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RESUMO

Osjeivo. Quantificar glicosaminoglicanos suffatados (GAGs) no Utero de camundongas durante o ciclo estral.
Meropos. Utilizaram-se quatro grupos de camundongas virgens com 100 dias de idade (n= 10 cada) conforme a fase ciclo
estral: proestro, estro, metaestro e diestro. Amostras da porcio média dos cornos uterinos foram preparadas para observagao
em microscopia de luz (H/E e Alcian blue + PAS). Os GAGs foram extraidos e caracterizados por eletroforese em gel de
agarose. Os dados foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado.

ResuLTADos. A microscopia de luz, os GAGs sulfatados apresentam-se em todas as camadas do Utero, em especial no
endométrio, entre as fibras colagenas, na membrana basal e ao redor dos fibroblastos. A andlise bioguimica mostrou haver
dermatam sulfato (DS), condroitim sulfato (CS) e heparam suffato (HS) durante todas as fases do ciclo estral. Ndo houve
separagdo eletroforética clara entre DS e CS, de modo que estes dois GAGs foram considerados em conjunto (DS+CS)
(proestro = 0,854 £ 0,192; estro = 1,073 % 0,254; metaestro = 1,003 £ 0,255; e diestro = 0,632 = 0,443 ug/mg).
Os resuttados de HS foram: proestro = 0,092 + 0,097; estro = 0,180 = 0,141; metaestro = 0,091 + 0,046; e diestro
= 0,233 £ 0,147 pg/mg. A concentracdo DS+CS apresentou-se maior no estro (acio estrogénica) e a do HS no diestro
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(acdo progestagénica).

INTRODUCAO

Ha muito os glicosaminoglicanos (GAGs) vém  despertando
interesse clinico em todas as areas da medicina, pois — consoante
seu importante papel no reconhecimento celular, na migracao, na
proliferacdo e diferenciacdo celular — estariam direta ou indireta-
mente envolvidos com tumores, metdstases, angiogénese, rea-
¢oes imunoldgicas, desenvolvimento folicular e infertilidade, entre
outros',

A matriz extracelular € um conjunto de agregados
supramoleculares constituidos por uma rede molecular contendo
colageno, glicoproteinas, proteoglicanos e GAGs que mantém as
células associadas possibilitando a organizagio dos tecidos e a
sobrevivéncia celular’,

Os proteoglicanos (PGs) sdo formados por um esqueleto
protéico, ao qual estdo covalentemente ligadas as cadeias de GAGs
presentes na matriz extracelular, na superficie celular e na membra-
na com dominio intracelular®?.

Os GAGs possibilitam varias funces, tais como a hidratagdo
dos espacos ao redor das células, formando géis que variam
quanto ao tamanho dos poros e a densidade da carga que atua
como filtro regulador da passagem de moléculas pelo meio
extracelular, ligando fatores de crescimento e outras proteinas que
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Conctusho. Os GAGs no (tero de camundongas sofrem alteracdes durante as fases do ciclo estral, refletindo o constante
processo de renovacdo, sendo modulados pelos horménios sexuais.

Unitermos: - Glicosaminoglicanos sulfatados. Utero. Ciclo estral. Camundongas.

servem como sinais para as células, com a funcao de bloquear, ativar
ou guiar a migracio celular através da matriz'®

O primeiro estudo sobre a distribuicio dos GAGs sulfatados no
Utero humano ocorreu em 1962'". Mais recentemente, outros
pesquisadores estudaram o miométrio de mulheres no periodo
reprodutivo, na gravidez e na pds-menopausa, e observando que
os GAGs constituintes da matriz compreendiam heparam  sulfato,
dermatam sulfato e condroitim sulfato, porém nao notaram varia-
cdes em suas concentragdes nas diferentes fases do ciclo
reprodutivo, exceto por signfficativa diminuicdo dos GAGs durante
a gestacao e pelo aumento do condroitim sulfato no leiomioma e
no leiomiossarcoma®'2,

Na drea experimental, acreditamos que pesquisas realizadas em
animais nas diferentes fases do ciclo estral permitiriam elucidar a
acao dos hormonios esteréides (estrogénio e progesterona) so-
bre os componentes da matriz extracelular para podermos com-
preender melhor as patologias do trato reprodutivo’>"”.

