferacdo e diferenciacdo
celular sédo fatores importantes que
participam do mecanismo da reacado
decidual. Histamina, leucotrienos e o fator
ativador de plaquetas provavelmente estéo
somente relacionados a resposta vascular,
enquanto as prostaglandinas desempenham
dois papéis importantes, agindo tanto na
permeabilidade vascular quanto na formacéao
das células deciduais. Postula-se que
algumas dessas substancias possam ser
produzidas pelo préprio embrido e, desta
forma, agem sinergicamente com o0
estrogeno, induzindo a reacdo decidual
(Guillomot et al, 1993; Weitlauf, 1994).
Como consequéncia dessas modificactes, a
decidualizacdo do endométrio resulta no
aumento do tamanho e do peso uterino. Esse

mulher, essas células se tornam alongadas ecrescimento ndo ocorre somente devido a

polipldides, assumindo um  aspecto
epiteliéide, e o endométrio passa a ser
chamado de decidua. Distinguem-se a
decidua basal, situada entre o embrido e o
miométrio; a decidua capsular, entre o
embrido e a luz uterina; e a decidua parietal,
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proliferacdo e diferenciacdo das células do
estroma endometrial como também pela
infiltracdo de uma variedade de células
derivadas da medula 6ssea e ao edema
tissular causado pelo aumento da
permeabilidade local (Weitlauf, 1994).



A reacdo decidual também pode ser induzida
por diferentes estimulos ndo embriogénicos,
tais como: curetagem, choque elétrico,
instilacio de Oleo intra-uterina, O
prostaglandinas, etc. Desta forma, estudos
tém sido realizados em ratas com
pseudogravidez como modelo experimental
(Kleinfeld e O’ Shea, 1983).

2.5 Diferenciacao trofoblastica

A implantacdo do blastocisto € o0 passo

inicial da placentacdo e o trofoblasto
compreende o0 maior componente da
placenta (Armant, 2005). Apés a

implantacdo do trofoblasto nas células
endometriais, ocorre sua diferenciacdo em
células gigantes trofoblasticas e as células
que formam a parede original do blastocisto
sdo referidas como espongiotrofoblasto
(Kaufmann e Burton, 1994; Armant, 2005).

O sinciotrofoblasto esta localizado mais

externamente, possui nucleos volumosos e o trofoblasticas

s

citoplasma é continuo, formando um

no ectoderma extra-embrionario e no cone

ectoplacentario, respectivamente (Adamson

et al, 2002). As células citotrofoblasticas sao

derivadas de células precursoras que residem
no cone ectoplacentario e sdo formadas
como resultado de endoreduplicacéo (Cross,
2000).

Consideravel diferenciacdo na linhagem
trofoblastica produz diferentes subtipos
celulares com func¢des enddcrina, vascular,
imunoldgica e de transporte. Além disso,
ocorre reorganizacdo tecidual significativa
durante o desenvolvimento placentario que
modifica a estrutura uterina e elabora uma
area de superficie para troca de nutrientes e
gases. Curiosamente o0s detalhes da
especializacdo do trofoblasto e a
morfogénese Utero-placentaria podem variar
consideravelmente entre as espécies
mamiferas. No camundongo fémea, assim
como nas ratas, a placenta é discéide sendo
constituida por trés estruturas celulares
distintas: o labirinto
trofoblastico (da superficie fetal o tecido

sincicio e enquanto o espongiotrofoblasto é conjuntivo corioalantdico se extende para o
constituido por uma camada irregular de interior do labirinto que compreende a maior
células ovoides e mononucleadas (Junqueira por¢cdo do disco placentario), a camada do
& Carneiro, 1995). Essas Uultimas agem espongiotrofoblasto (formada da parede
como uma populacao de células-tronco e sua original do blastocisto e permanece
rapida divisdo e subsequente fusdo com o unicelular) e a camada de células gigantes

leva a continua expansdo da camada
(Kaufmann e Burton, 1994; Armant, 2005).

O trofoblasto €é o primeiro epitélio

polarizado a aparecer durante o
desenvolvimento do mamifero. Ele n&o
contribui para a formagcédo de nenhum tecido
fetal, porém contribui para a formagédo da
placenta e das membranas extra-
embrionarias. O feto é derivado de um
agrupamento de células ndo polares,
pluripotentes situadas excentricamente no
interior do blastocisto denominada massa
celular interna (Armant, 2005). Durante a
implantacio em  camundongos, 0s

trofoblasticas (formada a partir da
penetracdo das células trofoblaticas no
endométrio) (Kauffmann e Burton, 1994;
Cross, 2000).

As células citotrofoblasticas séo células
invasivas e interagem com 0S Vvasos
sanguineos maternos. Nos roedores, essas
células sdo menos invasivas. No entanto,
elas produzem fatores angiogénicos e
vasodilatadores que promovem o fluxo de
sangue materno para o local da implantagéo
(Shweiki, 1993; Cross, 2000; Smith, 2001).
Além disso, as células citotrofoblasticas séo
a maior fonte de fatores que afetam outros

componentes da massa celular interna e o processos fisiolégicos maternos que inclui

trofoblasto polar (porcdo que néo sofreu
contato com o endométrio) se desenvolvem

0s horménios luteotréficos e lactogénicos da
familia dos horménios estruturalmente
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relacionados a prolactina pituitaria (PRL) Joswig et al., 2003; Gu et al.,, 2005). No
(Soares et al., 1998; Rasmussen et al., 1997) entanto, também ja foi documentado que a
e a proteina A semelhante a prolactina (PLP- morte celular decidual em diferentes regifes
A) que promove a ativacdo das células NK e estagios da gestacdo ocorre por apoptose e
uterinas (Cross, 2000). secundariamente por necrose (Correia-da-
Silva et al., 2004). Akcali et al. (2003)
As células gigantes trofoblasticas forma observaram que a morte celular programada
uma camada continua que contém alta ocorrein vitro, semelhante ao que ocoire
concentracdo de organelas. Microvilosidades vivo.
sdo encontradas sobre a superficie durante a
gestacdo, embora sua densidade e As células do estroma decidualizadas do
morfologia possam variar de acordo com a mesomeétrio (decidua basal) proliferam
fixacdo (Kauffmann e Burton, 1994). A durante o inicio da gestacdo e depois sofrem
superficie dessas microvilosidades € rica em um ciclo de regressédo que se inicia durante o
diferentes enzimas, particularmente terco final da gestagéo e continua até o parto
fosfatase alcalina, 5’-nucleotidase, (Ogle et al., 1998a). Estudos em ratos
hexoquinase, alfa-amilase, proteinoquinases demonstraram que a regressao das células
e tranferases galactosila e sialil. Figuras de deciduais no pélo mesometrial, do inicio até
mitose nunca sdo observadas nessas célulasa metade da gestacdo, esta relacionada a
e a transcricdo € reduzida. A geracdo e expressao de niveis de proteinas Bax e Bcl2,
manutencdo dessa camada dependem darespectivamente. A Bax € uma proteina que
continua  incorporacdo das  células promove a morte celular enquanto a Bcl-2
citotrofoblasticas dentro dela (Kauffmann e promove a protecdo celular contra a
Burton, 1994). apoptose. Além disso, a taxa de proteinas
determina a quantidade e a distribuicdo
espacial da apoptose. Esse balangco é
2.6 Proliferacdo e apoptose durante a  regulado pela progesterona, visto que a
gestacado aplicagcdo de um antagonista da progesterona
resulta no aumento da taxa de Bax/Bcl-2 e
Durante a gestacdo, o Utero sofre uma série aumenta a apoptose decidual (Dai et al.,
de modificacbes que resulta em uma extensa 2000). Por outro lado, Ogle et al (1998b)
reorganizacao tecidual com o objetivo de observaram que a progesterona também é
acomodar o concepto. Desta forma, para o essencial para a proliferacdo celular estromal
sucesso da implantagdo embrionaria € durante o inicio da gestacdo, porém sua acao
necessario que haja um balanco entre é perdida aos 14 dias.
proliferacdo e morte celular. Isso se torna
importante, pois j4 foi visto que o aumento
do nivel de apoptose esta associado a falha2.7 Efeito dos hormonios sexuais e
na gestagcdo em humanos (Kokawa et al., tireoidianos no sistema genital feminino
1998).
Os hormbnios sexuais tém papel importante
Durante a implantacdo do blastocisto, a no desenvolvimento, na diferenciacdo e na
degeneracdo celular do tecido decidual funcdo dos tecidos do trato reprodutivo
avanca da regido antimesometrial para a feminino nas diferentes espécies animais e
regido mesometrial para a acomodacdo do na mulher. Esses tecidos apresentam
concepto (Gu et al., 2005). A morte celular receptores, que sdo proteinas solluveis
decidual na regiao da camara intracelulares, responsaveis pelo
antimesometrial em ratos e camundongos reconhecimento e transducdo da mensagem
ocorre por apoptose (Parr et al.,, 1987; hormonal (Robel, 1993). Véarios estudos tém
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sido realizados com relacdo a localizacdo de decidualizado (Piva et al., 1996; Tseng e
receptores para horménios sexuais no trato Zhu, 1997). A proliferagdo das células
reprodutivo de ratas (Anderson et al., 1975; estromais endometriais possui importante
Cidlowski e Muldoon, 1975; Ruh e papel na reacdo decidual e este processo é
Bandedistel, 1977; Pelletier et al., 2000; dependente da acdo da progesterona (Tseng
Wang et al., 2000). Segundo Wang et al. e Zhu, 1997).
(2000), a acdo dos hormdnios sexuais é
primariamente mediada por um processo que Os hormdnios da tiredide apresentam efeito
envolve a ligacdo do hormdnio a receptores direto sobre o (tero, regulando a
especificos nas células alvo, que comanda aresponsividade do 06rgdo ao estrégeno
ativacdo transcricional do gene responsivo (Gardner et al., 1978). Cidlowski e Muldoon
ao esteréide e, subseqientemente, a (1975) observaram que a tireotoxicose em
modificacdo da resposta celular. animais adultos diminui a resposta do Utero
ao estrégeno, sugerindo que os hormdnios
Os hormonios sexuais também exercem tireoidianos tenham maior efeito durante o
grande influéncia no desenvolvimento da desenvolvimento uterino. Além disso,
placenta durante a gestacdo. Estudos estudos relatam a presenca de receptores
demonstram a expressao de receptores paraespecificos de sTno interior do nucleo de
progesterona e estrogeno na placenta desdecélulas uterinas e isso levanta a
o inicio da gestacdo até o terco final. A possibilidade de que esse horménio possa ter
progesterona exerce grande influéncia na efeito direto sobre o utero (Evans et al.,
proliferacdo, decidualizacdo, assim como na 1983; Mukku et al., 1983). Provavelmente,
regressao das células estromais por essa razdo o hipotireoidismo diminui a
mesometriais (Ogle et al., 1989; Ogle et al, resposta de células uterinas ao estrégeno,
1997; Ogle et al., 1998a; Ogle et al., 1998b; diminuindo a taxa mitética de células
Dai e Ogli, 1999). Ap6s a ovulacdo e epiteliais, estromais e miometriais (Kirkland
durante o periodo gestacional, a etal, 1981). Esse efeito causa diminuicdo do
progesterona torna-se um horménio peso uterino, do volume absoluto do
uterotrépico essencial para a decidualizagdo endométrio e da camada muscular no utero
(Kauffmann e Burton, 1994), para a de ratas (Inuwa e Williams, 1996; Armanda-
expressao de receptores para progesterona eDias et al.,, 2001), sugerindo que essas
estrogeno (Ogle et al, 1998a) e para 0 mudancas sejam, em parte, responsaveis
progresso do ciclo celular no estroma (Ogle pelas dificuldades reprodutivas observadas
et al, 1998b). Segundo Weitlauf (1994), a no hipotireoidismo.
decidualizagdo das células estromais
uterinas durante o estabelecimento da H& comprovacdo de que a hipofuncao
gestacdo nas ratas ocorre em dois estagios.tireoidiana reduz significativamente o peso
Primeiramente o estagio de decidualizacdo dos ovarios e o numero de foliculos
inicia-se no pélo antimesometrial seguido da secundarios e terciarios e de corpos luteos
decidualizacdo no pdlo mesometrial do sem, no entanto, alterar a porcentagem de
Utero. Esses processos sédo iniciados gracas aoliculos atrésicos e o numero de foliculos
acdo coordenada da progesterona e do priméarios e pré-ovulatorios. Além disso, o
estrogeno. A diferenciacdo, induzida pela hipotireoidismo reduz significativamente a
progesterona, é um pré-requisito para a espessura do endométrio, o numero de
fertilizacdo do ovocito e implantacdo do glandulas endometriais e a altura do epitélio
embrido. Nas ratas este processo envolve ado infundibulo tubarico (Silva et al., 2004).
reacdo decidual onde as células estromais Por outro lado, o hipertireoidismo estimula a
semelhantes a  fibroblastos  sofrem foliculogénese ovariana e diminui a atresia
diferenciagdo e adquirem o fendétipo folicular em ratas puberes (Serakides et al.,
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2001). O hipertireoidismo também induz na taxa de coldgeno. As células da
modificagfes significativas no Utero de ratas musculatura lisa do miométrio sdo capazes
pré-puberes aumentando significativamente de produzir colagenase, a enzima
a espessura da parede uterina, e ap0s aresponsavel pela degradacdo massiva do
maturidade sexual essas modificagbes colageno durante a involugdo uterina no pos-
ocorrem tanto no Gtero quanto na tuba parto (Welgus et al., 1985; Blair et al.,
uterina em intensidade variavel e dependente 1986). Segundo Blair et al. (1986) a
da fase do ciclo estral (Oliveira et al., 2005). colagenase € produzida somente em
Esses achados indicam que tais mudancas noquantidade necessaria, ndo sendo, portanto,
Utero de ratas hipertiredideas podem dar estocada intra ou extracelularmente. Apds o
maior suporte ao incremento da parto, a concentracdo de colagenase aumenta
foliculogénese com consequiente aumento da gradualmente até o terceiro dia pos-parto e
taxa de gestacdo, ja que foi relatado também diminui préximo do quinto dia (Takamoto e
que ratas gestantes hipertiredideas parem Leppert, 1998).

