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ABSTRACT.- Vale A.M,, Oliveira G.B., Favaron P.0., Miglino M.A,, Paula V.V, Silva A.R. & Oli-
veira M.F. 2013. [Dynamics of yolk sac inversion in galea (Galea spixii Wagler, 1831).]
Dinamica da inversdo do saco vitelino em preas (Galea spixii Wagler, 1831). Pesquisa Veteri-
ndria Brasileira 33(8):1033-1040. Programa de Pés-Graduac¢do em Ciéncia Animal, Univer-
sidade Federal Rural do Semi-Arido, BR 110 Km 47, Rodovia Presidente Costa e Silva s/n,
Mossord, RN 59625-900, Brazil. E-mail: andre_bioquimico@hotmail.com

The aim of this study was to study the time of yolk sac inversion as well as the dynamics
resulting from this process in galea throughout pregnancy. For this, conventional histologi-
cal techniques, scanning electron microscopy and transmission electron microscopy were
used. Parietal and visceral endoderm delimiting the yolk sac cavity was observed at 12
days of pregnancy. The parietal endoderm was coating the fetal surface of the chorioallan-
toic placenta as well as delimiting the decidua capsularis area. This endoderm had prisma-
tic format and were apart from the trophoblast by an enlarged Reichert’s membrane. The
visceral endoderm had vitelline vessels and there were villi only in certain areas. At 14 days
of pregnancy the yolk sac inversion was characterized by the degeneration of parietal en-
doderm and mural trophoblast, and also the gradual disappearance of the Reichert's mem-
brane. So it made the visceral endoderm establish an interface with the uterine epithelium.
After the inversion, the parietal endoderm which remained intact was the one that rested
on the chorioallantoic placenta surface. It presented cells with high columnar format and
pseudostratified epithelium featured. The visceral endoderm presented many apical villi,
especially in areas close to the chorioallantoic placenta. The continued development of the
embryo and chorioallantoic placenta evidenced the emergence of an important apposition
area between visceral and parietal endoderm. The yolk sac inversion represented an ana-
tomical arrangement in favor of the embryo development as well as an evolutionary trait
in this rodent species.

INDEX TERMS: Galea, Galea spixii, yolk sac, visceral endoderm, parietal endoderm, inversion.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi estudar o periodo
de inversao do saco vitelino bem como a dindmica resul-
tante deste processo na gestacdo inicial em preas, utilizan-
do-se microscopia de luz, microscopia eletronica de varre-
dura e de transmissdo. No décimo segundo dia de gestacdo
observou-se o desenvolvimento dos endodermas parietal
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e visceral delimitando a cavidade do saco vitelino. O endo-
derma parietal foi evidenciado revestindo a superficie fetal
da placenta corioalantoidea bem como contornando o es-
paco delimitado pela decidua capsular. Estes endodermas
apresentaram formato prismatico e encontraram-se sepa-
rados do trofoblasto por uma desenvolvida membrana de
Reichert. Ja o endoderma visceral continha vasos vitelini-
cos e possuia vilosidades apenas em determinadas areas.
No décimo quarto dia de gestacdo verificou-se a inversio
do saco vitelino, caracterizada pela degeneracio do endo-
derma parietal e trofoblasto mural, associado ao desapa-
recimento gradual da membrana de Reichert. Como con-
sequéncia deste fendmeno, o endoderma visceral passou
a constituir uma interface com o epitélio uterino. Apos a
inversao, o endoderma parietal que permaneceu integro foi
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aquele que se apoiava na superficie da placenta corioalan-
toidea, apresentando células em formato colunar alto e ca-
racteristica de epitélio pseudoestratificado. O endoderma
visceral apresentou numerosas vilosidades apicais princi-
palmente em regides préximas a placenta corioalantdidea.
Com o continuo desenvolvimento do embrido e placenta
corioalantéidea, observou-se o surgimento de importante
area de aposicdo entre os endodermas visceral e parietal. A
inversao do saco vitelino representou uma disposicao ana-
tomica favoravel ao desenvolvimento embriondrio, além de
ser uma caracteristica evolutiva nesta espécie de roedor.

TERMOS DE INDEXACAO: Préa, Galea spixii, saco vitelino, endo-
derma visceral, endoderma parietal, inversao.

