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CELULAS BINUCLEADAS TROFOBLASTICAS: EFEITO DOS SEUS
PRODUTOS DE SECREGAO NA PRODUGAO DE PROSTAGLANDINA F2a E
AVALIAGAO DA EXPRESSAO GENICA RELATIVA DE LACTOGENIO
PLACENTARIO E FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIO VASCULAR EM
PLACENTAS BOVINAS

RESUMO - Devido as elevadas perdas gestacionais verificadas nas fases
embrionaria e fetal, principalmente em animais produzidos in vitro (TN e/ou FIV), o
presente trabalho avaliou, por RIE, a participacdo dos produtos secretados pelas
BNCs na sintese in vitro de PGF2a pelas células BEND e constatou que o meio
condicionado, na presenca de PDBu, determinou o aumento da producido de
PGF2a (de 435,842 para 1323,94° pg/mL; p<0,05), mas ndo na auséncia de PDBu
(19,01% 15,08% 16,83 e 23,10% pg/mL; respectivamente para MCSS; 1:25; 1:50 e
1:100; p<0,05), indicando a participagéo destes produtos na modulagéo da sintese
de PGF2a, provavelmente na etapa da enzima PKC. A expressao génica relativa
de LP e VEGEF foi avaliada pela técnica de PCR em tempo real, em placentas de
animais TN e FIV, comparados a animais MN e, embora haja uma tendéncia de
“down-regulation” para o VEGF (-1,41% e —0,72% respectivamente para TN e FIV,
p<0,05) ndo se verificou diferenga na expressao entre os grupos. Quanto ao LP,
também n&o foi verificada diferenga na sua expressdo, embora haja uma
tendéncia numeérica de “up-regulation” em TN (+0,11) e “down-regulation” em FIV
(-3,18). Estes dados confirmam a capacidade de modulagéo de sintese de PGF2a
pela BNC, bem como a néo diferenga na expressao génica relativa de VEGF e LP
em placentas de animais TN e FIV, quando comparados a MN.

Palavras-chave: bovino, placenta, VEGF, LP, PGF2a, expresséo génica
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TROPHOBLAST BINUCLEATE CELLS: EFFECT OF THEIR SECRETION
PRODUCTS ON PGF2a PRODUCTION AND RELATIVE GENE EXPRESSION
OF PLACENTAL LACTOGEN AND VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR FROM BOVINE PLACENTOMES

SUMARY - Due to the high pregnancy failures during foetal and embryo
stages, mainly in in vitro produced-animals (by NT and/or IVF), this work evaluated
the BNCs products on in vitro PGF2a synthesis, by RIA, from BEND cells and
showed that the conditioned medium, with PDBu, increased the PGF2a synthesis
(from 435.84 to 1323.94°pg/mL, p<0.05), but not without PDBu (19.01% 15.08%;
16.83% and 23.10% pg/mL; respectively to MCSS; 1:25; 1:50 and 1:100; p<0.05),
showing the function of these cellular products on PGF2a synthesis modulation,
probably at PKC level. The PL and VEGF relative gene expression were evaluated,
by Real Time PCR, in NT and IVF placentas, compared to Al placentas and,
although there was a tendency for VEGF to be down-regulated (-1,41% and -0,72%
respectively to TN and IVF, p<0,05), no differences between groups were
observed. In relation to LP gene expression, although there was a tendency for up-
regulation in NT group (+0.11) and down-regulation in IVF (-3.18), no statistical
differences were shown also. These data shown the modulation capacity on
PGF2a synthesis by BNC, as well the no differences on relative gene expression

of VEGF and PL in NT and FIV placentas, when compared to IA placentas.

Key words: bovine, placenta, VEGF, PL, PGF2a, gene expression.



1. INTRODUCAO

As estatisticas confirmam um crescimento da populagdo mundial, e com
isso, uma maior necessidade de aquisicdo de nutrientes (FAO, 2003). Neste
aspecto, os bovinos ainda sdo mundialmente considerados como a maior fonte de
proteina animal a populacédo. Baseando-se nestas informacdes, estudos continuos
sdo elaborados com objetivo de melhoria dos indices reprodutivos, e
consequentemente, produtivos.

O estudo reprodutivo apresenta ferramentas de avaliagdo dos processos
modulados na interagdo concepto e organismo materno, influenciado tanto por
fatores externos, como internos (ambiente uterino, fatores enddcrinos,
comunicag&o materno-fetal).

Para manutencdo da gestagdo, considerando-se desde o momento da
fecundacado, alguns requisitos sdo necessarios como competéncia da unidade
uterina, competéncia da unidade embrionaria e sincronia entre estas unidades. E
sabido que uma grande porcentagem de embrides é perdida entre os dias 8 e 16
da gestacdo, representado pelo periodo de elongagdo do concepto e
reconhecimento materno da gestagéo, associado a manutengado do Corpo Luteo
(CL) (DISKIN & SREENAN, 1980).

Entende-se por reconhecimento materno da gestacdo como a interagéo
enddcrina, bioquimica e molecular entre o concepto e o tecido uterino levando a
manutencdo do CL, garantindo concentragbes oOtimas de progesterona na
circulagdo sanguinea para manutencdo da gestagdo (mecanismos que inibem a
lutedlise para garantia das concentragbes plasmaticas de progesterona até a
complementagcdo da placenta como fonte produtora adicional deste hormdénio)
(HANSEN, 1991).

Em ruminantes, o didlogo materno-fetal é realizado pelo Interferon-tau
(IFNT), produzido pelas células do trofoblasto, que interage com as células

endometriais bloqueando a sintese e liberacdo de Prostaglandina F2a (PGF2a)



que atua no evento da lutedlise. Falhas de uma comunicacdo apropriada entre
concepto e utero podem levar a interrupgdo da gestacdo (THATCHER et al.,
1997).