maior niamero de filhotes (Rosato et al.,

1992). Assim como na gestacdo, 0s hormonios
sexuais também participam na involucdo
uterina. No pés-parto, 0s niveis de

2.8 Involucéo uterina receptores para estrogeno e progesterona sao
regulados pelos mesmos mecanismos

A regressdo do Utero ao seu estado normal conhecidos durante o estagio ndo gestacional

anterior a gestacdo que se inicia logo ap6s o (Geyer et al., 1982). O “turnover” celular e

parto e se completa apds a renovacédo total as mudancas bioquimicas e morfolégicas

do epitélio uterino é denominada involu¢do ocorridas durante o periodo de involugcédo
uterina. Essa regresséo ocorre devido a uma uterina estdo fortemente associados e o0s
combinagdo de atrofia e perda celular sob horménios gonadais parecem influenciar
acao de varios fatores (Morton e Goldspink, essas mudancas e retardar a involucao

1986). Um dos mais impressionantes uterina (Takamoto e Leppert, 1998). Em

exemplos de uma rédpida e massiva ratas, a taxa de degradacdo do colageno

degradacdo tissular que ocorre, sob durante a involucdo do Utero no pdés-parto
condicbes fisiologicas, pode ser observado esta correlacionada com a atividade da
na involugdo do utero de mamiferos. colagenase. A administracdo de estrogeno

Processo pelo qual envolve a reabsorcao de inibe a degradacdo do coldgeno no quarto

diversos componentes tissulares, incluindo dia de involucdo e leva a diminuicdo na

proteina muscular e material celular, atividade da colagenase (Woessner Jr.,

proliferacdo celular, apoptose e a 1979). Halme e Woessner Jr. (1975),

remodelacdo do tecido conjuntivo. De demonstraram o efeito da progesterona sobre

interesse particular € a rapida degradacédo doa degradacdo do colageno e sua atividade
coldgeno, uma proteina que normalmente colagenolitica durante a involugdo uterina,
mostra uma atividade metabdlica minima observando que a administracdo de altas

(Woessner Jr., 1979). Takamoto e Leppert doses de progesterona retardou

(1998), observaram que a apoptose e a significativamente a involucdo e a

proliferagcéo celular estédo relacionadas com a degradacdo do colageno. A relaxina pode

degradacédo de colageno na involucao uterina estimular a sintese de colageno como ocorre
em ratas. no desenvolvimento do Utero, porém seu
efeito no poés-parto, na presenca do

Durante a gestacdo o0 Utero aumenta estrogeno, causa efeito anti-catabdlico sobre

consideravelmente de tamanho e uma das o Utero (Adams e Frieden, 1985).

razbes que contribuem para isso é 0 aumento

28



No processo de involucdo também estdo regime de 12 horas de luz e 12 horas de

envolvidas algumas enzimas importantes escuro.

que séo responsaveis pela degradacdo do

colageno. Essas enzimas sao hidrolases Apés um periodo de sete dias de adaptacao,
acidas presentes em elevada concentracdoas ratas foram separadas, ao acaso, em dois
durante o pGs-parto e em baixa concentra¢do grupos, tratado e controle, sendo cada um

durante a gestacdo. A concentracdo dessascomposto por 18 animais. O grupo tratado

enzimas aumenta significativamente até o
guarto dia pos-parto e alcanca seu pico
mMaximo no mesmo periodo em que o teor de
colageno declina (Woessner Jr., 1979). Ha

foi induzido ao hipertireoidismo mediante
administracdo diaria de L-tiroxina na agua
de beber, numa concentracdo de 2 pg/ml até
o final do experimento, enquanto os animais

evidéncias de que as metaloproteinases dado grupo controle foram mantidos em estado

matriz, enzimas que agem fora da célula
hidrolizando a matriz extracelular, também
estdo envolvidas na involucdo uterina. Essas

eutiredideo, recebendo

destilada.

apenas agua

proteases atingem sua concentracdo maxima Diariamente era realizada a mensuracdo do

no segundo dia pdés-parto (Wolf et al., 1996).
Brandes e Anton (1969) observaram que a
fosfatase acida esta localizada no interior de
macréfagos, no endométrio de ratas, durante
0 periodo de involucdo pds-parto e, nessas
células, intensa atividade fagocitica e
pinocitica, também foi acompanhada pelo
desenvolvimento de abundantes lisossomos.

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as bases fisicas e a infra-
estrutura dos Laboratoérios de

Experimentacdo Animal e Histopatologia

(Departamento de Clinica e Cirurgia

Veterinarias) da Escola de Veterinaria da
UFMG e do Laboratério de Patologia

Comparada (Departamento de Patologia
Geral) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG. Os animais foram provenientes do

Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas

da UFMG.

3.1. Experimento 1

Foram utilizadas 36 rataWistar adultas
com 45 dias de idade e alojadas em caixas
plasticas (seis animais/caixa) onde
receberam racao comercial (1,4% de calcio,
0,6% de fésforo e 22% de proteina) e agua
ad libitum As ratas foram mantidas em

consumo de racdo e agua por caixa. A
quantidade de  L-tiroxifa ingerida
diariamente por cada animal do grupo
tratado era estimada pela quantidade diaria
de agua consumida, dividindo-se o valor
encontrado pelo numero de animais da
caixa.

Ap6s 60 dias do inicio do tratamento, ou
seja, da inducdo ao hipertireoidismo, tempo
suficiente para induzir aumento da taxa de
ovulacao (Serakides et al., 2001), as fémeas,
de ambos os grupos, foram alojadas em
caixas plasticas com ratos adultos por 12
horas numa propor¢éo de quatro fémeas para
cada macho. ApoOs este periodo, foram
realizados esfregacos vaginais diariamente
em todas as ratas, a fim de detectar a
presenca de espermatozoides. A copula era
confirmada pela presenca destes na citologia
vaginal e esse dia era designado como dia 0
de gestacdo. Apds a copula, as ratas foram
alojadas individualmente em caixas
plasticas.

Aos sete, 14 e 19 dias de gestacdo, ou seja,
primeiro, segundo e Ultimo terco da
gestacdo, respectivamente, seis animais de
cada grupo foram sacrificados. O sacrificio,
por pungdo cardiaca, foi precedido de

! L-thyroxine, Sigma, Sant Louis, USA.
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anestesia pelo uso de pentobarbital sédico preservados in situ (Fig. 1). Foram
2,5% (30 mg/Kg) por via intra-peritonial. considerados fetos inviaveis aqueles que
exibiram  caracteristicas morfologicas
Apbs o sacrificio, a tiredide, os ovarios e 0 anormais tais como diminuicdo do tamanho,
Utero juntamente com a placenta e os fetos quando comparado aos outros fetos
foram colhidos. Os discos placentérios e os localizados no utero do mesmo animal,
fetos de cada corno uterino foram coloracdo esbranquicada, esverdeada ou até
guantificados. Ap6s a pesagem, o Utero foi enegrecida e consisténcia friavel ou
aberto, de modo a preservar a parede uterina,amolecida. Em seguida, considerando-se o
para a retirada dos fetos, pesagem e tamanho da ninhada foi determinada a
quantificacdo do numero de fetos ou porcentagem de fetos ou embrides viaveis e
embriBes vidveis e inviaveis, sendo que o inviaveis no Utero de cada fémea.
disco placentario e seus anexos ainda foram

Figura 1. Rata gestante (grupo controle). Abertiarétero (U) para
remocao do feto (F) com preservacdo da paredenaterdo disco
placentéario (D)n situ.

O processamento do Utero ainda incluiu a tamponado e processados pela técnica
retirada de um fragmento, realizado por rotineira de inclusdo em parafina (Prophet et
meio de uma seccao transversal, contendo o al., 1992). Cortes histolégicos de de
disco placentario. Esses o6rgdos foram todos os érgdos colhidos a necropsia foram
fixados em formol a 10% neutro e
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corados pela técnica da hematoxilina-eosina
para avaliacao histomorfométrica.