INTRODUCAO

A utilizacao de roedores em pesquisas envolvendo aspec-
tos funcionais da placenta, seja ela corioalantéidea ou vi-
telina, vem sendo cada vez mais requisitado, mediante as
vantagens apresentadas por esses animais. Essas vanta-
gens vao desde caracteristicas da biologia, principalmen-
te aquelas relacionadas ao pequeno porte, baixo custo de
manutencdo e curto periodo de gestacio, até a semelhanca
com a placenta e o processo de placentacdo em humanos,
uma vez que ambos possuem uma placenta discoidal, co-
rioalantéidea e hemocorial, o que torna os roedores um
interessante modelo experimental para o entendimento
da placentacdo e mecanismos fisiol6gicos e moleculares
de trocas materno-fetais (Carter 2007). Embora a grande
maioria dessas caracteristicas tenha permanecido estaveis
ao longo da evolucdo dos roedores, trabalhos tem mostra-
do que pode haver variacdes relacionadas a presenca de
estruturas acessorias a placenta corioalantéidea, como é o
caso da subplacenta nos roedores da Subordem Histrico-
morfa (Miglino et al., 2004, Bonatelli et al. 2005, Oliveira et
al. 2006, 2008 e 2012a) e das caracteristicas do saco vite-
lino, que nas diferentes espécies de roedores de um modo
geral, forma uma placenta vitelina invertida ativa para tro-
cas materno-fetais, presente até o final da gestacdo (Mos-
sman 1987, Miglino et al. 2008, Favaron et al. 2011, 2012,
Oliveira et al. 2012a, 2012b).

0 saco vitelino é a primeira membrana que se forma com
afuncdo de estabelecer trocas entre a mée e o embrido (Mos-
sman 1987). Embora seja sabido que o mesmo desempenha
muitas e importantes fungdes ao longo de toda a gestacdo,
as caracteristicas relacionadas ao seu desenvolvimento, es-
pecialmente com relacdo a formagio da placenta vitelina
invertida nos roedores, ainda sdo bastante escassos (Con-
ceicdo et al. 2008, Miglino et al. 2008, Oliveira et al. 2012b).

Na gestacdo inicial desenvolve-se o saco vitelino cuja
conformacao espacial dos seus endodermas origina a pla-
centa vitelina. A membrana fetal mais externa refere-se ao
endoderma parietal que reveste tanto a superficie da pla-
centa corioalantéidea -ou principal- quanto o trofoblasto
mural, delimitando todo o saco gestacional. O endoderma
visceral possui localizagdo mais interna apresentando uma
regido de inser¢do na placenta principal e ainda acompa-
nha todo o contorno promovido pelo endoderma parietal
(Anderson 1959, Jollie 1990).

Pesq. Vet. Bras. 33(8):1033-1040, agosto 2013

A inversdo do saco vitelino constitui a caracteristica
mais marcante que ocorre nas membranas fetais dos roe-
dores, sendo um fenémeno resultante da degeneragio do
endoderma parietal, membrana de Reichert subjacente e
trofoblasto mural. Como consequéncia, o endoderma vis-
ceral passa a formar uma interface com o tecido materno,
tornando-se exposto as secrecoes produzidas pelas glandu-
las uterinas (King 1982, Mossman 1987, Jollie 1990).

0 saco vitelino invertido de roedores desempenha va-
rias fun¢des podendo-se destacar aquelas relacionadas ao
armazenamento, absor¢do e transferéncia de nutrientes
(Laliberté et al. 1984, Carter 2001, Holson et al. 2005, Fa-
varon et al. 2012). De fato, distirbios nestas fun¢des pro-
duzidas por agentes teratogénicos, por exemplo, podem
explicar possiveis doencas no recém-nascido (Jollie 1990).
Esses mecanismos podem ser melhor compreendidos pelo
conhecimento da morfofisiologia do saco vitelino e o con-
sequente processo de inversdo dessa membrana fetal.