Os mecanismos de atuacdo do IFNtT sobre as células endometriais e a
inibicdo da sintese e liberacdo de PGF2a sdo amplamente descritos, bem como
as interacbes enzimaticas e respostas celulares do processo de antilutedlise,
regidas pelo IFNt. No inicio da gestacdo, ao redor dos dias 15 a 18, células do
epitélio trofoblastico secretam IFNT que se liga a receptores de células
endometriais e promovem um mecanismo de inibicdo de producdo de PGF2a
(BINELLI et al.,2000b; THATCHER et al., 2002) . Apds este curto periodo de
atuacado do IFNT, os mecanismos que promovem a manutencdo do CL e inibicao
da sintese de PGF2a até a complementacao da placenta como fonte produtora de
progesterona ainda ndo estdo totalmente elucidados, havendo portanto, a
necessidade de maiores estudos para compreensao destes fenbmenos.

A partir do conceito sobre dialogo materno-fetal, as células trofoblasticas
representam a principal unidade de interagdo com o organismo materno. Dentre
as linhagens de células trofoblasticas, destaca-se em ruminantes a Célula
Binucleada Trofoblastica (BNC) que se origina a partir de uma célula uninucleada
pelo mecanismo de endoduplicagdo, ou seja, realiza uma cariocinese, sem a
ocorréncia de uma citocinese (KLISCH, 1999; 2000). A Célula Binucleada, que
pode ser observada a partir do 17° dia da gestagédo, migra em direcdo ao epitélio
uterino (endométrio) e se funde formando células trinucleadas, conferindo a
placenta dos ruminantes a classificacédo de sinepitéliocorial (WOODING, 1992).

Dentre as fungdes da BNC, destaca-se a produgcdo de lactogénio
placentario, glicoproteinas associadas a gestacdo (PAGs), progesterona,
estrogeno e modulagcdo na sintese de prostandides (prostaglandinas e
prostaciclinas); amplificados devido a condig&o binucleada desta célula. Por estar
em intimo contato com o estroma uterino, seus produtos de secre¢do sao

facilmente liberados proximos aos vasos sanguineos maternos.



Devido as caracteristicas fisiolégicas e morfolégicas da Célula Binucleada
Trofoblastica, o presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a participagao
dos seus produtos de secregao, obtidos em culturas enriquecidas com BNCs, para

compreensao dos fendbmenos de antilutedlise apos o periodo de atuacio do IFNT.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideragoes sobre a Célula Binucleada Trofoblastica (BNC)

As Células Binucleadas Trofoblasticas (BNCs) sao encontradas no
trofoblasto da placenta de ruminantes desde o periodo de adesao do concepto ao
epitélio uterino até os momentos que precedem o parto (GREENSTEIN et al.,
1958; BJORKMAN, 1968; WOODING, 1982) possuindo como precursores as
células trofoblasticas uninucleadas (BJORKMAN, 1982; WOODING, 1982) que
realizam um mecanismo de endoduplicagdo, ou seja, realiza cariocinese sem a
ocorréncia de citocinese (BJORKMAN, 1982), sendo que o0 acréscimo no nimero
destas células ocorre, provavelmente, pelo continuo recrutamento e transformacgao
de células trofoblasticas uninucleadas (WINSATT et al.,1980). A significancia
funcional desta multiplicagdo de genomas esta ligada a um aumento da
capacidade de sintese, causada por um adicional numero de genes copiados,
disponiveis para transcri¢do (KLISCH et al., 1999; 2000).

Em bovinos, as células binucleadas surgem no epitélio coridbnico aos 17
dias de gestagdo e permanecem até o final (GREENSTEIN et al, 1958,
BJORKMAN, 1968), circundadas por células uninucleadas, sem haver unido a
membrana basal, com um numero aparentemente estavel ao longo da gestagéo,
representando cerca de 15 a 20% do total de células do epitélio coridénico
(WOODING & WATHES, 1980; WOODING, 1992).

Segundo Flood (1991) as células binucleadas constituem, em bovinos,
aproximadamente 10% das células trofoblasticas nos dias 18-20 da gestacado e
20% no restante da gestagdo. Somente 20% destas células possuem capacidade
de migragdo. Apds a migracéo, estas células podem ser observadas no epitélio
uterino, onde realizam fusées com as células epiteliais, formando as células
multinucleadas gigantes que correspondem a 50% da area do epitélio materno, no
24°dia da gestacao. Estes eventos sdo similares nas ovelhas, mas, nas vacas, a

atividade mitética e o produto residual das células maternas s&o menores,



ocorrendo total reconstituicdo do epitélio uterino, na migragado deixado pela célula
trofoblastica.

Winsatt (1980) descreveu a formagéo das células binucleadas a partir das
células do trofoblasto no 17° dia de gestac&o. As células binucleadas jovens estao
habitualmente situadas intimamente no trofoblasto. A divisdo nuclear ocorre sem a
necessidade de divisdo do citoplasma, o que determina a condi¢gdo binucleada
(diplocaridcito) ou multinucleada. Esta divisdo nuclear é finalizada por mitose. A
divisdo citoplasmatica nunca ocorre nas células gigantes, mostrando sua
incapacidade de proliferagio.

Em varias espécies de ruminantes, tais como ovinos, caprinos, bovinos e
cervideos, as células binucleadas s&o encontradas e a sua origem se procede a
partir de células uninucleadas do trofoectoderma fetal. Inicialmente estdo
presentes em numero reduzido, no entanto, detém um denso volume
citoplasmatico, um pequeno numero de mitocéndrias, muitos polirribossomos e um
extenso sistema de cisternas de reticulo endoplasmatico, algumas vezes
apresentam grande numero de aparelhos de Golgi, sendo, este ultimo,
responsavel pela grande quantidade de grénulos caracteristicos que variam de
densidade quando observadas apds fixacao e coloragao convencionais, cada qual
contendo microvesiculas. As células binucleadas maduras apresentam-se
completamente granuladas e aumentam o seu volume citoplasmatico,
encontrando-se proximas da superficie do epitélio uninuclear trofoectodérmico,
embora n&o fagam parte desta jungdo compacta do epitélio. Muitas vezes esta é a
primeira barreira de migragao para as células binucleadas. A segunda barreira € o
tecido de interdigitacdo com o epitélio trofoectodérmico que forma a jungado
microvilar. Este tecido €, inicialmente, o epitélio uterino materno, mas
consideravelmente modificado, incluindo a transformacéo para sincicio durante a
implantagdo e desenvolvimento placentario em todos os ruminantes (WOODING,
1982).