Ambos os ovéarios foram pesados, para

miométrio) e o didmetro médio do ndcleo

das células trofoblasticas em 100 pontos e
em 100 células, respectivamente. A seguir
os dados foram sorteados em dez grupos.

obtencdo do peso médio e em seguida foram Foram determinados a média, o desvio

realizadas quatro secc¢Bes longitudinais.
Apés sua fixacdo e processamento
histolégico, os ovarios foram avaliados
morfologicamente e aos sete dias de

padrdao e o coeficiente de variacdo das
variaveis estudadas em 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100 pontos ou células. ApGs
verificar que o desvio padrao e o coeficiente

gestacao, todas as estruturas ovarianas foramde variagédo se estabilizavam em torno de um

gquantificadas de acordo com Serakides et al.
(2001) a fim de verificar se houve aumento
da taxa de ovulacao.

No Utero, corado em HE, foi determinada a
espessura do endométrio e miométrio em 50
pontos aleatdrios com auxilio de uma ocular
micrométrica em objetiva de %0 O
didmetro transversal meédio dos discos
placentarios de ambos 0s cornos uterinos, foi
mensurado em objetiva de<.4A espessura
de cada camada (labirinto placentério,
espongiotrofoblasto e células gigantes
trofoblasticas ) de um dos discos
placentarios, escolhido aleatoriamente, de
cada animal também foi mensurada. A
espessura do labirinto placentario foi
determinada em 10 pontos em objetiva de 4

determinado namero de pontos ou células,
este numero foi adotado para se determinar a
mensuracdo das camadas do disco
placentario e do Utero e o didmetro médio
das células trofoblasticas.

A confirmacéo do hipertireoidismo foi feita
mediante a analise morfomeétrica da tiredide
associada aos sinais clinicos das ratas, que
incluiam polidipsia, polifagia, agressividade,
inquietacdo. Na andlise histomorfométrica
da tiredide foi mensurada, ao acaso, a altura
do epitélio de 30 foliculos, em quatro pontos
distintos, obtendo-se o valor médio das
quatro mensuracoes. Esta foi realizada com
auxilio de uma ocular micrométrica e
objetiva de 48. As médias foi aplicado um
fator de correcdo obtido com a escala de

e a espessura do espongiotrofoblasto e de Uma lamina micrométrica.

células  gigantes  trofoblasticas  foi
determinada em 30 pontos aleatorios em
objetiva de 18. O didmetro médio nuclear
das células trofoblasticas foi mensurado em
30 células em objetiva de 1R0

SecgBes histologicas do utero, incluindo o
disco placentario também foram submetidas
a analise imunoistoquimica, utilizando-se o
anticorpo anti-CDC47 (clone 47DC141) e 0

Posteriormente esses valores também foram anticorpo anti-caspase-3 (clone RB-1197-

convertidos para micrébmetros com auxilio
de uma lamina micrométrica.

O namero de pontos e ndcleos para a andlise

morfométrica foi determinado pela técnica
de estudo da variacdo da instabilidade de

PP, para determinacdo da taxa de
proliferacdo celular e de apoptose,
respectivamente.

Foi utilizada a técnica de estreptavidina-
biotina-peroxidaseé sendo empregada a

valores médios em relacdo a amostra que os t€cnica de recuperacéo antigénica atraves da

originou. Em uma lamina do utero contendo
o disco placentério do grupo controle foram

utilizacdo de solucdo Retrieval, durante 20
minutos. Os cortes histoldgicos foram

mensurados a espessura das camadas ddhcubados em camera umida por 1 hora com

disco placentério (labirinto,
espongiotrofoblasto e células gigantes
trofoblasticas ) e do utero (endométrio e

’Dako, USA
3 Ultra vision large volume detection system anti-
polyvalent, HRP — ready to use- Lab Vision.
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0 anticorpo primario (CDCA47 - diluicdo de
1:200 ou caspase 3 — 1:300 por 15
minutos nas etapas de bloqueio da
peroxidase endoégena, soro de blogieio
anticorpo  secundafio e estreptavidina
peroxidasé O cromdgeno utilizado foi o
DAB?, em incubac&o durante 10 minutos. As
secgbes foram  contra-coradas com
hematoxilina de Harris. Como controle
positivo para o CDC-47 utilizou-se pele de
rato e como controle positivo para a caspase
3 foram utilizados cortes de baco de ratas
previamente testados. O controle negativo
foi obtido pela substituicdo do anticorpo
primario por PBS.

A determinacdo da expressao de CDC-47 e

3.2. Experimento 2

Foram utilizadas 12 ratas Wistar com 45
dias de idade (adultas), alojadas em caixas
plasticas (seis animais/caixa), onde
receberam racao comercial (1,4% de calcio,
0,6% de fésforo e 22% de proteina) e agua
ad libitum As ratas foram mantidas em
regime de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro.

Ap6s o periodo de adaptagcdo, os animais
foram divididos em dois grupos: eutiredideo
(grupo controle) e hipertiredideo, sendo cada
grupo composto por seis animais. O
hipertireoidismo também foi induzido
mediante a administracdo de tiroXinaa

de caspase-3 foi realizada pela contagem do 4gua de beber, porém numa concentracdo de

namero de células positivas em 10 campos,
abrangendo toda a secc¢do histolégica com
objetiva de 48. Para determinacdo dessas
variaveis foi realizada a captura de imagens
em camera digital Spot Insigh Color
adaptada a um Microscopio Olympus BX-
40, e utilizado o software de captura SPOT
versdo 3.4.5. Utilizou-se o software Corel
DRAW" versdo 7.468 para andlise das
imagens.

O delineamento experimental utilizado foi

inteiramente ao acaso com fatorial 2 x 3
(dois grupos x trés periodos). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia
ANOVA pelo programa estatistico Insta

as médias foram comparadas pelo teste
SNK. Como o numero de fetos né&o

apresentava curva de distribuicdo normal, as
médias entre grupos foram comparadas pelo
teste ndo-paramétrio de Kruskal-Wallis

(Sampaio, 1998).

4 Novacastra Laboratories, United Kingdom

5 Ultra Vison Block, Lab Vision

6 Biotin Goat, Lab Vision

7 Streptavidin Peroxidase, Lab Vision

8 DAB Substrate System, Lab Vision

® Graph Pad Software, Vers&o 3.00, 32 Win 95/NT,
Created December 23 1997.
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1,6ug/ml, durante a inducéo, e na dose de
0,8ug/ml, durante a gestacéo e a lactacao

Ap6s 60 dias do inicio do tratamento, ou
seja, da inducdo ao hipertireoidismo, as
fémeas, de ambos os grupos, foram alojadas
em caixas plasticas com ratos adultos por 12
horas numa propor¢éo de quatro fémeas para
cada macho. Apds este periodo, foram
realizados esfregacos vaginais diariamente
em todas as ratas, a fim de detectar a
presenca de espermatozoides. A coOpula era
confirmada pela presenca destes na citologia
vaginal e esse dia era designado como dia 0
de gestacdo. Apds a copula, as ratas foram
alojadas em caixas plasticas separadas. Apds
o parto as fémeas foram mantidas com os
seus filhotes até o dia do sacrificio, ou seja,
dois dias ap0s o parto.

O sacrificio das maes, por puncgdo cardiaca,
foi precedido de anestesia pelo uso de
pentobarbital sodico 2,5% (30 mg/Kg) por
via intra-peritonial. O sangue foi colhido em
seringas contendo heparina para obtencgéo
imediata do plasma e estocagem a°G20
para posterior dosagem de T4 total. Os
filhotes foram sacrificados mediante uma
sobredose de pentobarbital sédico 2,5% (30
mg/Kg) por via intra-peritonial.



A necropsia, a tireide e o Gtero foram quimioluminescéncia utilizando  kits
colhidos. O utero foi separado das tubas e comerciais e seguindo as recomendacdes do
dos ovarios e posteriormente pesado. Todos fabricante.

0s orgaos foram fixados em formol a 10%,
neutro e tamponado, e processados pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina
(Prophet et al.,, 1992). Apo6s a fixacdo, 0s
ovarios também foram completamente
dissecados e pesados. No utero, corado em
HE, foi determinada a espessura do
endométrio e miométrio em trés pontos
distintos com auxilio da ocular micrométrica

e objetiva de 18 O didmetro médio de
todos os discos placentérios involuidos

também foi mensurado em todos os animais N
em uma objetiva dex4 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente ao acaso com fatorial 2 x 1
(dois grupos x 1 periodo). Os dados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA
pelo programa estatistico Indtat as médias
foram comparadas pelo teste SNK
(Sampaio, 1998).

Seccoes histoldgicas do Gtero e do disco 4.1. Experimento 1

placentario também foram submetidas a

andlise imunoistoquimica, utilizando-se o 4.1.1.Induc&o ao hipertireoidismo

anticorpo anti-CDC47 e o anticorpo anti-

caspase, para determinacdo do indice de De acordo com a tabela 1, pode ser
proliferacdo celular e de apoptose, observa_do que todos os animais trataqlos
respectivamente. A técnica e os reagentes COM tiroxina apresentaram  hipotrofia

utilizados foram os mesmos utilizados no Significativa  do  epitélio  folicular,
experimento 1. confirmando o efeito déeedbacknegativo

da tiroxina administrada sob a tiredide.

A contagem de células, com expressdo de . o _ o
CDC-47 e de caspase-3, foi realizada A reducéo do epitélio folicular das tiredides
somente nas camadas uterinas (endométrio ede ratas tratadas com tiroxina ja era
miométrio), utilizando-se objetiva de x40 ~ €SPerada, pois a tiroxina foi administrada
em 10 campos abrangendo toda a seccdo@0S animais, obtendo-se niveis circulantes
histolégica. Para a quantificagio também foi Maiores que os fisiologicos, o que resulta em
realizada a captura de imagens em camera €/€vacao da concentracdo serica de tiroxina,
digital Spot Insigh Color adaptado a um due exercefeedback negativo sobre o
Microscopio Olympus BX-40, e utilizado o hipotalamo e ‘a  hipdfise, ~diminuindo a
software de captura SPOTversdo 3.4.5. Producdo de TRH e de TSH,

Utilizou-se o software Corel DRAWverséo respectivamente._ As;im,_a_pesar _dos a”‘mais
7.468 para analise das imagens apresentarem hipertireoidismo iatrogénico,

suas tiredides permanecem em estado
inativo, caracterizada pelo achatamento do
epitélio folicular e aumento da quantidade
de coldide, devido a reducdo da sintese e
secrecdo hormonal  (Dickson, 1993;
Serakides et al., 2000a).

A analise histomorfométrica da tiredide foi
realizada de forma semelhante ao
procedimento adotado no experimento 1. J&
0 hipertireoidismo neste segundo
experimento foi confirmado pela dosagem
de T4 total plasmética, pela técnica da

1 Immulite, DPC, Los Angeles, USA
12 Graph Pad Software, Vers&o 3.00, 32 Win 95/NT,
Dako, USA Created December 23 1997.
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Tabela 1. Altura média do epitélio folicular gestago (Média *

Desvio-padrao) das

tiredides (um) das ratas tratadas ou ndo com tirora aos sete, 14 e 19 dias de gestacao.