Neste estudo buscou-se descrever o processo de inver-
sdo do saco vitelino no pred, um pequeno roedor perten-
cente a subordem Hystricomorpha e familia Caviidae, bem
como a morfofisiologia dessa membrana na fase inicial da
gestacdo, utilizando-se de técnicas de microscopia de luz,
eletrénica de varredura e de transmissao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 30 fémeas ndo gestantes de preds para forma-
¢do de cinco grupos experimentais contendo seis fémeas cada.
Os animais foram obtidos no Centro de Multiplicacdo de Animais
Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, regis-
trado junto ao IBAMA como criadouro cientifico sob o nimero
1478912. As respectivas fémeas foram alocadas em boxes de 5m?
nos quais foi fornecida alimentac¢ao apropriada e dgua ad libitum.
Para diferenciacdo destas, foram realizadas marcagdes com tin-
tura capilar negra, em diferentes regides anatomicas seguidas da
adicdo de um macho em cada box. A cépula e o consequente ini-
cio de gestacdo foram detectados mediante exames de citologia
vaginal, onde a presen¢a dos espermatozoides culminaram com a
separagdo do box no qual a fémea se encontrava para a realizagdo
da coleta dos sacos gestacionais. Para tanto, os animais foram pe-
sados e pré-medicados com a associa¢do de cloridrato de xilazina
(Imgkg™) e cetamina (15mg.kg™) seguida da overdose anestési-
ca de tiopental s6dico (50mg.kg™) e administracdo de cloreto de
potassio 2,56mEq.kg ambos por via intravenosa. Constatada a
morte do animal, realizou-se uma incisdo longitudinal mediana,
de forma a expor o Utero gravidico para retirada dos sacos ges-
tacionais.

A deteccdo da inversdo do saco vitelino e ainda a defini¢ao do
periodo da sua ocorréncia foram realizados mediante analises de
sacos gestacionais com 11, 12, 14, 15, 25 e 30 dias de gestagdo, até
que se fosse evidenciada uma disposi¢do das membranas fetais
em situacdo anterior a inversdo. Uma vez que a inversdo do saco
vitelino foi evidenciada no 142 dia de gestacdo, atencdo especial
foi dada a esse periodo. Para tanto, foram processados e anali-
sados trés sacos gestacionais com 14 dias de gesta¢do, oriundos
de diferentes fémeas de modo a ratificar o processo de inversao.
Desta forma, todas as amostras foram fixadas em solucdo de pa-
raformaldeido 4% tamponado e transferidos para uma série de
concentragdes crescentes de alcoois (70-100%). Posteriormente,
0s sacos gestacionais foram diafanizados em xilol e embebidos em
parafina histolégica (Synt®, granulada com ponto de fusdo 58°C
a 62°C, lote: 138199) para obtengdo dos blocos. Estes ultimos
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foram cortados a 5 pm de espessura em micr6tomo (LEICA RM
2125 RT®), sendo os cortes aderidos em laminas histoldgicas e
corados segundo a técnica de hematoxilina e eosina (HE), azul de
toluidina (AT) e acido periédico de Schiff (PAS). As imagens mais
representativas foram fotomicrografadas em microscopio 6ptico
(Olympus CX 31 RBSFA®).

A microscopia eletronica de varredura foi realizada median-
te o processamento de um saco gestacional de 30 dias, o qual foi
fixado em glutaraldeido 2,5% tamponado e pos-fixado em tetro-
xido de 6smio 1%. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em
tampao fosfato 0,1 M e pH 7,4 e duas, com agua destilada para
tratamento posterior com acido tanico 1% e desidratacdo em di-
ferentes concentragdes de alcoois (50%, 70%, 90% e 100%). Fi-
nalizada a desidratagio foi feita a secagem em aparelho de ponto
critico utilizando gas carbonico. As seguintes etapas consistiram
na montagem do material em suporte de amostra (Stub) e reco-
brimento metalico com ouro por “sputtring”, para observagdo em
microscopio eletronico de varredura (LEO VP® 435- Carls-Zeis,
Oberkochen, Germany).