Assim como Winsatt (1980), Dantzer (1989) também descreveu a
ocorréncia das células binucleadas a partir do 17° dia de gestagéo, na qual estas



células representam cerca de 20% das células trofoblasticas, havendo um
decréscimo nas semanas que precedem o parto. Apresentam-se de forma
diferenciada, volumosas, com 2 nucleos esféricos e nucléolos bem evidentes. O
aparelho de Golgi e o reticulo endoplasmatico rugoso estdo bem desenvolvidos e
uma agregacgao regional de granulos é caracteristico. Os hormoénios sintetizados
pelas células binucleadas s&o secretados nos capilares maternos. Os hormdnios
identificados incluem lactogénio placentario, estrégeno (MATAMOROS et al,
1994), progesterona e prostandides, como prostaciclinas e prostaglandinas
(REIMERS et al.1985; GROSS & WILLIAMS, 1988).

Estimativas de frequéncia das células binucleadas e sua migragao
indicaram que muitas, se ndo todas, migram e estas evidéncias foram confirmadas
usando técnicas de auto-radiografia e imunocitoquimica. O resultado desta
migracdo é a fusdo de uma célula binucleada com uma célula do epitélio uterino
ou da parede sincicial. Esta fus&do libera os granulos caracteristicos das células
binucleadas préoximas a circulagdo materna, enquanto mantém a barreira
trofoblastica de troca materno-fetal. As células binucleadas de ruminantes
parecem representar um papel central, formando estruturas e secretando produtos
na interface materno-fetal que pode ser crucial no estabelecimento e manutengao
da gestacdo (MORAIS-PINTO, 2000).

Estudos com a inclusdo nuclear de timidina tritada demonstram
claramente que a maioria dos nucleos do sincicio € derivada da migracdo das
células binucleadas do trofoectoderma. A uniformidade e extensdo da producéo e
migragéo das células binucleadas, indicam um papel central no desenvolvimento e
funcdo da placenta dos ruminantes. O numero de células binucleadas comega a
diminuir somente nas ultimas semanas da gestacao (WOODING et al., 1993).

A formacgéo e migragao das células binucleadas foi descrita por Wooding &
Wathes (1980), na qual a célula binucleada € formada no coérion e sintetiza
granulos; em seguida move-se e entra em contato com a jungdo microvilar e altera
as jungdes laterais do epitélio uterino até alcangar a membrana basal do epitélio
uterino (Figura 1). A maioria das células binucleadas é encontrada no epitélio



uterino, os granulos s&o liberados no espacgo intercelular, junto aos vasos
maternos ou diretamente no interior de células uterinas adjacentes. Em uma fase
posterior ocorre a reducao do citoplasma da célula binucleada, apresentacao de
nucleos densos e diminuigdo do numero de granulos. Em uma progressao, os
nucleos tornam-se altamente densos ou picnéticos e a célula desprende-se,

retornando novamente a jun¢ao microvilar.

Figura 1. Esquema da migragcdo da célula binucleada
trofoblastica em diregdo ao epitélio uterino e
respectiva fusdo; 1. epitélio trofoblastico, 2.
epitélio uterino. (Adaptado de MORAIS-PINTO,
2000).

Visto que as células binucleadas ndo aparecem no epitélio uterino até o
periodo tardio de pré-implantagdo (ao redor do 17° dia de gestacgéo), torna-se
evidente que elas sejam originadas inicialmente da transformacdo direta de
células trofoblasticas colunares ordinarias. Novas células gigantes continuam a se
formar desta maneira por toda a gestagao. As células binucleadas se diferenciam
dentro do trofoectoderma fetal, iniciam com um pequeno volume citoplasmatico,
poucas mitocondrias, muitos polirribossomos e um extenso sistema de cisternas
de reticulo endoplasmatico desenvolvendo-se junto com o aparelho de Golgi,
produzindo granulos caracteristicos com densidade variada. As células
binucleadas maduras e totalmente repletas de granulagées chegam a um tamanho

consideravel e permanecem muito proximas ao topo do epitélio trofoectodérmico



uninucleado, normalmente nao fazendo parte da jungao apical que mantém estas
células unidas (MORAIS-PINTO, 2000).

Com respeito a caracterizagdo morfologica e cinética da célula binucleada
trofoblastica, estudos realizados por Winsat et al. (1980) verificaram a polarizagéo
das células, observando figuras de mitose, embora o verdadeiro significado da
multiplicagdo nuclear em relagdo a sua fisiologia, ndo tenha sido ainda
convincentemente analisada. Neste processo parece haver a divisdo nuclear sem
a divisao citoplasmatica, tornando a célula bi ou multinucleada. O acréscimo no
numero destas células ocorre provavelmente pela continua transformacdo do
trofoblasto em células gigantes. O aparelho de Golgi, nas células binucleadas
trofoblasticas, esta situado em regides adjacentes dos nucleos, estando sempre
rodeado por vacuolos que parecem conter material precipitado em seu interior que
se cora tanto por corantes acidos, quanto por basicos. No entanto, devido a
basofilia ser neutralizada pela ribonuclease, acredita-se que contenha acido
ribonucléico. O material destes granulos também se cora pelo acido periodico e
apresenta evidéncias de atividade fosfatase alcalina. As mitocéndrias apresentam-
se uniformemente granulares, geralmente segregadas no citoplasma supranuclear
(CARVALHO, 2000).

A determinagao do nivel de ploidia por hibridizac&o in situ com uma prova
de DNA especifico utilizando-se um cromossomo Y, mostrou que a maioria dos
nucleos das células fetais (bovinas) sao tetraploides. Geralmente os dois nucleos
tetrapldides estdo sempre juntos. Estes achados indicam que a poliploidizagéo é
um aspecto normal no desenvolvimento da maioria das células binucleadas. Um
novo modelo para o desenvolvimento destas células foi proposto: primeiramente
ocorre uma mitose acitocinética que origina as células binucleadas com dois
nucleos dipldides; esta célula entra em uma segunda mitose acitocinética na qual
os cromossomos dos dois nucleos formam uma figura de mitose comum. O
resultado € uma célula com dois nucleos tetrapléides, que passam por uma fase
“S” adicional, mas ndo entram em uma nova mitose (KLISCH et al., 1999, 2000)
(Figura 2).