Altura do epitélio folicular (um)

Grupo - - -

7 dias 14 dias 19 dias
Nao tratado 14,38+0,82Ab 15,15+1Ab 13,38+0,82Ab
Tratado 7,96+0,89Aa 7,6+£0,34Aa 7,8+0,54Ba

* Médias com letras mailsculas iguais na linhamaseminuisculas iguais na coluna néo diferem

entre si (= 0,05).

Clinicamente, as ratas tratadas com tiroxina
apresentavam pélos arrepiados,
aglomeravam dentro da caixa, eram
agressivas e apresentavam polifagia e
polidipsia, sinais clinicos frequientemente
observados no hipertireoidismo (Trivalle et
al., 1996) Durante os dois meses de inducgéo
ao hipertireoidismo e durante todo o periodo
gestacional a média do consumo diario
individual de racdo e de agua (Tab. 2) foi
significativamente  maior no  grupo

hipertiredideo. A partir do consumo médio

administrada, via oral, é absorvida (Nobre et

nao se al, 2004), ou seja, no minimo 56,2ug de

tiroxina, neste caso, foi absorvida. Esta dose
€ suficiente para induzir o hipertireoidismo
em ratas (Serakides et al., 2000a). Utilizando

doses bem menores (20ug de
tiroxina/animal/dia) por via subcutanea,
Varas et al. (2002) induziram

satisfatoriamente o estado hipertiredideo.
Por todos esses achados, fica comprovada a
inducdo de hipertireoidismo nas ratas
tratadas com tiroxina. Assim, no texto a

de &gua/animal/dia, estimou-se que a dose seguir o grupo tratado passa a ser referido

diaria de tiroxina/animal/dia foi de 80,28ug
+ 7,07. Sabe-se que 70 a 80% da tiroxina

como hipertiredideo e o grupo néo tratado
como eutiredideo.

Tabela 2. Consumo diario de 4gua e racdo gestacadddia + Desvio-padrdo) das ratas
tratadas ou ndo tratadas com tiroxina durante a ind¢éao e gestagao.

Variaveis Grupo

N&o tratado (n=17) Tratado (n=16)
Consumo de agua/inducao (ml) 2950+1,11B 40,14 + 3,53 A
Consumo de agua/gestacédo (ml) 37,38+5,21 B 55,01 +£9,76 A
Consumo de ragao/inducgéao (g) 17,22 +0,51B 2043 +£121A
Consumo de racdo/gestacao (g) 19,96 +2,97 B 24,07 £3,14 A

* Médias com letras maiusculas iguais na linhadifeem entre si (B 0,05).

4.1.2. Peso dos animais gestantes

De acordo com a tabela, ® peso dos

animais, subtraido do peso uterino, nado
apresentou diferenca significativa entre
grupos e entre periodos, ou seja, O
hipertireoidismo induzido pelo periodo de

pouco menos de trés meses (dois meses dehipertireoidismo

inducdo e 19 dias de gestacdo) nado foi
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suficiente para reduzir o peso corporal. Em
estudo realizado anteriormente, utilizando a
mesma dose de tiroxina aqui administrada
durante trés meses, também ndo foi
observada reducdo de peso dos animais
hipertiredideos (Serakides, 2001). Acredita-
se que essa reducdo seja consequéncia do
crbnico  (Boelaert e
Franklyn, 2005).



Tabela 3. Peso dos animais (Média = Desvio-padraajo grupo controle e grupo
hipertiredideo aos sete, 14 e 19 dias de gestacéo.

Peso dos animais(q)

Grupo 7 dias 14 dias 19 dias
Controle 276,76 + 10,59Aa 278,14 + 26,86Aa 290,31 + 13,66Aa
Hipertire6ideo 282,70 + 31,97Aa 314,00 + 28,71Aa 274,36 + 26,39Aa

* Médias com letras mailsculas iguais na linhamaseminutsculas iguais na coluna néo diferem
entre si (R 0,05).

4.1.3. Histomorfometria ovariana diferiu entre grupos (Graf. 1). Em
decorréncia deste resultado optou-se pela
A fim de comparar a atividade ovariana quantificagdo das estruturas ovarianas
entre 0s grupos e verificar se houve no somente nos ovarios de ratas com sete dias
grupo hipertiredideo maior taxa de ovulacdo, de gestacdo. A diferenca estatistica entre os
foi realizada a pesagem dos ovérios, bem grupos aos sete dias de gestacéo
como a quantificacdo dos corpos liteos e provavelmente deve ter ocorrido, porque em
foliculos ovarianos. ratas a secrecdo de progesterona também é
realizada pela placenta até o final da
O peso médio dos ovarios, por animal, aos gestacdo e no terco inicial esta acdo ainda
sete dias de gestacao foi significativamente estava unicamente sob controle dos corpos
maior nas ratas hipertiredideas. Mas, aos 14 IUteos.
e 19 dias de gestacdo o peso ovariano nao

Gréfico 1. Peso ovariano (Média + Desvio-padrdo) dogrupo controle e grupo
hipertiredideo aos sete, 14 e 19 dias de gestacéo.
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Asterisco indica diferenca estatamente significante (P<0.05).
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O numero de corpos lateos foi Sendo assim, resta saber se o0

significativamente maior nos ovarios das hipertireoidismo induz aumento da taxa de

ratas hipertiredideas, caracterizando maior gestacdo somente por aumentar a taxa de
taxa de ovulacdo nestes animais (Graf. 2). ovulacdo ou também por modificar o Utero e

Além disso, as ratas hipertiredideas a placenta na tentativa de permitir que essa
apresentaram menor atresia folicular (Graf. gestagéo seja levada a termo. Muitas vezes,
2) o0 que também indica que o0 o0 uso de medicamentos, para aumentar a
hipertireoidismo tenha contribuido para o taxa de ovulagcdo, em fémeas multiparas nao
aumento da taxa de ovulacdo. Resultados culmina em aumento da taxa de nascimento,
similares a esses foram descritos por pois o Utero ndo se adapta suficientemente
Serakides et al. (2001). A figura 2 mostra o para permitir que todos esses fetos sejam
ovario de ratas hipertiredideas apresentando levados a termo.

maior namero de corpos lateos em relacéo

as ratas eutiredideas.

Grafico 2. Numero de corpos luteos e foliculos nass/arios (Média + Desvio-padrédo) do
grupo controle e grupo hipertiredideo aos sete diade gestacao.
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Asterisco indica diferenca estatisticamente sigaifte (P<0.05). (Foliculos em crescimento =
foliculos primérios + secundarios + terciarios é-pvulatorios).
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Figura 2. Ovérios, rata com sete dias de gestatBp9,1 x A) Grupo controle. B) Grupo
hipertiredideo. Ovario com maior nimero de corpteds (CL) nas ratas hipertiredideas em
comparac¢ao ao ovario das ratas do grupo cor

4.1.4. Namero total e caracteristicas fetais ~ tempo variavel (Rosato et al, 1992). Além
disso, alguns animais podem cometer
As ratas hipertiredideas apresentaram maior canibalismo de seus filhotes no momento do
namero total de fetos e embrides. Além parto ou imediatamente apos o parto. Assim,
disso, a porcentagem de embrides e fetos um intervalo de 48 horas antes de completar
vidveis, embora maior no grupo 21 dias de gestagdo foi 0 melhor momento
hipertiredideo, nao diferiu  para a realizagcéo do sacrificio dos animais, a
significativamente entre grupos (Tab. 4). fim de ter maior confiabilidade do numero
total de fetos. O ato de canibalismo ao
Independente do tratamento, aos sete dias denascimento apesar de ser observado tanto
gestacdo, todos os embrides aparentementenas ratas eutirebéideas quanto nas
se encontravam viaveis, enquanto que aos 14 hipertireéideas, comprometeu a
e 19 dias de gestacao alguns Uteros possuiamconfiabilidade do nimero de fetos nascidos
fetos inviaveis em um ou ambos os cornos. (Leite, 2006).
Esse resultado demonstra que tanto as ratas
eutiredideas quanto as hipertiredideas Apesar do Utero das ratas gestantes
apresentaram  problemas  reprodutivos hipertiredideas apresentarem maior ndmero
pequenos e semelhantes. Esse resultado éde fetos, o peso individual dos mesmos foi
bastante interessante, pois o hipertireoidismo similar aqueles gerados pelas maes
aumentou significativamente o nuamero de eutiredideas (Gréfico 3). Esse resultado é
fetos sem reduzir sua viabilidade. surpreendente, pois mesmo possuindo maior
nuomero de fetos, ndo houve reducéo
A escolha do sacrificio dos animais aos 19 compensatéria do peso desses animais,
dias de gestacéo foi realizada com base em indicando assim que as ratas hipertiredideas
experimentos anteriores que demonstraram foram capazes de gerar uma ninhada maior,
gue ratas hipertiredideas podem antecipar o viavel e com peso normal.
momento do parto por um intervalo de
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Tabela 4. Numero total e porcentagem de fetos vidgegMédia + Desvio-padrao) no grupo
controle e grupo hipertiredideo.

Variavel Grupo
Controle Hipertiredideo
NUmero total de fetos 11,47+ 3,24 B 1450+ 2,73 A
Porcentagem de fetos viaveis 84,34 + 34,89 A 9824392 A

* Médias com letras maiusculas iguais na linhadieyem entre si (B 0,05).

Grafico 3. Peso individual dos fetos (Média + Deswipadrdo) no grupo controle e grupo
hipertiredideo aos 14 e 19 dias de gestacao.
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Com base nesses achados, ficariam algumasestruturais das camadas uterinas das ratas
indagacdes importantes, visto que Rosato et hipertiredideas que  propiciariam  a
al.  (1992) observaram que ratas acomodacdo de maior quantidade de fetos
hipertiredideas parem maior nimero de durante a gestacdo? Ou seriam as
filhotes, porém até o presente momento modificagcbes placentarias as principais
ainda ndo se sabia a razdo que contribuiria responsaveis pela permanéncia e
para tal resultado. Agora ja se sabe que a desenvolvimento dos fetos até o final da
maior taxa de nascimento observada em gestacao?

ratas gestantes hipertirebideas € precedida

por aumento na taxa de ovulagéo, mas ainda

restam algumas indagacfes que serao

pesquisadas a frente. Haveria modificacbes
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4.1.5. Avaliacdo histomorfométrica e neste grupo. Mas, mesmo com a retirada dos
imunoistoquimica do utero fetos, o peso uterino no grupo hipertiredideo

permaneceu elevado aos 19 dias de gestacdao.
O peso uterino diferiu significativamente Em parte isso poderia ser explicado, pela
entre os grupos somente aos 19 dias de presenca dos anexos placentarios em maior
gestacdo (Tab. 5). Essa diferenca ocorreu quantidade no atero das ratas
tanto no Utero contendo os fetos quanto sem hipertiredideas. Mas haveria alguma
os fetos. No Utero com os fetos 0 aumento modificacdo na espessura das camadas
no grupo hipertiredideo j4 seria esperado, uterinas que contribuiria para esse aumento
uma vez que o numero de fetos foi maior do peso uterino no grupo hipertiredideo?