Para analise ultraestrutural, utilizaram-se fragmentos com
0,5cm? da placenta vitelina visceral obtida no décimo quarto dia
de gestacdo. Estes foram fixados em glutaraldeido a 2,5% tampo-
nado e pds-fixados em tetroxido de 6smio. Apés este procedimen-
to, os fragmentos foram lavados em solucdo tampdo de fosfato
de sédio e desidratados em concentragdes crescentes de alcool
etilico: 50%, 70%, 80%, 90% e 100%. Os fragmentos foram sub-
metidos a lavagens em 6xido de propileno sob rotagdo e depois,
imersos em 6xido de propileno e resina Spurr. Finalmente, foram
colocados em contado com resina Spurr pura, em moldes espe-
cificos, para polimerizagdo. Obtidos os blocos, foram realizados
cortes semifinos com 0,4mm de espessura em ultramicrétomo au-

Fig.1. Disposi¢cdo do endoderma parietal an-
tes da inversdo em preas aos 12 dias de
gestacdo. (A) Corte transversal do saco
gestacional demonstrando o revestimen-
to das células endodérmicas parietais
(seta preta) na superficie da placenta .
corioalantéide (PL) e no utero (U) (seta
vermelha). Hematoxilina e eosina (HE). :
(B) Corte transversal do saco gestacional
evidenciando o revestimento endodérmi- 7 y
co parietal do saco vitelino (EP) no ttero
(U) e placenta principal (*); observar a
proeminente membrana de Reichert (se-
tas) positiva para a reagdo do acido peri-
6dico de Schiff. Acido Periédico de Schiff.
(C) Observar a membrana de Reichert (*)
separando o endoderma parietal (EP) do
sincicio marginal da placenta corioalan- g
toidea (PL). Microscopia eletronica de
varredura. (D) Regido distante da placen-
ta corioalantéidea; observar o utero (U),
o trofoblasto mural (TM) e os endoder-
mas parietal (EP) e visceral (EV) delimi- |
tando a cavidade do saco vitelino (*). A 7
seta preta refere-se a membrana basal de
Reichert. Acido Periédico de Schiff.

tomatico (Ultracut R, Leica Microsystens - Germany), corados com
azul de Toluidina a 1% para identificacdo de regides especificas
de interesse para o trabalho de forma a possibilitarem a realiza-
¢do dos cortes ultrafinos. Posteriormente, cortes de 0,07mm de
espessura foram coletados em telas de cobre e contrastados com
acetato de uranila saturado a 2% e citrato de chumbo a 0,5%. O
material foi analisado em microscépio eletronico de transmissio
(Morgagni 268D, FEI Company, The Netherlands; Mega View III
camera, Soft Imaging, Germany).

RESULTADOS

No décimo segundo dia de gestacdo, verificou-se o desen-
volvimento de uma placenta corioalantéidea acompanhado
da formacdo dos endodermas visceral e parietal delimitan-
do a cavidade do saco vitelino e constituindo a placenta
vitelinica. O endoderma parietal revestiu a superficie da
placenta corioalantéidea, bem como a regido da decidua
capsular (Fig.1A). Este endoderma apresentou-se separa-
do do trofoblasto e utero por uma desenvolvida membrana
basal de Reichert a qual se apresentou positiva para a rea-
¢do do acido periddico de Schiff (PAS) como observado na
(Fig.1B). Nestes locais, as células endodérmicas apresenta-
ram formato colunar e numerosas vilosidades ao longo do
disco placentario. Ja a por¢cdo de endoderma parietal que se
encontrava associado ao trofoblasto mural e desta forma,
circunscrevia toda a area da decidua capsular, apresentou
granulos glicoproteicos fortemente positivos para a reagdo
PAS nas superficies apicais das células endodérmicas. Es-
tas células possuiram morfologia prismatica e apoiavam-se
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na membrana basal de Reichert cujo aspecto continuo foi
bem evidenciado pela microscopia eletronica de varredura
(Fig.1C). Em disposi¢do mais interna, acompanhando o en-
doderma parietal e envolvendo o embrido, evidenciou-se o
endoderma visceral que por sua vez era vascularizado pelo
mesoderma subjacente que continha vasos sanguineos vi-
telinicos (Fig.1D).