Figura 2. Esquema da divisdo nuclear da célula binucleada trofoblastica e sua migragdo em
direcdo ao epitélio uterino. 1. epitélio trofoblastico, 2. epitélio uterino, 3 fuséo da célula
binucleada com célula do epitélio uterino (Adaptado de KLISCH et al., 1999).

As células binucleadas de ruminantes sédo secretoras, tendo a capcidade de
produzir e transportar proteinas para o organismo materno. Uma de suas maiores
expressoes, as glicoproteinas associadas a gestacgéao, é resultado da multiplicagao
de genes, com aproximadamente 100 copias de genes. (KLISCH et al.,2000). A
presencga da glicoproteina associada a gestacéo de bovinos (bPAG) nos granulos
das células binucleadas do trofoblasto foi relatada por Zoli et al. (1992) por
métodos imunocitoquimicos. Além de proteinas associadas a gestagdo, o LP
também é produzido pelas células binucleadas (WOODING & FLINT, 1994), bem
como a produgédo de esterdides e metabolismo de prostaglandinas (KLISCH et al.,
2000). Utilizando métodos imunocitoquimicos, Morgan et al. (1989) demonstraram
que o lactogénio placentario bovino (bLP) estava presente nas células
binucleadas, encontradas no trofoectoderma aos 21 dias de gestagdo. Uma
segunda proteina, o antigeno SBU-3, que esta ausente nos estagios iniciais da
gestacdo, aparece de forma abrupta nos granulos das células binucleadas aos 30
dias de gestacdo, coincidente com o inicio do desenvolvimento dos vilos.
Subsequentemente, os granulos contém tanto bLP quanto o antigeno SBU-3. Esta
producao sequencial de proteinas indicam que as células binucleadas possuem
diferentes fungdes de acordo com o estagio da gestagdo e tém um importante
papel durante a implantagao e o desenvolvimento dos vilos.

Com a utilizacdo de técnicas imunohistoquimicas, Duello et al. (1986)
conseguiram localizar o bLP nas células binucleadas do placenténio bovino.
Células binucleadas marcadas foram demonstradas em toda a camada do

trofoblasto. Os processos celulares das BNCs que se estendem em direcdo ao



10

epitélio uterino foram reativas, assim como as células inseridas na camada do
epitélio uterino, com intima aproximagao ou aposicdo a membrana basal materna.

Acerca deste periodo de ades&o, Milosavlejevic et al.(1989) analisando
RNAm das BNCs da placenta de bovinos, concluiram que estas células
transcreviam dois membros da familia dos genes PRL (“Post-transcriptional
Regulation of Prolactin”) que influenciavam no desenvolvimento fetal e adaptac&o
materna a gestagdo, em bovinos.

Muitas espécies secretam um hormonio protéico de origem placentaria que
possuem homologia estrutural e funcional com o hormdnio do crescimento e a
prolactina. Inicialmente foi denominado como somatotropina coribnica, mas é
comumente denominado de lactogénio placentario. Dentre suas fungdes, observa-
se sua influéncia na mamogénese, lactogénese, esteroidogénese (ovariana e
placentaria) e alteragdo no metabolismo materno para acomodar o crescimento e
desenvolvimento do feto (PATEL et al., 1996; SPENCER et al.,1999).

Wooding et al. (1996) demonstraram que as células trofoblasticas
binucleadas na placenta de ruminantes apresentavam caracteristicas especificas
durante seu desenvolvimento, maturagdo e capacidade migratoria, e estavam
situadas tanto nas regides cotiledonarias, como nas intercotiledonarias. No
entanto, estas células apresentavam expressodes protéicas diferentes dependendo
da sua localizagao. O lactogénio placentario ovino (oLP) é expresso em todas as
células binucleadas, enquanto o SBU-3, somente no cotilédone.

Uma caracteristica observada por Winsatt (1980), a partir de provas
histofisiologicas, demonstra a capacidade fagocitaria da célula binucleada.

Sobre a atividade fagocitaria das células trofoblasticas, existem
consideragoes de que os hematomas encontrados em placentas de ovinos sirvam
como fonte adicional de ferro para o desenvolvimento embrionario, na medida em
que as hemacias s&o fagocitadas e digeridas pelo trofoblasto (PEREIRA, 2000).

Uma consideravel perda embrionaria precoce em ruminantes ocorre nos
periodos iniciais da implantacdo. Uma melhor compreensdao das interacdes

celulares materno-fetais € requerida para o desenvolvimento placentario, bem
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como o conhecimento de aspectos sobre a fisiologia das perdas embrionarias.
Nos ruminantes, uma populagcdo de células binucleadas aparece no correto
estagio de desenvolvimento, com importante papel nas modificagbes do epitélio
uterino e a formacéo de estruturas placentarias definidas (WOODING, 1984). Ao
analisar o RNAm das células binucleadas da placenta de bovinos, Milosavlejevic
et al. (1989) concluiram que estas células transcreviam 2 membros da familia dos
genes PRL que influenciavam no desenvolvimento fetal e adaptacdo materna a
gestacao.

No que se refere ao estudo de retengdo de placentas, Santos et al (1996)
mencionaram que as ceélulas binucleadas presentes no placentdénio, em bovinos
leiteiros, durante diferentes fases da gestacdo, estavam correlacionadas com a
retencéo placentaria quando seu numero nao diminuia no final da gestacao.

Métodos sao descritos para preparo e manutencao de trofoblasto ovino em
monocamadas de cultivo celular. Steven et al. (1980) sugeriram que as células
binucleadas, que surgem na 2% semana de incubagdo na cultura de trofoblasto,
eram formadas por divisdo nuclear das células uninucleadas e possuiam
correlagcdo com a taxa de producao de lactogénio placentario ovino.