Tabela 5. Peso uterino (g) (Média + Desvio-padrdono grupo controle e grupo
hipertiredideo aos sete, 14 e 19 dias de gestacéo

] Grupo Eutire6ideo Grupo Hipertireéideo
Periodo ; - . .
estacional Peso uterino Peso uterino Peso uterino Peso uterino

9 com fetos sem fetos com fetos sem fetos
7 dias 0,73+0,06 a - 0,76+ 0,12 a -
14 dias 9,74+2,92 a 795+229a 10,87 + 2,63 a8,70 £2,08 a
19 dias 38,51+14,3 b 16,74+5,65b 54,89 + 8,55 #3,39 + 3,01 a

* Médias com letras mindsculas iguais na colunadifiswsem entre si (B 0,05).

No inicio do experimento, existia a hipdtese perpendiculares entre si. Aos 14 dias de
de que o hipertireoidismo propiciaria ao gestacdo, 0 endométrio encontrava-se
Utero e suas camadas mudancas delgado, com algumas regides formadas por
significativas a fim de proporcionar uma uma simples camada de epitélio cubico e as
melhoria no  ambiente uterino e glandulas endometriais eram ausentes ou
consequentemente favorecer a implantacdo e raras. O miométrio apresentava-se espesso e
a gestacdo de maior numero de filhotes. No os feixes musculares ainda obedeciam uma
entanto, foi observado que a espessura do orientacdo perpendicular entre si. Ja aos 19
endométrio e do miométrio ndo diferiu entre dias de gestacdo, o endométrio apresentava-
grupos em nenhum periodo gestacional se muito delgado com auséncia de glandulas
(Gréfico 4). endometriais. O miométrio também era
delgado com fibras musculares lisas
Durante a gestacdo, as caracteristicas espacadas entre si, caracteristica de edema.
morfoldgicas do Utero em ambos os grupos Também podia ser observada grande
se mantiveram similares. No sétimo dia de quantidade de colageno entre os feixes
gestacdo, o endométrio era espesso e musculares.
apresentava grande quantidade de glandulas
endometriais. As fibras musculares lisas do
miométrio eram bem organizadas e
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Grafico 4. Espessura das camadas uterinas (um) (Mié&d+ Desvio-padrdo) no grupo
controle e grupo hipertiredideo aos sete, 14 e 18ad de gestacéao.
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Diante dos resultados da
histomorfométrica, ficou comprovado que o
Utero das ratas hipertiredideas era mais

pesado devido ao fato de que essas ratashipotiredideos

apresentaram maior numero de fetos e
conseqientemente maior quantidade de
liquidos e placenta, ja que esses Ultimos
foram mantidos in situ para analises

avaliacdo tiredide possuem efeito direto sobre o Utero

regulando sua responsividade ao estrégeno
(Gardner et al.,, 1978) e que animais
apresentam problemas
reprodutivos  provavelmente devido a
diminuicdo dessa resposta, 0 que leva a
diminuicdo da taxa mitética por parte das
células uterinas causando problemas

posteriores e que a espessura das camadaseprodutivos (Kirkland et al, 1981). Por

uterinas ndo contribuiram diretamente para a
melhoria no ambiente uterino apds a
implantacao e durante o periodo gestacional.

Tanto o indice de proliferacdo celular das
camadas uterinas, avaliado por meio da
imunomarcagcdo pelo anticorpo CDC-47,
quanto o indice de apoptose celular,
utilizando 0 anticorpo caspase-3,

respectivamente, ndo apresentou diferenca diferenca significativa quanto ao

significativa entre grupos e periodos
(Gréficos 5-6). Esse achado confirma a
hipotese de que o utero nao sofreu
modificagdo estrutural apos a implantacéo
embrionaria e durante todo o periodo

gestacional. Sabe-se que os hormdnios da
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outro lado, também j& foi visto que o
hipertireoidismo diminui a resposta do Gtero
ao estrégeno durante o desenvolvimento
uterino em ratas n&o gestantes (Cidlowski e
Muldoon, 1975). No entanto, ndo foi
observado maior ou menor indice de
proliferagdo celular no Gtero dos animais
hipertirebideos gestantes em nenhum dos
periodos avaliados. Além disso, ndo houve
indice
apoptético nas camadas uterinas em ambos
0S grupos, sugerindo que o hipertireoidismo
ndo acelera ou diminui o ciclo celular desses
tecidos durante a gestacao.



Gréfico 5. Numero de células/campo com expressdo @DC-47 nas camadas uterinas
(Média * Desvio-padrao) no grupo controle e grupoipertiredideo aos sete, 14 e 19 dias de
gestacéao.
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Gréfico 6. Namero de células/campo com expressdo daspase-3 nas camadas uterinas
(Média * Desvio-padrao) no grupo controle e grupoipertiredideo aos sete, 14 e 19 dias de
gestacéao.
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4.1.6. Avaliacdo histomorfométrica e apresentavam metabolicamente mais ativas
imunoistoquimica do trofoblasto quando comparadas as do grupo eutiredideo.
O trofoblasto é o0 primeiro epitélio
As células trofoblasticas, avaliadas aos sete polarizado a  aparecer durante o
dias de gestacdo, do grupo hipertiredideo desenvolvimento do mamifero. Ele n&o
eram poligonais, volumosas, apresentando contribui para a formacéo de nenhum tecido
citoplasma com bordas pouco definidas, fetal, porém contribui para a formacdo da
nucleo grande, com um ou dois nucléolos placenta e das membranas extra-
proeminentes (Fig. 3A) e as vezes embrionarias. O feto é derivado de um
apresentando vérias figuras de mitose por agrupamento de células néo polares,
campo. No grupo controle essas células pluripotentes situadas excentricamente no
eram predominantemente arredondadas, cominterior do blastocisto denominado massa
bordas citoplasmaticas pouco definidas e celular interna (Armant, 2005). Durante a
com nucleo menor (Fig. 3B). A avaliagdo implantacdo, 0s componentes da massa
morfométrica comprovou que as células celular interna e o trofoblasto polar (por¢éo
trofoblasticas nas ratas gestantes que nao teve contato com o endométrio) se
hipertiredideas  apresentavam ndcleos desenvolvem no ectoderma  extra-
significativamente maiores. No entanto, ndo embriondrio e no cone ectoplacentério,
houve diferenca entre grupos com relagdo a respectivamente (Adamson et al, 2002). A
taxa de proliferacdo e de apoptose dessasdiferenciacdo trofoblastica produz diferentes
células (Tab. 6, Fig. 3C e 3D). Esses subtipos celulares com fun¢des enddcrina,
achados indicam que as células vascular, imunolégica e de transporte que
trofoblasticas do grupo hipertiredideo fazem parte do disco placentario que sera
estudado a seguir.

Tabela 6. Diametro nuclear médio das células trofdésticas e do nimero de células/campo
com expressao de CDC-47 e de caspase-3 (Média +\bepadrdo) no grupo controle e
grupo hipertiredideo aos sete dias de gestacgéo.

Variavel Grupo

Eutiredideo (n=6) Hipertirebdideo (n=6)
Diametro nuclear (um) 9,95+1,22 B 12,69+1,68 A
Células/campo com
expressao de CDC-47 212,67+55,36 A 290,67+34,98 A
Células/campo  com 14,67+1,86 A 12,67+1,75 A

expressado de caspase-3

*Médias com letras maiusculas iguais na linha rifeaveim entre si (B 0,05).

4.1.7. Avaliacdo histomorfométrica e espongiotrofoblasto, células gigantes
imunoistoquimica do disco placentéario trofoblasticas ) também foi investigado. O

disco placentério corresponde a maior parte
O efeito do hipertireoidismo na da placenta dos roedores e suas camadas
histomorfometria e na taxa de proliferacdo e estdo envolvidas em todos 0s processos
de apoptose das camadas do disco materno-fetais durante a gestacdo
placentario (labirinto placentario, (Kauffmann e Burton, 1994).
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O disco é constituido por trés camadas: da significativamente mais espessa has ratas
superficie fetal o tecido conjuntivo corion- gestantes hipertiredideas aos 14 dias de
alantéide estende-se para dentro do labirinto gestacdo (Graf. 7 e Fig. 5A e 5B).

placentario que compreende a maior porcao

do disco, seguido pela camada intermediaria As células citotrofoblasticas desempenham
denominada espongiotrofoblasto e, na base, funcbes  essenciais a vida @ fetal
é formado por uma camada de células principalmente no inicio da gestacdo. Essas
gigantes que se interdigital com a decidua células sado consideradas a maior fonte de
(Fig. 4A). Nao foram observadas diferencas hormonios luteotréficos e lactogénicos da
entre grupos com relacdo a morfologia das familia dos horménios estruturalmente
camadas do disco placentario. O labirinto relacionados a prolactina hipofisaria (PRL)
apresentava finos capilares fetais (Rasmussen et al., 1997; Soares et al., 1998).
sustentados por pequena quantidade de Esses hormbnios sdo responsaveis pela
tecido conjuntivo e rodeados por células manutencdo da gestacdo devido a acdo da
trofoblasticas alongadas ou ovoides (Fig. progesterona (Weitlauf, 1994; Soares et al.,
4B). Observou-se ainda nessa camada a 1998) e sdo responsaveis pela produgédo da
barreira  fetal/materna, composta por proteina A semelhante a prolactina (PLP-A)
capilares fetais, contendo hemacias que promove a ativacdo de linfocitos
nucleadas, separados pelas células uterinos (Muller et al., 1999). Os linfécitos
trofoblasticas. J& a camada de células séo células de defesa residentes do utero de
citotrofoblasticas apresentava-se constituida roedores e humanos durante a gestacdo que
por células trofoblasticas bem reconhecem e eliminam células infectadas
individualizadas, pequenas, redondas, por virus e células modificadas, e ainda
mononucleares com borda celular distinta, secretam moléculas bioefetoras (Whitelaw e
citoplasma escasso, claro ou eosinofilico e Croy, 1996). E provavel que nio tenha
com nucléolo unico vesicular (Fig. 4C). A havido diferenc¢a significativa da espessura
camada de células gigantes trofoblasticas da camada de espongiotrofoblasto entre
apresentava-se mais delgada que a camadagrupos aos 19 dias de gestacao, porque essas
de espongiotrofoblastos, era composta por fungbes tornam-se menos necessérias a vida
células fundidas que compartilhavam o fetal na gestacdo avancada. Além disso, a
mesmo citoplasma, ora eosinofilico ora reducdo da espessura dessa camada, assim
basofilico e frequentemente continham como o espagamento das suas células no
multiplos vacuolos, formando uma massa final da gestagdo é importante na
plasmodial semeada de nucleos (sincicio) transferéncia materno-fetal de
(Fig. 4D). Essa camada se fundia com a imunoglobulinas (Kauffmann e Burton,
decidua e com 0 miométrio, em menor grau. 1994).