A andlise dos GAGs sulfatados no Utero de ratas sob a agdo do
|7B-estradiol ou da progesterona identificou como constituintes
normais o condroitim 4 ou 6 sulfato, o dermatam sulfato e o
heparam sulfato’®. Quando os animais foram tratados com 17 B-
estradiol foi encontrado, de maneira geral, maior concentragdo de
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GAGs, havendo aumento mais acentuado do condroitim 4 ou 6
sulfato em relagio ao dermatam sulfato*'*,

Pesquisas com cultura de células do epitélio uterino de ratas
mostraram producdo e secrecio do queratam sulfato e heparam
sulfato e em cultura de células de estroma uterino de camundongas,
observou ser o condroitim sulfato o glicosaminoglicano mais
secretados por estas células'”?,

Contudo, sdo poucos os trabalhos que quantificaram e relaci-
onaram os GAGs sulfatados com as fases do ciclo estral, em Uteros
de camundongas.

Este trabalho teve por objetivo avaliar alteracdes morfoldgicas,
bem como a caracterizagdo e quantificagio dos GAGs sulfatados no
Utero de camundongas durante o ciclo estral.

MEtopos

Este estudo foi realizado na Disciplina de Histologia da Univer-
sidade Federal de Sao Paulo - FEscola Paulista de Medicina
(UNIFESP - EPM) e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
(Projeto n° 0809/04). Para tanto, foram utilizadas camundongas
(Mus musculus), adultas, com 100 dias de idade, virgens, proce-
dentes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
para Medicina e Biologia (CEDEME) da (UNIFESP — EPM).

Todos os animais foram mantidos, em nimero de 20 por
gaiola, alimentacdo e dgua ad /ibitum, em temperatura ambiente de
22°C, iluminacdo artificial produzida por ldmpadas fluorescente
marca Fhillips (modelo luz do dia de 40 W), sendo o fotoperiodo
de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o perfodo de
luz das 7h00 as 19h00.

Apds uma semana de adaptagio ao novo ambiente, foram
colhidos esfregacos vaginais, didrios, durante oito dias consecutivos
para monitorizar a periodicidade do ciclo estral. Os esfregagos eram
distribuidos em Iaminas de vidro, fixados em solucdo de &lcool-éter
(I:1), sendo entdo submetidos a coloragdo pelo Harris-Shorr.

Em seguida, 40 animais foram divididos, aleatoriamente, em
quatro grupos, com dez animais cada, a saber: proestro, estro,
metaestro e diestro.

As camundongas foram inicialmente anestesiadas com xilasina
(I mg/Kg) e ketamina (I mg/Kg), sacrificadas e imediatamente
retirados os cornos uterinos, apds abertura da cavidade abdomino-
pélvica. Fragmentos do terco médio dos cornos uterinos foram
mergulhados em formaldeido a 10%, tamponado, para andlise
morfoldgica e histoquimica, e o restante dos cornos uterinos
destinados a andlise bioquimica, conservados em acetona.

Andlise  morfolégica

Apds fixacdo, os fragmentos dos cornos uterinos foram con-
venientemente desidratados em concentragdes crescentes de dl-
cool etilico, diafanizados pelo xilol e impregnados em parafina.
Cortes de 3 mm foram submetidos ao método de coloracio pela
Hematoxilina e Eosina (H.E) para descricio morfolégica e outros
dois cortes de cada corno uterino foram submetidos aos métodos
do Alcian Blue (pH 1,0) e do &cido periodico de Schiff (PAS), para
identificacdo e localizacdo prévia dos GAGs.
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Figura | - Fotomicrografias mostrando cortes transversais do Utero de
camundongas nas diferentes fases do ciclo estral. Observar o utero cortado
transversalmente (retangulo menor) e detalhe do endométrio (foto maior).