Quanto a producdo de hormoénios, Matamoros et al. (1994) avaliaram a
producdo de estrogeno pelas células binucleadas trofoblasticas in vitro e seus
efeitos sobre o cortisol, progesterona, pregnenolona, testosterona e

androstenediona.

2.2 Consideragoes sobre a Célula Endometrial Bovina (BEND)

As células endometriais bovinas BEND constituem uma linhagem de células
endometriais obtidas no 14° dia do ciclo estral de fémeas bovinas, que adquiriram
espontaneamente a capacidade de replicagdo in vitro. Esta linhagem celular foi
caracterizada e registrada na “American Type Culture Colection” (ATCC n° CRL-
2398), onde se encontra descrita toda a metodologia para seu cultivo, a qual pode
ser utilizada por até 25 repiques, sem apresentar qualquer alteragdo fenotipica
(BINELLI et al., 2000).
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Além de se apresentarem morfologicamente semelhantes as células
endometriais epiteliais, as células BEND sdo capazes de responder a
estimuladores e inibidores da produgdo de Prostaglandina F2a (PGF2a) e tém
sido utilizadas em estudos para entendimento dos mecanismos celulares e
moleculares na manutenc&o da prenhez em bovinos (BERTAN, 2004).

As células BEND s&o especificamente indicadas para estudos relacionados
a regulacao da produgao de PGF2a no endométrio no final da fase luteinica, pois
sdo oriundas de animais no 14° dia do ciclo estral, sendo portanto, previamente
expostas a progesterona, necessaria para o desencadeamento da produgao de
PGF2a, bem como ser bioquimicamente apta para sua producdo frente a
estimuladores diversos (BERTAN, 2004).

Binelli et al. (2000) verificaram que as células BEND s&o estimuladas
quanto a producdo de PGF2a pela agdo do forbol 12,13 dibutirato (PDBu,
estimulador da enzima fosfoquinase-C) e, simultaneamente inibidas, quando é
adicionado Interferon-tau (IFNt) ao meio de cultivo, mesmo na presenca do
estimulador PDBu. O pré-tratamento das células BEND com somatotropina bovina
recombinante (rbGH) ou com fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1)
foi capaz de potencializar os efeitos do PDBu na producédo de PGF2a e de RNAm
de cicloxigenase-2 (COX-2), enquanto o pré-tratamento com acidos graxos
poliinsaturados resultou na diminuicdo na produgdo de PGF2a, induzida pelo
PDBu, demonstrando que estas células guardam importantes semelhancas com a
fisiologia e endocrinologia dos eventos observados in vivo (BERTAN, 2004).

2.3 Falhas na manutengao da gestagao
2.3.1 Consideragoes gerais

E bem estabelecido que a incidéncia de falhas na gestacdo, em populagdes
bovinas, € maior durante o periodo embrionario (entre os dias 1 e 42 da prenhez)
do que no periodo fetal (42 a 280 dias) ou neonatal (até 28 dias apds o parto). A

perda embrionaria, associada a falha no reconhecimento materno anterior ao 18°
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dia da gestagdo, representa aproximadamente 40% de todas as perdas em
bovinos (FARIN et al., 2004a).

Uma variedade de métodos tem sido utilizada na producéo in vitro (PIV) e
clonagem de embrides bovinos. Muitos laboratérios demonstraram que estes
embrides PIV possuem diferengas distintas na morfologia, competéncia no
desenvolvimento e, mais recentemente, expressdo génica, comparada aos
embrides produzidos in vivo (FARIN, 2004a, 2004b, NIEMANN et al., 2002).

Embrides PIV possuem maiores taxas de perda embrionaria precoce e
abortamentos quando comparados aos produzidos por meio de inseminagao
artificial (IA) ou transferéncia de embrides (TE) (KRUIP & DEN DAAS, 1997).
Fatores envolvidos nas falhas de manutencdo da prenhez de embrides PIV
incluem o sistema de cultivo embrionario, qualidade embrionaria, numero de
embrides transferidos por receptora, sincronia entre desenvolvimento embrionario
e dia do estro da receptora, embrides congelados versus in natura, estresse
térmico sobre o embrido e/ou receptora. As perdas verificadas entre a metade e o
final da prenhez ocorrem mais frequentemente em receptoras de embrides PIV (7
a 20% superiores) do que embrides produzidos in vivo , sendo 0os motivos
atribuidos ao desenvolvimento e/ou fungéo placentaria insuficientes (FARIN et al.,
2004a).

As perdas de prenhez resultantes de transferéncia de embrides clonados
sao superiores quando comparados aos embrides PIV, na qual apenas 10% das
receptoras conseguem levar um feto clonado a termo (HEYMANN et al., 2002,
HILL et. al., 2000). As perdas s&o comuns durante os primeiros dois meses de
prenhez, e novamente, durante os periodos fetal tardio e perinatal (HEYMANN,
2002). Hill et al. (2000) relataram que as taxas de prenhez no dia 30 foram
similares para receptoras gestando embrides clonados (45%) e embrides controle
(58%). No entanto, entre os dias 30 e 90 da gestagao, 82% dos fetos clonados
morreram, enquanto todos os fetos do grupo controle sobreviveram. Estes autores
atribuem a baixa viabilidade dos clones entre os dias 35 e 60 ao inadequado
desenvolvimento da membrana coérioalantdide. Estas perdas tém sido atribuidas



14

ao elevado decréscimo na vascularizagao placentaria, a ocorréncia de completa
avascularizagdo da membrana corioalantéde, decréscimo no numero de
placentbnios e aumento no tamanho dos mesmos (LEE et al., 2004; CHAVATTE-
PALMER et al., 2002). Outros fatores que podem ser responsaveis, em parte, pela
perda embrionaria precoce de embrides clonados, incluem modificacbes do
“imprinting” genbmico e rejeicdo imunologica do concepto (Mc EVOY, 2003).
Durante o periodo final da prenhez, anormalidades associadas com a funcao
placentaria, incluindo volume excessivo de liquido alantéico (hidroalantoide) e
gestacédo prolongada, também contribuem para perdas significativas na prenhez
de fetos clonados (TAVERNE et al., 2002; HEYMANN et al., 2002).