A fim de observar o desenvolvimento do As células citotrofoblasticas da placenta das
disco placentério foi realizada a mensuracao ratas hipertiredideas apresentaram taxa de
do didmetro médio dos discos placentarios proliferacao significativamente mais elevada
de todos os cornos uterinos de todas as ratasaos 14 dias de gestacdo caracterizada pela
e ndo se observou diferenca significativa maior expressdo de CDC-47 em comparacao
entre grupos aos 14 e 19 dias de gestagdoao grupo controle (Graf. 7 e Fig. 5C e 5D).
(Tab. 7). Da mesma forma, a mensuracao da Isso explica o0 aumento da espessura desta
espessura tanto do labirinto placentario camada. As células citotrofoblasticas séo
guanto da camada de células gigantes derivadas de células precursoras que residem
trofoblasticas (espongiotrofoblasto) ndo no cone ectoplacentario e proliferam como
diferiu entre grupos (Tab. 8 e 9). No entanto, resultado de endoreduplicacdo (Cross,
a camada do espongiotrofoblasto foi 2000), sugerindo assim que os horménios
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tireoidianos influenciam de alguma forma no camada ¢é dependente da incorporacao
maior recrutamento e proliferagdo dessas continua das células citotrofoblasticas

células. Apesar de haver maior taxa de (Kaufmann e Burton, 1994). Por essa razéo,
proliferacdo nessa camada, ndo foi a quantificacdo da taxa de proliferacédo
observada diferenca significativa quanto ao celular n&o foi realizada nessa camada
taxa apoptotica entre os grupos (Gréf. 7). devido a auséncia de imunomarcacdo pelo

anticorpo  CDC-47. Esse achado ¢é

A camada de sinciciotroflobasto tende a interessante, pois mesmo sob efeito dos
regredir a medida que a gestagdo progride hormonios tireoidianos essas células néo
restando uma simples camada de células apresentaram atividade proliferativa (Fig.

gigantes trofoblasticas sobre a lamina basal, 6A e 6B). A regressao da camada de células
sugerindo que as funcdes dessas células sdogigantes trofoblasticas se d& principalmente
mais requeridas até o terco médio do periodo por apoptose, entretanto em ambos o0s
gestacional. Mitoses nunca s@o observadas grupos o indice apoptotico foi semelhante
numa célula sincicial e a manutencdo dessa (Tab. 9).

Tabela 7. Diametro médio do disco placentario (Médi + Desvio-padrdo) no grupo
controle e grupo hipertiredideo aos 14 e 19 dias dgestacéo.

Diametro médio do disco placentario (um)

Grupo

14 dias 19 dias
Controle 4652,5+361,46 Ba 5620,83+443,35 Aa
Hipertiredideo 4680,0+39,2 Ba 5660,00+£695,66 Aa

* Médias com letras mailsculas iguais na linhamaseminutsculas iguais na coluna néo diferem
entre si (R 0,05).

Tabela 8. Espessura do labirinto placentério e doimero de células/campo com expressao
de CDC-47 e de caspase-3 (Média + Desvio-padrdo) rgrupo controle e grupo
hipertiredideo aos 14 e 19 dias de gestacao.

Grupo
Variavel Controle Hipertiredideo
14 dias 19 dias 14 dias 19 dias
Espessura (um)  1150+243 B 25101440 A 13801220 B 02365 A

Numero de
células/campo
com expressao
de CDC-47
Numero de
células/campo
com expressao
de caspase-3

329+25,78 A 247,5+36,23 B 343,8+55,03 A 272,8+44338

5,8+1,48 A 13,67+1,63 B 521,92 A 13,8+1,3B

* Médias com letras mailsculas iguais na linhadiezem entre si (B 0,05).
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Figura 3A. Trofoblasto, rata com sete dias de géstaGrupo controle. HE, 280
Figura 3B) Trofoblasto, rata com sete dias de géstaGrupo hipertiredideo. HE,
257,1x. Células trofoblasticas com nucleo vesiculoso,smvalumoso em comparagao
as células trofoblasticas das ratas eutiredideamrecitoplasma grumoso. Figura 3C)
Imunomarcagdo para CDC-47, Grupo controle. Estvepta-biotina-peroxidase,
contra-coloracéo por hematoxilina de Harris, 102,%8gura 3D) Imunomarcagao para
CDC-47, Grupo hipertiredideo com imunomarcagdo $wanée ao eutiredideo.
Estreptavidina-biotina-peroxidase, contra-coloracfor hematoxilina de Harris,
102,86¢<. As células imunomarcadas pelo anticorpo CDC-47esgmtam nucleos
corados em marrom. 45




Figura 4. Rata , grupo controle, disco placentat®,dias de gestacdo. HE. A) Corte
transversal do disco placentario com espongiottagtb (C), labirinto placentario (L),
decidua (D) e utero (U). &9 B) Detalhe das camadas de sinciciotrofoblastg (S)
espongiotrofoblasto (C) e labirinto placentario. 283,5%. C) labirinto com finos capilares
fetais sustentados por pequena quantidade de teoidjontivo e rodeados por células
trofoblasticas alongadas ou ovodides. 194,2D) Camada de células citotrofoblasticas
constituida por células bem individualizadas, pegsge redondas, mononucleares com
citoplasma escasso. 194Q%) Camada do sinciciotrofoblasto delgada e cobappsr
células fundidas aue compartilhavam o mesmo cisomda ora eosinofilicora basofilico
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Figura 5. Rata, disco placentario, 14 dias de gasta A e B) Grupos controle e
hipertiredideo, respectivamente. Camada de espwofgiblasto mais espessa no grupo
hipertiredideo. HE, 20 C e D) Grupos controle e hipertiredideo, respastente. Maior
expressdo de CDC-47 nas células citotrofoblastioagrupo hipertire6ideo em comparacao
ao eutiredideo. Estreptavidina-biotina-peroxidasentra-coloracdo por hematoxilina de
Harris, 7%. S: sinciciotrofoblasto, C: espongiotrofoblastd_:elabirinto placentario. As
células imunomarcadas pelo anticorpo CDC-47 aptasenucleos corados em marrom.
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Tabela 9. Espessura do espongiotrofoblasto e do néno de células/campo com expressao
de CDC-47 e de caspase-3 (Média = Desvio-padréo) rgyupo controle e grupo
hipertiredideo aos 14 e 19 dias de gestacao.

Grupo
Variavel Controle Hipertiredideo
14 dias 19 dias 14 dias 19 dias
Espessura (um) 780+170 B 530+120 C 1020+170 A 600+80 C

Numero de
células/campo
com expresséo
de CDC-47
Numero de
células/campo
com expressao
de caspase-3

146,8+ 24,67 B 86,17+6,49 C 209,2+25,88 A 87,2+396

1,2+0,83 A 0,83 +0,75 A 1,2+0,83 A 1+0,71 A

* Médias com letras mailsculas iguais na linhadiezem entre si (B 0,05).

Grafico 7. Espessura da camada de células giganté®foblasticas e do numero de
células/campo com expressado de caspase-3 (Média esfio-padrdo) no grupo controle e
grupo hipertireéideo aos 14 e 19 dias de gestacao.
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Figura 6. Rata, disco placentario, 14 dias de gasteEstreptavidina-biotina-peroxidase,
contra-coloracdo por hematoxilina de Harris, 114,28 e B) Grupos controle e
hipertiredideo, respectivamente. Camada de sinpifablasto com células sem expressao

de CD(-47 em ambos 0s grupcsetas)

4.2. Experimento 2
4.2.1. Inducao ao hipertireoidismo

A partir do consumo médio de 4gua ingerido
por animal, por dia, estimou-se que a dose
diaria de tiroxina ingerida por animal foi de

60,43ug + 8,82, durante a inducdo e de
39,72ug *= 8,85, durante a gestacdo e
lactacdo. Como descrito anteriormente,
apenas 70 a 80% da tiroxina, administrada
por via oral é absorvida (Nobre et al, 2004),
ou seja, é provavel que a dose minima de
tiroxina absorvida tenha sido de 42,3ug
durante o periodo de inducdo e de 27,8ug

Em comparacdo ao primeiro experimento,
foi realizada uma reducao de

aproximadamente 32,85% na dose de
tiroxina durante a inducéo e, posteriormente,
de aproximadamente 52,14% durante a
gestacdo e lactacdo. Esta reducdo foi
realizada com o objetivo de se evitar a morte
dos filhotes por uma overdose de tiroxina,
via leite, como ocorreu no experimento de
Rosato et al. (1992), em que os filhotes
morreram dentro de 48 horas pds-parto.

Mas, como pode ser visto na tabela 10, a
altura do epitélio folicular nas ratas tratadas
com tiroxina nao diferiu significativamente

durante a gestacdo e a lactacdo. Varas et al.das ratas eutiredideas. A falta de diferenca

(2002) utilizando uma dose de 20ug de
tiroxina/animal/dia  conseguiu  induzir
satisfatoriamente o hipertireoidismo.

significativa na altura do epitélio das ratas
hipertiredideas em comparacdo ao das ratas
eutiredideas pode ser explicado pelo fato de
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que a lactacdo por si s6 reduz
significativamente a altura do epitélio
folicular (Miranda et al.,, 2001). Dessa
forma, ao contrdrio do que ocorreu na
gestacdo, nado foi possivel demonstrar
durante a lactacdo o abaixamento do epitélio
folicular como consequéncia do efeito de
feedbacknegativo da tiroxina administrada
sobre a tiredide. Além disso, ndo foi
observado aumento no consumo de agua e

de alimentos e alteracbes comportamentais
tdo significativas como no primeiro
experimento. Por todas essas razdes, foi
realizada a dosagem de T4 total plasmatica
de todas as ratas, o que comprovou a
inducdo de hipertireocidismo naqueles
animais tratados com tiroxina (Graf. 8) e,
por isso, daqui por diante o grupo de ratas
tratadas sera denominado hipertireéideo.

Tabela 10. Altura média do epitélio folicular das iredides (Média + Desvio-padrdo) em
ratas tratadas com tiroxina e nao tratadas no seguto dia apds o parto

Grupo

Altura do epitélio folicular (um)

Nao tratadas
Tratadas

4,9+1,03 a
5,06+0,53 a

* Médias com letras minUscutasis na coluna nao diferem entre si(@,05).

Grafico 8. Concentracdo plasmatica de T4 (ug/dl) (kdia + Desvio-padrdo) em ratas
tratadas com tiroxina e ndo tratadas no segundo diapds o parto.