P = proestro, E = estro, M =metaestro e D = Diestro. As setas indicam o
epitéliosuperficial e o G glandulas endometriais. H.E.
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Analise  bioquimica

A andlise bioquimica para caracterizacdo e quantificacio dos
GAGs foi realizada no Departamento de Bioguimica, Disciplina de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP — EPM).

Apbs a remogao, fragmentos dos cornos uterinos foram
mergulhados em acetona e mantidos overnjght a 4°C. A seguir, de
fragmentados secos foram extraidos os GAGs sulfatados, segundo
metodologia desenvolvida por Aguiar et al.?’,

A identificacdo de cada glicosaminoglicano sulfatado foi realizada
tendo como pardmetros padroes conhecidos e purificados de
condroitim 4-sulfato extraido de cartilagem de baleia, condroitim 6-
sulfato extraido de cartilagem de tubardo e dermatam sulfato
extraido da mucosa intestinal bovina (Seikagaku Kogyo Co - To-
quio, Japdo); heparam sulfato de pulmdo bovino (purificado na
Disciplina de Biologia Molecular da UNIFESP-EPM).

Como controle, foi realizada degradagdo enzimética dos GAGs
sulfatados com condroitinases, isoladas da F. heparinum, com a
finalidade de degradar GAGs sulfatados e ndo sulfatados e, assim,
se tornaram importantes instrumentos para identificacio e andlise
da estrutura de GAGs de diferentes origens”,

Para a caracterizacdo do dermatam sulfato e do condroitim
sulfato foram utilizadas as enzimas condroitinase AC e a
condroitinase  ABC%.

Os produtos da incubagdo foram submetidos & migracdo
eletroforética em gel de agarose. A confirmagdo do tipo de
glicosaminoglicano foi feita pela agdo da enzima especffica na
eletroforese no gel de agarose.
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Figura 2 - Fotomicrografias mostrando cortes transversais do utero de
camundongas nas diferentes fases do ciclo estral submetidos a0 método do
Alcian Blue pH 1,0 e a0 PAS. P = proestro, E = estro, M =metaestroe D =
Diestro. As setas indicam epitélio superficial e G as glandulas endometriais.
Notar emazul adistribuicao dos glicosaminoglicanos sulfatados. AB + PAS.

Estes mesmos padrdes também foram usados para a determi-
nagdo quantitativa das amostras, através de densitometria a 525 nm.
Os resultados foram expressos em Ug de GAGs por mg de pd
cetonico (Figura 3).

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
seguida pelo teste t de Student, ndo pareado. Utilizou-se o nivel de
significincia menor ou igual a 5% para rejeicio da hipdtese de
nulidade (ov < ,05).

Figura 3 - Comportamento eletroforético dos GAGs presentes no litero de
camundongas nas diferentes fases do ciclo estral: | (proestro), 2 (estro), 3
(metaestro), 4 (diestro), P (Padrao), OR (origem), + (polo positivo), - (polo
negativo), CS (condroitim sulfato), DS (dermatam sulfato) e HS (heparam
sulfato). A densitometria foi realizada a partir do plo negativo com
densitometria de 525nm
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Tabela | - Concentracao dos GAGs sulfatados no titero de camundongas em
cada fase do ciclo estral. Os dados (média * EPM) sao expressos em

g/mg de po cetonico
Fasesdociclo
GAGs Proestro Estro Metaestro Diestro
CS+DS 0854=0,192 1073x0254* 10030255  0,632=0,443
HS 0,092+0,097 0180=0,141 0,091 £0,046 0,233+0,147%

GAGs = Glicosaminoglicanos; CS = condroitim sulfato, DS = dermatam sulfato; HS =
heparam sulfato, *p < 0,05 e **p < 0,02

Figura 4 - Representagao grafica das concentragdes dos GAGs sulfatados no
litero de camundongas em cada fase do ciclo estral
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ResuLTADOS
Morfologicos