2.3.2 Influéncias do reconhecimento materno da gestagao

O reconhecimento materno da gestagao reflete, de varias formas, como o
organismo materno responde a presenga do concepto em seu trato reprodutivo.
Uma parte das informagdes bioquimicas pode ser considerada irrelevante a
gestacdo, mas alguns reflexos promovidos pela agdo do concepto tornam-se
essenciais nos controles da fungédo do corpo luteo, suprimento sanguineo uterino,
sistema imunoldgico materno e outros aspectos da fisiologia materna. Muito
provavelmente ocorra um conflito genético entre mée e concepto, mas existe um
comum interesse no sucesso da manutengcdo da gestagcdo, promovido por
mecanismos sinalizadores entre o trofoblasto e organismo materno (ROBERTS,
1996). Portanto, o processo de implantagcdo e sucesso na manutengdo da
gestacdo possuem como fator limitante a acdo das células trofoblasticas
(HERRLER et al., 2003).

O crescimento e desenvolvimento do concepto em mamiferos
inequivocamente requer acado da progesterona e horménios placentarios sobre o
utero, que regulam a funcdo e diferenciacdo do endométrio, sinalizagdo do
reconhecimento materno, receptividade uterina para a implantagdo do blastocisto
e interagdo concepto-utero. Horménios do concepto atuam sobre o utero de forma

paracrina para estabelecer e manter a gestacdo (SPENCER, 2004).
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Considerando-se esta importancia, é surpreendente como pouco destes
processos fisiolégicos sdo compreendidos. Em poucas espécies, um coerente
modelo de como o embrido intervém sobre a extensdo da vida util do corpo luteo
emerge, porém as bases para a sua manutengcdo ao longo da gestagéo,
permanecem incertas (ROBERTS, 1996). Em muitas espécies, a produgao de
progesterona ovariana é requerida ao longo da gestagao e ndo simplesmente uma
fonte unica até complementagdo da progesterona placentaria. Existe pouco
conhecimento sobre como o embrido interfere no suprimento sanguineo e
estrutura endometrial nos estagios iniciais da gestacdo, possivelmente pela
atuacao de fatores de crescimento, que no entanto, também ndo atuam de forma
unica (AULETTA & FLINT, 1998).

O sucesso da manutencéo da gestacdo depende de uma perfeita interagéo
entre a unidade embrionaria e o organismo materno (DUC-GOIRAN et al., 1999).
Apo6s a fecundacdo do odcito pelo espermatozdide e o desenvolvimento do zigoto
na tuba uterina, o embrido alcanga o Ilumen uterino onde promove o0 processo
denominado “reconhecimento materno da gestacéo”.

O termo “reconhecimento da gestacao” foi primeiramente empregado por
Roger Short em 1969, definido como o processo fisiologico pelo qual os sinais do
concepto, na presenga do sistema materno, prolongam a vida util do corpo Iuteo
(SPENCER, 2004). Adicionalmente, Hansen (1991) incluiu ainda como a
sinalizagdo enddcrina, bioquimica e molecular entre o concepto (embrido e
anexos) na presenga da unidade materna, refletida na inibicdo da lutedlise.

Durante o periodo inicial da gestagédo, a comunicagdo materno-embrionaria
€ mediada pelo trofoblasto. A “janela de adesao” representa o periodo de maxima
receptividade uterina para ades&do do embrido no utero. Em resposta aos sinais do
embrido, proteinas especificas da gestagao sao liberadas no sangue materno e
uma série de alteragbes morfoldgicas, bioquimicas e imunologicas ocorrem no
ambiente uterino para receptividade do embrido (DUC-GOIRAN et al.,1999).

Em mamiferos eutérios, a implantagdo marca um estagio de transicdo no

processo de gestagao, na qual o blastocisto assume uma posi¢ao fixa e inicia um
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relacionamento de alteragdes fisiolégicas com o utero. A primeira associagédo é
frequentemente denominada de adesdo, que pode ser subdividida em dois
estagios, o primeiro aposicional, e o subsequente, de adesdo (SCHLAFKE &
ENDERS, 1975). O termo implantagao se usa habitualmente para indicar a unido
do trofoblasto com a parede uterina, formando-se a placenta, mas este grau de
unido varia notadamente entre as espécies. Em bovinos, a implantagao inicia-se
entre os dias 28-32 e finaliza-se entre os dias 40-45 apés a ovulagédo (BOWEN &
BURGHARDT, 2000; NODEN & DE LAHUNTA, 1985).

Em cada ciclo estral o ambiente uterino € modificado morfo-funcionalmente
para perfeita adequagao a uma provavel gestagcdo. Durante o ciclo estral, o utero
regula a fungédo ovariana quanto ao periodo de permanéncia do corpo luteo (CL),
modulado pela agdo da PGF2a.

Durante a gestagcdo, as fungbes do utero incluem o transporte,
armazenamento e maturacdo do espermatozoide, reconhecimento e recepgao dos
embrides, garantia de um ambiente favoravel ao concepto durante a gestagéo e
expulsdo do feto e placenta no momento do parto (BARTOL, 1999). Neste “status”
fisiolégico, a fungdo uterina é regulada por esterdides de origem ovariana e
moléculas embrionarias bioativas. Durante a gestagdo, um desequilibrio na fungao
uterina pode levar a mortalidade embrionaria (BINELLI, 1999)

Binelli (2000a) definiu como “periodo critico” o periodo compreendido entre
os dias 15 e 17 do ciclo estral, no qual a vaca deve ajustar sua fisiologia
apropriadamente, dependendo de estar ou ndo prenhe. A mudanca do estado
ciclico para o estado prenhe depende de um mecanismo efetivo de bloqueio da
lutedlise. O bloqueio da lutedlise, e consequentemente a prenhez, somente
estabelecer-se-a caso o concepto seja competente para enviar os sinais
antiluteoliticos apropriados e o endométrio tiver a capacidade de responder a tais
sinais, bloqueando a produg¢ao de PGF2a. Tal comunicagao entre as unidades do
concepto e maternal frequentemente ndo sdo bem sucedidas, resultando na

ocorréncia da lutedlise e, consequente, perda embrionaria.
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O principal horménio implicado na manutengdo da gestagdo é a
progesterona, responsavel pela estimulagcdo de uma variedade de secregdes
endometriais, necessarias para o sucesso da manutengdo do embrido (MANN &
LAMMING, 2001; GEISERT et al., 1992). Adicionalmente, muitos estudos revelam
que a concentragdo de progesterona no plasma sdo menores em vacas
inseminadas e n&o prenhes, quando comparadas as vacas prenhes (MANN &
LAMMING, 2001).