@ Nao tratadas com
tiroxina

O Tratadas com
tiroxina

(Hg/dl)

Concentragdo plasmatica de T4

Asterisco indica diferenca estatisticamenteiaativa (P<0.05).
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4.2.2. Histomorfometria ovariana estruturas ovarianas nesse experimento.
Apés o parto seria esperado que o0s
De acordo com a tabela 11, ndo foi horménios tireoidianos agissem sobre o
observada diferenca quanto ao peso dos ovario acelerando o recrutamento de novos
ovarios entre 0s grupos apo6s dois dias do foliculos tercidrios mais rapidamente, porém
parto. Tanto no grupo hipertiredideo quanto aparentemente iSso ndo ocorreu porque a
no grupo controle, foi observado predominio andlise foi realizada nos ovérios dois dias
de corpos lateos em regressdo e alguns ap6s o parto, tempo insuficiente para que
foliculos terciarios, assim como secundarios essas alteracbes ocorressem.
e primarios, além de foliculos atrésicos. Por
essa razao nao foi realizada a contagem das

Tabela 11. Peso médio dos ovarios (Média + Desviagydo) no grupo controle e grupo
hipertiredideo no segundo dia apds o parto

Grupo Peso médio dos ovérios (g)
Controle 0,06 +0,010 a
Hipertirebideo 0,06 £0,010 a

* Médias com letras minUscutasis na coluna nédo diferem entre si(8,05).

4.2.3. Avaliacdo histomorfométrica e hipertiredideos,  apresentavam-se  mais
imunoistoguimica do Gtero em involucao celularizados, além de apresentarem-se mais

hemorragicos (Fig. 7). No entanto, apesar
Morfologicamente, os sitios de insercdo dessas diferencas morfolégicas, ndo houve,
placentéaria nos animais controles entre grupos, diferenca significativa do
aparentemente  apresentavam  diametro diametro médio dos discos placentarios
médio maior do que o0s animais (Tab. 12).

Tabela 12. Didmetro dos sitios de insercéo placeni e peso uterino (Média + Desvio-
padrao) no grupo controle e grupo hipertiredideo nasegundo dia apos o parto

Variavel Grupo

Controle Hipertirebideo
Diametro do  sitio de 5375 95.657.484 1920,83+121,88 a
insercao placentéria (um)
Peso uterino (g) 1,80+0.16 a 1,79+0,33a

* Médias com letras minusculas iguais nao diferaineesi (P= 0,05).
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De uma maneira geral, os sitios de insercao indice de proliferacdo quanto o apoptético
placentaria em involucdo constituiam-se de diferiram significativamente entre 0os grupos
um arranjo de células necroticas, apoptéticas (Tab. 13 e 14). Enquanto no grupo controle
e, ao mesmo tempo, em proliferacdo o indice de proliferacdo celular nas camadas
situadas no endométrio. Esse arranjo era uterinas foi menor (Fig. 8), o indice
composto por células do proprio disco apoptético foi maior quando comparado ao
placentério, por células trofoblasticas e grupo hipertiredideo (Fig. 9). Esse resultado
deciduais ora degeneradas ou necroticas orasugere que o hipertireoidismo acelera a
apoptoéticas. Além dessas células, também involucdo uterina apesar de ndo haver
foi visualizada grande quantidade de diferenca na espessura das camadas uterinas.
fibroblastos em proliferacdo, intenso
infiltrado inflamataorio constituido  Os horménios da tiredide desempenham
predominantemente por neutrdéfilos, extensas importante papel no processo de proliferacdo
areas de hemorragia e trombos. Desta forma, e morte celular por apoptose. Estudnos
optou-se por ndo realizar a analise do indice vitro ein vivotém demonstrado que a 3,5,3"-
apoptotico e de proliferacdo celular devido a triiodotironina (T3) induz, simultaneamente,
miscelanea de diversos tipos celulares diferentes caminhos que causam
encontrados nos sitios de insercdo proliferacdo ou apoptose de células epiteliais
placentaria, o que poderia gerar duvidas (Su et al., 1997). Estudos demonstram,
quanto a individualizacdo e identificacdo de ainda, que a T3 estd envolvida na
algumas células. morfogénese em anfibios por ambos os
processos de proliferacdo e apoptose celular
Em ambos o0s grupos, as caracteristicas (Shi et al., 1998). O tratamento com T3 no
morfolégicas das camadas uterinas lobo éptico de embrides de frangos mostrou
apresentavam algumas semelhancas entre osque esse horménio possui um mecanismo
grupos. O endométrio apresentava-se homeostatico que equilibra a taxa de
novamente mais espesso e com grande proliferacdo e de morte celular (Ghorbel et
quantidade de glandulas endometriais. No al., 1997). Em ratos, o transplante de
miométrio, podia observar claramente a hepatdcitos, seguido do tratamento com T3
reorganizacao das fibras musculares lisas, no aumentou 0 nuamero dessas células
entanto, essas ainda ndo obedeciam um progressivamente repopularizando 60 a 80%
padrdao de orientacdo perpendicular. O da massa parenquimal celular em 60 dias
perimétrio era formado por tecido (Oren et al., 1999). Vérios estudos tém
conjuntivo frouxo com ocasionais células verificado a participacdo de alguns
musculares lisas e apresentava-se, em certashorménios nao tireoidianos no processo de
areas, em forma de pregas. Mas, o numero involugéo uterina dos animais (Geyer et al.,
de células apoptéticas no grupo 1982; Takamoto e Leppert, 1998; Woessner
hipertiredideo foi menor com maior numero Jr., 1979; Halme e Woessner Jr., 1975;
de células em proliferacdo em todas as Adams e Frieden, 1985). Porém, em toda a
camadas uterinas. literatura consultada n&o foi encontrado
nenhum relato sobre a acdo dos hormonios
Apesar de néo ter ocorrido diferenca no peso tireoidianos na involugéo uterina.
e na espessura dessas camadas, tanto o
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Tabela 13. Espessura endometrial e numero de célslaampo com espressao de CDC-47 e
caspase-3 (Média = Desvio-padrdo) no grupo controke grupo hipertire6ideo no segundo
dia apds o parto

Variavel Grupo

Controle Hipertiredideo
Espessura (um) 1043,50 + 251,05A 983,88+ 417,32 A
Numero de
células/campo com 177,2+47,99 B 247,5453,58 A
expressédo de CDC-47
Numero de
células/campo com 180,2+13,44 A 164,33+9,81B

expressédo de caspase-3

* Médias com letras mailsculas iguais na linhadiezem entre si (B 0,05).

Tabela 14. Espessura miometrial e numero de célufaampo com espressdo de CDC-47 e
caspase-3 (Média = Desvio-padrdo) no grupo controke grupo hipertire6ideo no segundo
dia apds o parto

Variavel Grupo

Controle Hipertire6ideo
Espessura (um) 2450 £434,12 A 2433,30 + 336,27 A
Numero de células/campo
com expressao de CDC-47 31831256 B 35,543,08 A
Numero de células/campo 25.642.88 A 16.1743.19 B

com expresséo de caspase-3

* Médias com letras maiusculas iguais na linhadiaem entre si (B 0,05).
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Figura 7. Rata, dois dias pos-parto, sitio de gé&emplacentaria. HE, 11,84A e B)
Grupos controle e hipertiredideo, respectivamebiio de insercdo placentéria no grupo
controle com didmetro aparentemente maior quandgawado ao grupo hipertiredideo e
com areas de hemorragia e formagdes de trombos (T).



Figura 8. Rata, dois dias pos-parto, Utero em umpa®. Estreptavidina-biotina-peroxidase,
contra-coloracdo por hematoxilina de Harrisx.88 e B) Grupo controle. Endométrio e
miométrio, respectivamente com poucas células oqgressdo de CDC-47. C e D) Grupo
hipertire6ideo. Endométrio e miométrio, respectigate com muitas células com expressao
de CDC-47. As células imunomarcadas pelo antic@fp&-47 apresentam nucleos corados
em marrom.
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Figura 9. Rata, dois dias pés-parto, Utero em ugdm. Estreptavidina-biotina-peroxidase,
contra-coloracdo por hematoxilina de Harrisx.88 e B) Grupo controle. Endométrio e
miométrio, respectivamente com muitas células crpnesséo de caspase-3. C e D) Grupo
hipertire6ideo. Endométrio e miométrio, respectigate com pequeno nimero de células
com expressdo de caspase-3. As células imunomarpatta caspase-3 apresentam nucleo
el/ou citoplasma corados em marrom.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Mas, de posse dos resultados da avaliacdo
uterina, restava saber ainda se a placenta

O hipertireoidismo é uma das endocrinopatiseripea responsavel para a manutencdo de
mais acomete a mulher, no entanto, pouco geasaberimero de fetos no (tero, ja que,
sobre as alteracdes que ocorrem no Uterestrutaralmente, o ambiente uterino ndo foi
placenta de fémeas gestantes com hipenfurdificado. E assim, foi observado que o

tireoidiana. Este estudo inédito até o morhgrgdjreoidismo

modifica

sugere responder a diversos guestionamentossignifjeativamente tanto o trofoblasto quanto

diz respeito as mudancas que porventura ocoroenespongiotrofoblasto.
ambiente uterino e na placenta apds a implaséhgas
do embrido e por todo o periodo gestacionaluacibes

pos-parto.

J4 se tem conhecimento de que ratas
hipertiredideas parem maior numero de
filhotes (Rosato et al., 1992), porém nenhum
estudo havia sido realizado para comprovar
qual seria o fator determinante do aumento
da taxa de gestacdo em fémeas
hipertiredideas multiparas. No presente
estudo, o hipertireoidismo ndo somente
aumentou o numero de fetos e embrides,
como também aumentou a taxa de ovulacao.

Sabe-se que as
citotrofoblasticas desempenham
essenciais a vida @ fetal,
principalmente no inicio da gestagéo. Essas
células produzem hormdnios luteotrdficos e
lactogénicos (Rasmussen et al., 1997; Soares
et al., 1998) que também sdo responsaveis
pela manutencdo da gestacdo (Weitlauf,
1994; Soares et al., 1998) e ativam os
linfécitos uterinas (Muller et al.,, 1999),
células de defesa que reconhecem e
eliminam células infectadas por virus e
células modificadas durante a gestacdo
(Whitelaw e Croy, 1996). E provavel que a
modificacdo induzida pelo hipertireoidismo

Surpreendente e diferentemente do que se na camada de espongiotrofoblasto seja a

postulava no inicio, ndo houve nenhuma
modificacdo uterina para dar maior suporte
ao aumento do numero de fetos. Mas néo foi

principal responsavel para que um maior
namero de fetos viaveis e com
desenvolvimento normal sejam levados a

possivel responder se haveria mudancas termo.

uterinas estruturais que propiciariam a

implantacdo de maior nimero de embrides. Também foi observado, neste estudo que no
No presente estudo a avaliacdo do Utero foi pds-parto o hipertireoidismo, apesar de nao
realizada somente apds a implantacdo dos ter modificado estruturalmente as camadas
embrides ao endométrio, ou seja, ap0s a uterinas durante a involugdo, aumentou
decidualizacdo. Portanto, se ocorreu alguma significativamente a taxa de proliferacdo
modificacdo uterina antes da implantacdo, celular e reduziu a taxa de apoptose no
isso ndo pbde ser avaliado. Seria endométrio e miométrio, 0 que sugere que o
interessante, se novos estudos fossem hipertireoidismo acelera a involugdo uterina.
realizados para responder esta questdo, jaAlém do mais, apesar de nao ter diferenca
gue ha relato de que ratas ndo gestantessignificativa do tamanho do Utero e do
hipertiredideas apresentam modificacbes didmetro médio dos discos placentarios dois
uterinas significativas que indicam uma dias apés o parto, as modificacbes
melhoria no ambiente uterino (Oliveira et morfolégicas ocorridas no disco das ratas
al., 2005). Resta saber se essas modificagBeshipertiredideas também corroboram para
uterinas permaneceriam até o0 momento da sugerir que o hipertireoidismo acelera o
implantacdo embrionaria. processo de involucéo uterina.
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trofoblasticas aos sete dias de gestacdo e

aumenta a espessura e a taxa de proliferacdo
6. CONCLUSOES da camada do espongiotrofoblasto aos 14

dias de gestacdo. Mas, ndo altera a

morfologia e as taxas de apoptose e
6.1. O hipertireoidismo experimental, em proliferacdo celular nas camadas do labirinto
ratas gestantes, aumenta a taxa de ovulacdoplacentario e de células (gigantes
e de concepcdo, sem modificar o trofoblésticas .
desenvolvimento e viabilidade fetal.