& 2 o)

Fig.3. Componentes do saco gestacional de preas aos 15 dias de gestacdo. (A) Observar o desenvolvimento da placenta corioalant6idea

Fig.2. Inversdo do saco vitelino no décimo
quarto dia de gestacdo em trés sacos ges-
tacionais de preds. (A) Saco gestacional
um (SG1); notar o inicio da degeneragdo
da onfalopleura bilaminar (*) e extrava-
samento de sangue materno (seta) no in-
tersticio entre a placenta corioalantéidea
(PL) e o utero (U). HE. (B) Saco gestacio-
nal dois (SG2); observar a degeneragdo
de células endodérmicas parietais (seta
azul) opostas a placenta corioalantéidea
(PL) e escassez da membrana de Reichert
(seta preta) distribuida apenas em alguns
locais préximo a parede do ttero (U). Aci-
do periddico de Schiff. (C,D) As figuras
fazem referéncia ao saco gestacional trés
(SG3). (C) Desorganizagdo epitelial do en-
doderma parietal (setas) revestindo a su-
perficie do utero (U) em regido préxima
a placenta corioalantéidea (PL). HE. (D)
Extrema degeneracdo de células parietais
(setas) préximo a parede uterina (U) e a
presenca do endoderma visceral (EV).
Acido periédico de Schiff.

0 décimo quarto dia da gestacgdo foi caracterizado pela
inversao do saco vitelino. Nos trés botdes embrionarios
analisados, observou-se elevada desorganizagdo estrutural
das células endodérmicas parietais que revestiam a deci-
dua capsular. Devido ao fato da presenca de pequenas di-
ferencas individuais terem sido observadas em cada saco
gestacional analisado, procurou-se descrever as respecti-

100pn

(PL), embrido (EMB) e amnio (AM) resultando em aproximagdes dos endodermas visceral (setas) e parietal (*) na regido da placenta
principal. Notar ainda a decidua parietal (DP) estabelecida ap6s a inversdo do saco vitelino. HE. (B) Confluéncia entre o endoderma

visceral (EV) e o utero (U). Microscopia eletronica de varredura.
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vas modificacdes observadas denominando cada amostra
como saco gestacional um (SG1), dois (SG2) e trés (SG3).
No SG1 verificaram-se degeneracdo inicial da onfalopleura
bilaminar, localizada préxima a placenta principal e areas
de sangue materno extravasado (Fig.2A).Ja no SG2 eviden-
ciaram-se degeneracdes do endoderma parietal e a presen-
¢a de resquicios da membrana de Reichert em aposi¢cdo ao
tecido uterino (Fig.2B). No SG3 o revestimento epitelial de
endoderma parietal apresentou-se descontinuo préximo a
placenta principal e completamente desestruturado em lo-
cais distantes da mesma (Fig.2C,D).

No décimo quinto dia de gestacdo destacaram-se as
expansdes do embrido e placenta corioalant6idea, além
do endoderma visceral que circunscrevia todo o contor-

Fig.4. Relacdes de aposicdo entre os endodermas visceral (EV) e
parietal (EP) as margens da placenta corioalantéidea (PL) em
preas aos 25 dias (Fig.A) e no décimo quarto dia de gestagdo
(Fig.B). (A) Formagao de tufos ou vilos do endoderma visceral
com respectivos nucleos na posicdo basal da célula; notar a
membrana basal visceral (seta preta) e membrana basal se-
rosa (seta vermelha) formando o alicerce do epitélio visceral.
Azul de toluidina. (B) Eletromicrografia dos endodermas vis-
ceral (EV) e parietal (EP) as margens da placenta corioalan-
téidea em preas aos 14 dias de gestagdo. Observar as relagdes
de aposicdo entre as células e as numerosas microvilosidades
apicais (setas) proporcionando possiveis areas de trocas en-
tre os endodermas. Notar as dreas em que os dois epitélios
mantém intimo contato (*). Microscopia eletronica de trans-
missdo.

no da decidua parietal. Com o rompimento da onfalopleu-
ra bilaminar criou-se um mecanismo de aposi¢ido entre o
endoderma visceral e Gtero de modo a garantir efetivas
trocas de substancias entre os tecidos maternos e fetais.
Desta forma, as células endodérmicas viscerais tornavam-
-se completamente expostas ao contetido secretado pelas
glandulas uterinas (Fig.3A,B).

As relagdes de aposicdo verificadas entre os endoder-
mas localizados préximos a placenta corioalantéidea favo-
receram a interpretacdo de importantes locais para o in-
tercambio de substancias, constituindo vias bidirecionais
entre placenta e embrido. Nestes locais, as células viscerais
possuiram formato colunar, numerosas vilosidades e nu-
cleos localizados na posi¢do basal da célula. Além disso,
tornou-se evidente aos 25 dias de gestacdo, a caracteriza-
¢do da esplancnopleura como sendo constituida por células
endodérmicas viscerais que repousavam sobre uma lamina
basal visceral. Ja na superficie externa do epitélio visceral,
evidenciou-se uma segunda membrana basal revestindo as
células mesoteliais que margeavam o celoma extraembrio-
nario, sendo denominada membrana basal serosa (Fig.4A).