O ambiente uterino deve estar previamente “primed” (sinalizado) pela
progesterona, fornecendo as condigbes mais favoraveis para o desenvolvimento
do concepto (BINELLI, 2000a). A ac&do da progesterona tem sua importancia ndo
apenas durante a gestagdo, mas também nos momentos que precedem a
fecundacgao, preparando o ambiente uterino para o concepto.

Mann et al. (1998) constataram que embrides mal desenvolvidos,
recuperados aos 16 dias apds a inseminacdo, estao correlacionados as baixas
concentragbes plasmaticas de progesterona durante a fase luteinica do ciclo
estral.

A maioria das mortes embrionarias nos animais domeésticos ocorre durante
as primeiras semanas ap0s a concepgao e pode ser atribuida desde
anormalidades no periodo inicial da embriogénese, que inclui a implantagao,
reconhecimento materno da gestacdo, até a completa formagdo da placenta
(CROSS, 2001).

O mecanismo de reconhecimento materno da gestacdo em vacas é
mediado pelo IFNT, produzido pelas células trofoblasticas do embrido ao redor do
15° - 18° dia da gestagdo (THATCHER et al., 1995, 1997; BINELLI, 1999, 2000a).
Os efeitos antiluteoliticos do IFNt tém sido examinados in vitro e in vivo. Infusdes
intrauterinas enriquecidas com bINFt (HELMER ef al, 1989) ou bIFNT
recombinante (MEYER et al, 1995) aumentaram a permanéncia do CL,
comparado aos grupos controle. A secre¢cdo de PGF2a em resposta a injegao de
ocitocina foi suprimida no dia 17 quando vacas receberam infusdo com bIFNT,

quando comparado aos grupos controle (MEYER et al., 1995).
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A liberacdo de PGF2a pelas células endometriais requer a presenga de um
sinal estimulatorio e um utero responsivo. Em bovinos, a natureza deste sinal para
producéo de pulsos de PGF2a permanece incerta, ja que existe a possibilidade de
atuacao do estradiol disponibilizando os receptores de ocitocina (BINELLI, 1999).
Em ovinos, um mecanismo fechado de retroalimentacdo positiva estimula a
secrecao pulsatil de PGF2a, e a ocitocina desempenha um papel central neste
processo (McCRAKEN et al.,1984). A ocitocina proveniente da neurohipdfise
estimula a secregcdo de PGF2a. A PGF2a estimula a secreg&o de ocitocina do CL,
que por sua vez, estimula ainda mais a produgdo de PGF2a pelo dtero, num
sistema fechado. Os pulsos de PGF2a coincidem em 96% com os pulsos de
ocitocina (HOOPER et al., 1986).

2.3.3 Influéncia placentaria

A eficiéncia placentaria tem sido descrita em diversas espécies animais
como simplesmente a relacdo entre o peso do componente fetal, dividido pelo
peso do componente placentario (KURZ et al., 1999). No entanto, este conceito
nao leva em consideragdo, ou faz justica, a complexidade e diversidade
envolvidos na troca de nutrientes, gases e metabdlitos entre o concepto e o
sistema materno (WILSON, 2002). Talvez, o melhor exemplo de diminuicdo de
fungcdo placentaria em animais domeésticos é visto em éguas com gestacéo
gemelar, na qual a area total da superficie placentaria é frequentemente muito
pequena para um ou ambos 0s gémeos sobreviverem a termo (JONKER, 2004).

Em animais clonados, uma das principais causas de perda gestacional é a
deficiéncia placentaria, na qual 82% dos bovinos clonados por transferéncia
nuclear (TN) ndo sobrevivem entre o trigésimo e nonagésimo dia da gestacgao.
Essa viabilidade ineficiente €& atribuida ao desenvolvimento rudimentar da
membrana cérioalantéide, bem como problemas associados aos fatores que
promovem o crescimento placentario e vascular, e suas interagdes materno-fetais,

tais como conexdes placentarias e formagao dos vilos coridnicos. A deficiéncia do
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desenvolvimento vascular placentario pode ser evidenciada em bovinos por
estruturas cotiledonares reduzidas ou ausentes (MIGLINO, 2004). Daniels et al.
(2000) atribuiram a baixa eficiéncia de produgdo animal pela utilizagdo da
clonagem por transferéncia nuclear a uma incompleta reprogramagao da célula
doadora de nucleo, que leva a uma diminuicdo, ou expressao anormal de genes
importantes para o desenvolvimento, ou ainda, a uma irregular expressdo de
genes marcados (“‘imprinting”) (YOUNG & FAIRBURN, 2000; JAENISCH &
WILMUT, 2001). Adicionalmente, a comparagdo de blastocistos PIV, TN ou
produzidos in vivo, por analises de “diferential display”, revelaram que a maioria,
mas nao todos os RNAmM dos embrides TN foram reprogramados (De SOUZA,
1999).