6.4 Dois dias apés o parto o hipertireoidismo
6.2. O hipertireoidismo experimental ndo experimental ndo modifica 0 peso uterino
modifica significativamente a espessura das nem o didmetro dos discos placentarios, mas
camadas uterinas e a taxa de proliferacdo e reduz as alteracdes circulatdrias no disco.
apoptose dessas camadas durante a gestacao.

6.5 Ao contrério do que ocorre no periodo
6.3 O hipertirecidismo experimental gestacional, o hipertireoidismo experimental
modifica significativamente alguns aumenta a taxa de proliferacdo celular e
constituintes  placentarios. Aumenta o0 reduz a taxa de apoptose no endométrio e
didmetro médio do nucleo das células miométrio dois dias apds o parto.
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8. ANEXOS
Experimento 1

Anexo 8.1. Andlise de variancia da altura do epitiéllicular das tiredides de ratas eutiredideas
e hipertiredideas aos 7, 14 e 19 dias de gestagéo.

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Varagao | inardade Quadrados Médio

Total 32 368,64 - - -
Tratamentos 5 352,33 70,465 116,62 0,0001
Erro 27 16,315 0,6042 - -

Coeficiente de variagéo (CV) = 6,83%

Anexo 8.2. Andlise de variancia do consumo diagoadua de ratas normais e gestantes
eutiredideas e hipertiredideas.

F de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variacao | iherdade Quadrados  Médio

Total 21 2855 - - -
Tratamentos 3 1970,8 656,92 13,372 0,0001
Erro 18 884,28 49,13 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 11,05%

Anexo 8.3. Analise de variancia do consumo diagordcdo de ratas normais e gestantes
eutiredideas e hipertiretideas.

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inardade Quadrados Médio

Total 21 262 - - -
Tratamentos 3 127,9 42,634 5,722 0,0062
Erro 18 134,1 7,45 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 9,59%

Anexo 8.4. Andlise de variancia do peso das rattieéideas e hipertiredideas sem o Utero aos
sete, 14 e 19 dias de gestacéo.

F de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variacao | iherdade Quadrados  Médio

Total 32 21165 - - -
Tratamentos 5 5594,4 1118,9 1,940 0,1204
Erro 27 15571 576,69 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 8,04 %
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Anexo 8.5. Andlise de variancia do peso médio dedrios (g) das ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos sete, 14 e 19 dias de gestacgéo.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Varacao | inargade Quadrados  Médio

Total 32 0,005858 - - -
Tratamentos 5 0,003904 0,0007809 10,791 0,0001
Erro 27 0,001954  7,237E-05 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 17,46 %

Anexo 8.6. Analise de variancia do peso individdak fetos (g) de ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos 14 e 19 dias de gestacéo.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inerqade Quadrados  Médio

Total 20 24700 - - -
Tratamentos 3 24519 8,173 766,85 0,0001
Erro 17 0,1812 0,01066 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 16,94 %

Anexo 8.7. Andlise de variancia do peso uterino amnfetos (g) de ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos sete, 14 e 19 dias de gestagéo.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Varacao | inargade Quadrados  Médio

Total 32 14851 - - -
Tratamentos 5 13480 2696 53,082 0,0001
Erro 27 1371,3 50,790 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 21,63%

Anexo 8.8. Andlise de variancia do peso uterino senfetos (g) de ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos sete, 14 e 19 dias de gestacao.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inerqade Quadrados  Médio

Total 20 1041,5 - - -
Tratamentos 3 807,21 269,07 19,527 0,0001
Erro 17 234,25 13,779 - -

Coeficiente de variagéo (CV) = 24,86%
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Anexo 8.9. Analise de varidncia da espessura dooreétlio de ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos sete, 14 e 19 dias de gestacgéo.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Varacao | inargade Quadrados  Médio

Total 21 6321806 - - -
Tratamentos 3 6215222 2071741 349,88 0,0001
Erro 18 106584 5921,3 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 19,18%

Anexo 8.10. Andlise de varidncia da espessura domgtrio de ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos sete, 14 e 19 dias de gestacao.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inerqade Quadrados  Médio

Total 21 404198 - - -
Tratamentos 3 214789 71596 6,804 0,0029
Erro 18 189409 10523 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 24,97%

Anexo 8.11. Andlise de variancia da espessura dim@iio de ratas eutirebideas e
hipertiredideas aos sete, 14 e 19 dias de gestacgéo.

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inardade Quadrados Médio

Total 21 293987 - - -
Tratamentos 3 17117 5705,5 0,3709 0,7749
Erro 18 276870 15382 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 26%

Anexo 8.12. Andlise de variancia damero de células do endométrio/campo com expreksao
CDC-47 de ratas eutiredideas e hipertiredideasetes 14 e 19 dias de gestacéo.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inerdade Quadrados  Médio

Total 21 574963 - - -
Tratamentos 3 548456 182819 124,14 0,0001
Erro 18 26507 1472,6 - -

Coeficiente de variagéo (CV) = 33,22 %
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Anexo 8.13. Analise de variancia damero de células do miométrio/campo com exprededo
CDC-47 de ratas eutiretideas e hipertiredideasetes 14 e 19 dias de gestacéo.

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Varagao | inardade Quadrados Médio

Total 32 5583,5 - - -
Tratamentos 5 4736,8 947,36 30,210 0,0001
Erro 27 846,70 31,36 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 39,50%

Anexo 8.14. Analise de variancia damero de células do perimétrio/campo com expredsao
CDC-47 de ratas eutiredideas e hipertiredideasetes 14 e 19 dias de gestacéo.

E de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inerdade Quadrados  Médio

Total 32 16120 - - -
Tratamentos 5 13141 2628,3 23,823 0,0001
Erro 27 2978,8 110,32 - -

Coeficiente de variagédo (CV) = 41,75%

Anexo 8.15. Andlise de variancia ddmero de células do endométrio/campo com expreksao
Caspase-3 de ratas eutiredideas e hipertiredidsasete, 14 e 19 dias de gestagao

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Varagao | inardade Quadrados Médio

Total 32 8926,5 - - -
Tratamentos 5 4524.,6 904,92 5,550 0,0012
Erro 27 4402,0 163,04 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 24,45 %

Anexo 8.16. Analise de variancia damero de células do miométrio/campo com expredsdo
Caspase-3 de ratas eutiredideas e hipertiredidsasete, 14 e 19 dias de gestacao.

F de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variacao | inerdade Quadrados  Médio

Total 32 3997,0 - - -
Tratamentos 5 3720,2 744,05 72,594 0,0001
Erro 27 276,73 10,249 - -

Coeficiente de variagédo (CV) = 31,4%
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Anexo 8.17. Analise de variancia damero de células do perimétrio/campo com expredsao
Caspase-3 de ratas eutiredideas e hipertiredidsasete, 14 e 19 dias de gestagao.

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inerdade Quadrados  Médio

Total 32 636,24 - - -
Tratamentos 5 387,54 77,508 8,415 0,0001
Erro 27 248,70 9,211 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 25,53 %

Anexo 8.18. Andlise de variancia do diametro méialisco placentaride ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos 14 e 19 dias de gestacao

= de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variacao | inerdade Quadrados  Médio

Total 20 8766399 - - -
Tratamentos 3 4958878 1652959 7,380 0,0022
Erro 17 3807521 223972 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 8,65 %

Anexo 8.19. Andlise de variancia da espessura liidrito placentariade ratas eutiredideas e
hipertiredideas aos 14 e 19 dias de gestagéo

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | inerdade Quadrados  Médio

Total 20 10,229 - - -
Tratamentos 3 8,591 2,864 29,724 0,0001
Erro 17 1,64 0,096 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 15,91 %

Anexo 8.20. Analise de variancia do numero de aélulo labirinto placentario/campo com
expressdo de CDC-4ie ratas eutiredideas e hipertiredideas aos 14d&a$%e gestacéo

Fontes de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de varagao | iherdade Quadrados  Médio

Total 20 62885 - - -
Tratamentos 3 33673 11224 6,532 0,0039
Erro 17 29211 1718,3 - -

Coeficiente de variagédo (CV) = 13,68 %
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Anexo 8.21. Analise de variancia do numero de aélulo labirinto placentario/campo com
expressdo de Caspaseéeratas eutiredideas e hipertiredideas aos 14det%le gestacéo

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Varagao | inardade Quadrados Médio

Total 20 399,24 - - -
Tratamentos 3 355,50 118,50 46,064 0,0001
Erro 17 43,733 2,573 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 21%

Anexo 8.22. Analise de varidncia da espessura dzda de espongiotrofoblaste ratas
eutiredideas e hipertiredideas aos 14 e 19 digeskacao

F de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variacao | inerdade Quadrados  Médio

Total 20 1,187 - - -
Tratamentos 3 0,8440 0,2813 13,937 0,0001
Erro 17 0,3432 0,02019 - -

Coeficiente de variacdo (CV) = 19,51%

Anexo 8.23. Andlise de variancia do numero de asldo espongiotrofoblasto/campo com
expressao de CDC-4l¢ ratas eutirebideas e hipertiredideas aos 14dea$e gestacdo

F de Variaca Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | iperdade Quadrados  Médio

Total 20 58849 - - -
Tratamentos 3 53461 17820 56,234 0,0001
Erro 17 5387,2 316,90 - -

Coeficiente de variagédo (CV) = 10,31%

Anexo 8.24. Andlise de variancia do numero de aéldo espongiotrofoblasto/campo com
expressdo de Caspaseéeratas eutiredideas e hipertiredideas aos 14det%le gestacao

Fontes de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de varagao | inerdade Quadrados  Médio

Total 20 10,952 - - -
Tratamentos 3 0,5190 0,1730 0,2819 0,8377
Erro 17 10,433 0,6137 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 75,12%

70



Anexo 8.25. Analise de variancia da espessura mada de células gigantes trofoblastiabes
ratas eutiredideas e hipertiredideas aos 14 eak9ddi gestacdo

F de Variacs Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
ontes de Variagao | iperdade Quadrados  Médio

Total 20 0,05640 - - -
Tratamentos 3 0,03225 0,01075 7,567 0,0020
Erro 17 0,02415 0,001421 - -

Coeficiente de variacédo (CV) = 29,25%
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