Nas margens da placenta corioalantdidea, verificaram-
-se processos de aposicdo entre os endodermas visceral e
parietal, sendo suas vilosidades confluentes. De fato, esta
relacdo estrutural pode vir a conferir possiveis rotas de
transferéncias de substancias ao embrido constituindo
uma importante placenta vitelina (Fig.4B).

Conforme descrito, as modifica¢des verificadas no to-
cante a disposicdo espacial das membranas fetais do saco
gestacional conferem certo dinamismo ao processo de in-
versao, fato este demonstrado também de forma esquema-
tica (Fig.5A-C) para facilitar o entendimento relativo a este
processo.

DISCUSSAO

A compreensao da organizacdo estrutural da placenta vite-
lina ao longo do periodo gestacional favorece o estabeleci-
mento de correlagdes com os aspectos funcionais do saco
vitelino. Muitas pesquisas avaliam a estrutura fina das cé-
lulas endodérmicas viscerais e parietais no que diz respeito
ao aparato absortivo bem como das organelas citoplasma-
ticas presentes neste epitélio. Este fato permite ressaltar a
importancia de uma placenta vitelina invertida seja para
aumentar a continua demanda anabdlica do embrido ou
até mesmo como uma caracteristica evolutiva das muitas
espécies de roedores.

King & Enders (1970) admitiram a importancia de um
o6rgao placentario, na cobaia (Cavia porcellus) e em muitas
outras espécies de roedores, para transferéncia de nutrien-
tes ao feto, sendo os mecanismos de transporte de substan-
cias desencadeados por dois tipos de placentas, uma corio-
alantdidea e outra denominada placenta vitelina invertida.

Para Calarco & Moyer (1966) a placenta vitelina possui
geralmente importancia secundaria, persistindo como es-
trutura acessoria. No entanto, em muitas espécies de roe-
dores, o saco vitelino apresenta continuo desenvolvimento
durante todo o periodo gestacional, envolve e protege o em-
brido além de fung¢des nutritivas e hematopoiéticas. Como
brevemente reportado no pred por Oliveira et al. (2012b),
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Fig.5. Representacdo esquematica dos elementos que compde o
saco gestacional em situacdo anterior e ap6s a inversao do
saco vitelino. (A) Disposi¢cdo das membranas antes da inver-
sdo. Observar o utero, constituido pelas deciduas capsular
(DC) e basal (DB). Evidenciar o trofoblasto mural (em ama-
relo), a membrana de Reichert (em azul) acompanhando todo
o contorno do trofoblasto mural e ainda, localizando-se na
superficie fetal da placenta corioalantéidea (PL). Em marrom,
evidencia-se o endoderma parietal, contornando a membra-
na de Reichert e revestindo a superficie fetal da placenta co-
rioalantéidea. Em conjunto, trofoblasto mural, membrana de
Reichert e endoderma parietal sdo denominados onfalopleura
bilaminar. Observar o endoderma visceral (em branco) e as
localizagdes da placenta corioalantdidea e do embrido (EMB).
(B) Evidencia-se uma situagdo posterior a inversdo, ocasio-
nada pela degeneracdo da onfalopleura bilaminar, resultando
em intima relagdo entre o endoderma visceral e utero. Este
ultimo passa a ser constituido pelas deciduas parietal (DP) e
basal (DB). Notar ainda a sintopia com a placenta corioalan-
toéidea (PL) e embrido (EMB). (C) Detalhe das vilosidades dos
endodermas parietal (membrana marrom) e visceral (mem-
brana em branco) em regido proximal a placenta corioalan-
téidea, representando importantes locais para o intercimbio
de substancias.

os autores evidenciaram a presenca de células proliferati-
vas nas vilosidades do saco vitelino visceral até o dia 30
de gestacao, além de uma intensa vasculariza¢do e intima
relagcdo com a parede uterina. Assim como mencionado por
Beckman et al. (1990), onde o autor afirma que o saco vite-
lino visceral constitui um importante 6rgao placentario em
roedores, pois estabelece os primeiros mecanismos de in-
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tercambio nutricional antes da placenta corioalantéidea se
tornar desenvolvida. Mesmo apds o estabelecimento desta
ultima, as células do endoderma visceral permanecem fun-
cionais durante toda a gestacdo, desencadeando diversas
funcbes metabolicas, secretoras e imunolégicas.