No proestro, o endométrio apresenta-se bem desenvolvido,
revestido internamente por epitélio cilindrico simples, e no
estroma, inimeras glandulas endometriais, bem dilatadas, algumas
contendo material no seu interior. O estroma endometrial mostra-
se rico em células com nlcleos volumosos e eucromaticos. No
estro, o Utero mostra-se ainda desenvolvido, sendo o endométrio
revestido internamente por epitélio cilindrico simples, contendo
células com nucleos volumosos. Na lamina prépria identificam-se
glandulas endometriais e o estroma rico em células com nlcleos
volumosos e entre elas inimeros eosindfilos. No metaestro, o
Utero encontra-se pouco desenvolvido, o endométrio estd reves-
tido internamente por epitélio cilindrico simples contendo nucleos
heterocromaticos, entre as células epiteliais observa-se infiltracao
leucocitéria. O estroma endometrial mostra-se rico em células com
nlcleos heterocromaticos. No diestro, o Utero acha-se pouco
desenvolvido revestido internamente por epitélio cilindrico simples
com inlmeras figuras de mitose. O endométrio apresenta proje-
¢Oes para o seu limen. O estroma mostra-se rico em células com
nlcleos volumosos e eucromaticos (Figura |).

O método do PAS associado ao AB pH |,0 mostrou a presenca
de GAGs no (tero de camundongas em todas as fases do ciclo
estral, sendo a reatividade maior no endométrio do que nas outras
camadas. No endométrio identificamos forte reatividade ao AB no
polo apical das células epiteliais, membrana basal, entre os feixes de
coldgeno e ao redor dos fibroblastos (Figura 2).
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Bioquimicos

Encontramos no Utero de camundongadas os seguintes GAGs
sulfatados:  condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e
heparam sulfato (HS) caracterizados pela migracao eletroforética
em gel de agarose e degradacdo por enzimas especificas.

Na comparacdo entre as diversas fases estudadas foi observado
aumento do CS e DS na fase de estro (1,073 + 0,254* ug/mg
com p d" 0,05) em relacdo as outras fases do ciclo estral (proestro
0,845 = 0,192, metaestro 1,003 = 0,255 e diestro 0,632 +
0,443 ug/mg). Em relagio ao heparam sulfato obtivemos aumento
na fase de diestro (0,233 + 0,147% ug/mg com p d" 0,02), em
relacdo as outras fases (proestro = 0,233 = 0,147, estro = 0,180
* 0,141; metaestro = 0,091 + 0,046 ug/mg) (Tabela | e Figuras
Jed)

Discussio

O Utero, em especial a camada endométrial, de camundongas
sofre modificagdes morfolégicas e bioquimicas sob efeito dos
esterdides ovarianos (estrogénios e progestagénios), bem como
dos horménios da adeno-hipdfise (FSH, LH e da prolactina)
durante o ciclo estral®. Nestes animais, a citologia vaginal é consi-
derada um bom pardmetro de referéncia para se observar a agdo
que as alteracdes hormonais induzem nos diversos orgaos do
sistema genital feminino, de tal maneira, que o ciclo é dividido em
quatro fases, o proestro, estro, metaestro e diestro®.

Em nossos resultados morfoldgicos notamos endométrio
bem desenvolvido nas fases de proestro e de estro, sendo que
nesta Ultima notamos no estroma endometrial intensa infiltracao
leucocitdria representada pelos eosindfilos. Devemos mencionar
que a infitragdo por eosindfilos no Utero estd na dependéncia dos
niveis de estrogénios circulantes, servindo como um marcador
hormonal®. Ja nas fases de proestro e de diestro notamos atrofia
endometrial.

Dos varios GAGs existentes na natureza, os principais GAGs
sulfatados encontrados em mamiferos sio o condroitim 4 e 6
sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato (HS),
heparina (HEP) e queratam sulfato (QS)*”.

Cidaddo et al." estudaram pela imunohistoquimica o padrdo de
distribuicdo dos GAGs, no Utero de camundongas sob acio do
estradiol e da progesterona e notaram que a administracao simul-
tdnea destes hormdnios induz mudancas prevalecentes na
sulfataco dos CS adjacentes a protefna principal do estroma.