A atividade das células vitelinas, principalmente do
endoderma do saco vitelino em fases mais tardias de ges-
tacdo (meio e final de gestacdo) também foi descrita para
outras espécies de roedores histricomorfos como a paca
(Cuniculus paca), cutia (Dasyprocta leporina), mocé (Kero-
don rupestris) e porquinho da India (Guinea pig), mediante
utilizacdo de técnicas de imunohistoquimica e microscopia
eletronica de transmissdo (Bonatelli et al. 2005, Oliveira et
al. 2006, 2008, 2012a, 2012b, Conceigdo et al. 2008, Migli-
no etal. 2008).

Anderson (1959) ao analisar a placenta vitelina de ra-
tos com o auxilio da microscopia de luz, constatou que a
partir do décimo primeiro dia de gestagdo o saco vitelino
era bem desenvolvido, contrastando com a presenca de
uma imatura placenta corioalantéidea. O autor destacou
que a placenta vitelina era constituida inicialmente por
duas membranas endodérmicas: uma visceral e outra pa-
rietal, delimitando a cavidade do saco vitelino. A camada
parietal que revestia a decidua capsular apoiava-se numa
membrana hialina de Reichert e suas células endodérmi-
cas demonstravam formato colunar baixo, além de curtas
microvilosidades apicais. Na superficie do epitélio visceral
e abaixo da membrana basal que sustentava este epitélio,
verificaram-se curtas vilosidades e poucos vasos vitelinicos
respectivamente. Os resultados obtidos em preas demons-
traram comportamento similar aos descritos por Ander-
son (1959) nos periodos estudados antes da inversao do
saco vitelino. E importante destacar que a disposicio do
epitélio visceral apresentou comportamento relativamen-
te constante a partir do décimo quarto dia de gestacdo,
sendo evidenciadas areas de intensa formacio vilosa cujo
aspecto convoluto direcionava-se para o endoderma parie-
tal da superficie da placenta principal. Ja nos locais distais
desta placenta, verificavam-se células prismaticas dotadas
de poucas vilosidades, podendo ser caracterizadas como
regido lisa do endoderma visceral. Tais caracteristicas es-
tdo de acordo com as observagdes produzidas por Sansom
(1922), Wislocki et al. (1946), Anderson (1959), Jollie
(1990), Oliveira et al. (2008) e Freyer & Renfree (2009)
para outras espécies de roedores.

A presenca de moléculas de glicogénio e/ou substancias
glicoproteicas foram reveladas pela reacao de PAS, princi-
palmente nos endodermas parietal e visceral, membrana
de Reichert e alguns locais na decidua parietal. Nao foram
observadas reagoes positivas para o PAS no sincicio margi-
nal da placenta corioalantéidea. Este padrao de positivida-
de de PAS retratado anteriormente mostra-se compativel
com aqueles descritos por Haar & Ackerman (1971) para
o saco vitelino de camundongo e por Favaron et al. (2011,
2012) para espécies de roedores cricetideos.

A partir do décimo segundo dia de gestacdo em preas,
verificou-se a presenca da membrana de Reichert que se
encontrou interposta entre o endoderma parietal e o tro-
foblasto da placenta corioalantdidea bem como entre o epi-
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télio parietal e trofoblasto mural da decidua capsular. Essa
membrana também foi descrita na placenta de roedores
cricetideos por Favaron et al. (2011) em estagios de meio
e final de gestacdo. Como relatado pelos autores, a mesma
possuia uma natureza acelular formada por fibras de natu-
reza coladgena.