Potter e Morris'® estudaram pela imunohistoquimica a presenca
de heparam sulfato no Utero de camundongas durante o ciclo estral;
notaram haver distribuicdo regular do HS acompanhando as mu-
dangas hormonais, no entanto ndo realizaram quantificacao.

Nas andlises bioquimicas do tecido uterino em nosso experi-
mento encontramos condroitim  sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato. Deve ser ressaltado que o condroitim sulfato e
dermatam sulfato aparecem em maior quantidade em relacdo ao
heparam sulfato nas diferentes fases do ciclo estral. Pela andlise
histoquimica notamos maior positividade dos GAGs sulfatados no
endométrio.
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Na fase de estro, a concentracio do condroim sulfato e do
dermatam sulfato no Utero foi maior em relacio as outras fases do
ciclo. Devemos ressaltar que o pico de estradiol ocorre na fase de
proestro, no entanto, acreditamos que devido a atividade celular ser
um pouco mais lenta, sua agdo secretora s6 aparece na fase de estro,
visto 0 esfregaco vaginal aparecer cornificado nesta fase. A grande
concentragdo destes GAGs no estro pode explicar o aumento
macroscopico observado no Utero desses animais por essa ocasio,
visto que os GAGs estdo relacionados com a hidratagdo tecidual. No
entanto, acreditamos que estas macromoléculas devem desempe-
nhar sua principal fungdo no processo de implantagao.

A agdo dos hormdnios sexuais sobre os GAGs no Utero, em
especial o condroitim sulfato e o dermatam sulfato, ja foi descrito
em Utero de ratas ooforectomizas por Kofoed et al."* e Simdes et
al®. Estes autores relataram que os estrogénios isoladamente
aumentam a concentracdo do dermatam sulfato, por outro lado,
verificaram que a associacdo do estrogénio + progesterona pro-
move diminuicdo do dermatam sulfato e do heparam sulfato,
enquanto a progesterona isoladamente promove a diminuicdo
apenas do heparam sulfato.

Uma das funcdes do condroitim-sulfato parece estar relaciona-
da com o deslocamento celular, orientando-as durante sua migra-
cdo e impedindo o contato intercelular'®. J& o dermatam sulfato
talvez seja o principal GAG associado ao coldgeno, estando envol-
vido inclusive com a organizacio e fibrilogénese desta proteina’, daf
notarmos na lamina prépria fibroblastos contendo nucleos volumo-
sos e eucromaticos indicando intensa atividade de sintese.

Em nosso experimento a concentracdo do heparam sulfato
mostrou-se maior no diestro em relacdo as demais fases. Este
achado muito provavelmente relaciona-se ao fato de que é nesta
fase que se encontram aumentados os niveis de progesterona,
sendo que ao seu final inicia-se o aumento do estradiol. De fato,
sabe-se que é o diestro a fase em que ocorre maior proliferacio dos
epitélios luminal e glandular.

Comparando as curvas hormonais existentes com as dosagens
do condroitim sulfato e do dermatam sulfato, é plausivel inferir que
estes GAGs estdo sob acdo dos estrogénios; ao passo que o
heparam sulfato estaria sob a acdo da progesterona®.

O heparam sulfato aparece na face externa da membrana celular
e, desta maneira além de manter a célula hidratada, liga-se a proteinas
da matriz extracelular e a fatores de crescimento estabelecendo
contato com ligantes da matriz. Pode estar ainda associado a uma
proteina integral de membrana formando um proteoglicano deno-
minado de sindecam, que estd envolvido com a sinalizagao celular
por intermédio de integrinas e receptores ligados a tirosina quinase
que estdo envolvidas na atividade de replicacao®?.