No décimo quarto dia de gestacdo em preas, verificou-
-se 0 crescimento embrionario e da placenta principal,
resultando em aproximagdes entre o endoderma visceral
e parietal as margens da placenta corioalant6idea. Para
Cross (1998) esta interface entre os endodermas resulta
das transformacoes e crescimento assimétrico do embriio,
acarretando em mudangas espaciais do endoderma visceral
e Aamnio. Nesta area de interface, as células endodérmicas
apresentaram formato poliédrico, nicleos na posi¢ao basal
e numerosas vilosidades na posicao apical, demonstrando
o0 aparato absortivo nesta regido da placenta vitelina.

Em preds as projecdes vilosas do endoderma visceral,
na regiao do disco placentdrio, tornaram-se mais ramifica-
das a partir do vigésimo quinto dia de gestacao, conforme
evidenciado pela microscopia de luz, sendo o alicerce das
formacgdes vilosas constituidos pela membrana basal vis-
ceral e serosa. Segundo Mossman (1987) estas amplia¢des
dos processos digitiformes sdo decorrentes da inversio do
saco vitelino, tornando as bordas apicais do epitélio visce-
ral mais suscetivel a captacdo de substancias. Consequen-
temente, as vilosidades aumentam em nimero e tamanho,
acompanhando o desenvolvimento das células viscerais as
quais se tornam colunares altas (Dempsey 1953, Anderson
1959, King & Enders 1970).

0 endoderma parietal em preds apresentou mudangas
importantes durante o periodo em que foi analisado. Ini-
cialmente aos 12 dias de gestacdo, foi constituido por cé-
lulas prismaticas ou cuboidais, contendo numerosos gra-
nulos apicais positivos para a reacdo PAS e elevada relacdo
nucleo/citoplasma. Posteriormente, evidenciou-se aos 25
dias de gestacdo, aspecto pseudoestratificado do epité-
lio parietal com células de formato predominantemente
colunar. Padroes semelhantes de desenvolvimento foram
evidenciados por King (1971) ao analisar a diferenciagdo
do endoderma parietal no porquinho da india (Cavia por-
cellus), porém foi diferente da caracterizagdo realizada por
Jollie (1968). Segundo este autor, o endoderma parietal do
rato ou camundongo mantém forma achatada ou esférica
ao longo do periodo gestacional.

Os resultados por microscopia de luz obtidos em preas
demonstraram, durante a inversao, desorganizacdo estru-
tural do endoderma parietal e desaparecimento gradual da
membrana de Reichert. E importante ressaltar que existe
a possibilidade de variagdoes no periodo da inversio, pois
muitos fatores individuais podem contribuir para a cinéti-
ca do desenvolvimento embrionario, acarretando, por sua
vez, em alteracdes capazes de influenciar os mecanismos
da inversdo. No presente estudo, no entanto, verificou-se
homogeneidade no tocante ao periodo de inversiao confor-
me foi evidenciado nos trés sacos gestacionais estudados
no décimo quarto de dia de gestagao.

A grande maioria dos trabalhos disponiveis hoje na li-
teratura sobre a morfologia do saco vitelino trata, princi-

palmente, de amostras oriundas de estagios tardios de ges-
tacdo, principalmente devido as dificuldades para se obter
amostras de placenta e das membranas extra-embrionarias
em fases inicias. Especificamente no caso do saco vitelino,
isso leva a uma lacuna no conhecimento, principalmente
relacionado a formacgao da placenta vitelina, tdo importan-
te no inicio da gestacdo, inclusive na gestacdo humana, e
cujo correto desenvolvimento leva ao progresso da gesta-
¢do e consequente sucesso do desenvolvimento embrio-
nario e fetal. Os resultados obtidos no presente estudo
permitiram afirmar que em preas ocorre um modelo de
placentacgdo vitelinica invertida, cuja inversdo propriamen-
te dita ocorre a partir do décimo quarto dia da gestacao.
Para trabalhos futuros, uma analise quantitativa através de
técnicas inovadoras, como a estereologia, associada a anali-
ses estatisticas, como no trabalho realizado por Favaron et
al. (2013) em diferentes regides da placenta de Necromys
lasiurus (Cricetidae), podera trazer dados numéricos sobre
a dinamica do desenvolvimento do saco vitelino, bem como
do volume ocupado por essa membrana e suas diferentes
porcoes (parietal e visceral) e dos diferentes tipos celula-
res constituintes ao longo da gestacdo, resultando em da-
dos funcionais sobre a participacdo da placenta vitelina nos
diferentes estagios gestacionais do prea.
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