Alguns trabalhos sugerem que o heparam sulffato desempenha
papel importante na diferenciagio, reconhecimento, adesdo e
sinalizacdo celular atuando como co-receptor juntamente com as
integrinas e moléculas de adesdo, entre as quais estdo incluidas a
fibronectina, vitronectina, lamininas e fibrilas colagenas'*?. Varios
trabalhos relacionam a associagio de moléculas de heparam com
fatores de crescimento, principalmente na interagio célula-célula
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que tem papel fundamental na implantacdo do embrido, visto que
ele e suas correspondentes proteinas ligantes apdiam a fase inicial
da fixagdo do embrido ao epitélio uterino®%,

No endométrio humano, estudos imunohistoquimicos realiza-
dos nas fases proliferativa e secretora revelaram a presenca de
condroitim sulfato distribuido por todo o estroma, aparecendo
também ao redor dos vasos sanglineos e das glandulas
endometriais. Deve ser mencionado que estes autores relatam
ainda a ocorréncia de pequenas quantidades de heparam sulfato e
de dermatam sulfato associados ao condrotim sulfato. No entanto
ndo encontraram diferencas qualitativas de tais GAGs entre as duas
fases. A sugestdo dos autores é que os GAGs, durante o ciclo
menstrual, estariam relacionadas com o crescimento e remodela-
cao do endométrio humano®.

Em suma, nossos dados mostram haver alteragdes nas concen-
tracoes dos GAGs sulfatados da matriz extracelular uterina de
camundongas nas diferentes fases do ciclo estral, que podem ajudar
a entender a fisiologia endometrial.

Nossos dados mostram a existéncia de flutuagdes no perfil
relativo das concentragdes de GAGs sulfatados da matriz
extracelular uterina de camundongas nas diferentes fases do ciclo
estral. Visto que esta ciclagem é hormdnio-dependente, sugere-se
a forte possibilidade de tais flutuacdes serem devidas as diferentes
relacdes de concentracdo entre estrogénios e progestagénios ao
longo do ciclo estral desse animal

CoNcLusio

Os GAGs presentes no (tero de camundongas sofrem altera-
¢Oes durante as fases do ciclo estral, refletindo o constante proces-
so de renovagdo, com degradacdo e re-sintese de seus componen-
tes, estando sob agdo dos hormdnios sexuais.

Conflito de interesse: nio ha

SUMMARY

PROFILE OF SULPHATED GLYCOSAMINOGLYCANS CONTENT IN THE
MURINE UTERUS DURING THE DIFFERENT PHASES OF THE ESTROUS CYCLE

OsgjecTives.  Identification  and — quantitation  of  sulphated
glycosaminoglycans (GAGs) in the uterus of female mice during the
estrous  cycle.

MerrHops. Four groups (n = 10 each) of virgin, 100-day old
female mice were assembled according to the estrous cycle phase:
proestrus, estrus, metaestrus and diestrus. Samples of the median
portion of uterine horns were processed for light microscopy
examination (H/E and Alcan blue + PAS). The GAGs were
extracted and characterized by agarose gel electrophoresis. Data
were analyzed by the unpaired Student's t-test.

Resurts. At light microscopy  GAGs appear in all layers of the
uterus, especially in the endometrium, between collagen fibers, in
the basal membrane and around fibroblasts. Biochemical analyses
disclosed presence of dermatan sulphate (DS), chondroitin
sulphate (CS and heparan sulphate (HS) during all estral cycle
phases. There was no clear electrophoretic separation between DS
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and CS, thus these two GAGs were considered together (DS+CS)
(proestrus = 0.854 = 0.192; estrus = 1.073 = 0254
metaestrus = 1.003 + 0.255 diestrus = 0.632 = 0.443 Ug/
mg). HS was as follows: proestrus = 0.092 = 0.097; estrus =
0.160 = 0.141; metaestrus = 0.09/ £ 0.046; diestrus = 0.233
=+ 0.197 pg/mg. The uterine content of DS+CS peaked at estrus
(estrogenic action) and that of HS at diestrus (progestagen action).
Conausion. Due to a constant turnover process, there are
definite alterations in the uterine profile of GAGs content during the
estrous cycle in mice, which may be modulated by female sex
hormones. [Rev Assoc Med Bras 2007; 53(3): 261-6]

Ker worps: Sulphated glycosaminoglycans. Uterus.Estrous cycle.
Mice.
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