Para o sucesso do desenvolvimento de um embrido reconstituido, o nucleo
transferido deve estar reprogramado para estabelecer um padrdo de expressao
temporal, espacial e quantitativo normal com relagdo ao desenvolvimento, pois a
reprogramacao nuclear esta associada as alteragbes da atividade gendmica, no
entanto, o(s) mecanismo(s) acerca desta reprogramagdo permanece(m)
desconhecido(s) até o presente momento, incluindo-se as modificagbes
epigenéticas do DNA, configuragdo da cromatina e o “imprinting” gendmico
(WRENZYCKI et al., 2001). Neste contexto, Wilmut et al. (2002) afirmaram que a
clonagem por transferéncia nuclear a partir de células somaticas adultas € uma
incrivel demonstracdo de plasticidade, desempenhado pelo nucleo transferido ao
citoplasma do odcito, que deve reger todas as alteragdes desde o controle do
desenvolvimento até o momento do parto.

Patel et al.(2003), ao analisarem a express&o dos genes codificadores de
proteina relacionada a prolactina-1(PRP-1), lactogénio placentario (LP) e
glicoproteina associada a gestacédo-1 e 9 (PAG-1 e PAG-9) em embrides bovinos
produzidos por IA ou NT, no primeiro trimestre da gestagédo, constataram que os
transcritos para LP e PAG-1 eram menores nas membranas fetais de animais TN,
porém, sem haver diferenga significativa na expressdo de PRP-1, LP e PAG-1 no
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placenténio e tecidos intercotiledonarios, sugerindo haver um desbalango na
transcrigdo génica especifica nas células binucleadas de animais TN.

Miles et al. (2004), ao avaliarem a quantificagdo de RNAm e proteina do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e do ativador-proliferador do
receptor gama da peroxisoma (PPARYy - peroxisome proliferator-activated receptor-
gama) em placentas bovinas, seja de animais produzidos in vivo ou por fertilizagao
in vitro, nao verificaram diferenca na expressédo nos cotilédones para estas duas
proteinas, porém, as carunculas dos animais PIV tiveram aumento da expressao
de PPARy. Relataram ainda uma menor area da superficie endometrial,
diminuicdo das vilosidades fetais e células binucleadas com menor volume,
somados a um aumento na razao entre o volume de vasos sanguineos e a area
da superficie dos placenténios dos animais PIV, inferindo haver uma série de
mecanismos compensatérios no leito vascular destes embrides.

De acordo com os diferentes sistemas de producdo in vitro de embrides
bovinos, Miles et al. (2005) n&o verificaram alteracdo na densidade volumétrica de
vilos ou endométrio com placentdnios, no entanto, houve uma maior concentragéo
de células picndticas nos placenténios de embrides produzidos com meio
semidefinido, quando comparado aos grupos que utilizaram soro ou produzidos in
vivo, afirmando que estes embrides exibem um maior potencial para
desenvolvimento de formas anormais de placenta, nos estagios iniciais da
gestacao.

Relacionando os aspectos imunolégicos e as perdas gestacionais, Hill et al.
(2002) afirmaram que as elevadas perdas embrionarias precoces, envolvendo a
gestacdo de embrides TN, representavam o maior impedimento ao aumento da
eficiéncia da producdo de clones, uma vez que existia uma expressdo anormal do
complexo maior de histocompatibilidade do tipo | (MHC-I) no trofoblasto, e um
maior acumulo de linfécitos T no endométrio, sugerindo haver uma rejeigao
imunoldgica.

Dentre as mais comuns alteracdes placentarias em clones bovinos,

MIGLINO (2004) relatou um numero reduzido de placentonios (39 versus 120 em
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gestagbes normais), maior didmetro destas estruturas (21cm versus 11cm),
ocorréncia de areas hemorragicas aparentes sobre a superficie edemaciada,
desorganizagao das “arvores vilosas” fetais (inseridas nas criptas endometriais),
menor densidade de vilos nos chamados megacotilédones, deficiente ramificagédo
vascular sobre as superficies das “arvores vilosas”, bem como dilatagdes
anormais das criptas endometriais onde esses vilos se inserem, capilares fetais
com menor calibre (5-10um versus 7-12um, em gestagdes normais), a interface
materno-fetal apresenta-se desorganizada e as células binucleadas trofoblasticas

com alteragdes nucleares significativas.

2.4 Consideragoes sobre vascularizagao placentaria e VEGF

Os estudos na area reprodutiva avangam para a era da clonagem e
transgénese. O sucesso da progressdo na fase de pré-implantagdo, durante o
desenvolvimento embrionario é essencial para o estabelecimento da gestagao
(WATSON et al.,2000). A biologia comparativa revela muitas similaridades entre
diferentes grupos de mamiferos. Com relagdo a estas diferengas, o propdsito
comum da fungao placentaria é facilitar um aumento na quantidade de trocas entre
as circulagcbes materna e fetal. Em todos os tipos de placenta existe um
crescimento de vasos sanguineos de forma consideravel, garantindo uma
arquitetura de vasos capazes de promover uma potencializagado nas trocas entre
os organismos materno e fetal. Um dos mais potentes estimuladores da
angiogénese é o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (CHARNOCK-
JONES et al.,2001).

Mossman (1937) postulou que a placenta normal de mamiferos é a
aposicdo ou fusdo das membranas fetais a mucosa uterina para as trocas
fisiolégicas. Esta definigdo compreende trés pontos cruciais: 1) aposi¢éo ou fuséo
indica intimo contato da placenta; 2) este contato ocorre entre as membranas
fetais (cérioalantéide) e a mucosa uterina (endométrio) e 3) a troca fisioldgica é o
primeiro papel efetuado entre os tecidos materno e fetal (REYNOLDS & REDMER,
1995). Desta forma, a troca transplacentaria supre a demanda metabdlica para o
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crescimento e desenvolvimento fetal, na qual a taxa de troca depende
primariamente do fluxo sanguineo uterino (placenta materna) e umbilical (placenta
fetal). As taxas de fluxo sanguineo placentario, por sua vez, sdo dependentes da
taxa de vascularizagdo placentaria e, a angiogénese €&, portanto, critica para o
desenvolvimento de fetos saudaveis e viaveis (REYNOLDS & REDMER, 2001).
De fato, a reducdo da vascularizacdo placentaria tem sido associada a
mortalidade embrionaria precoce (HILL et al., 2000; CHARNOCK-JONES &
BURTON, 2000).

Ao longo da gestacdo, a angiogénese placentaria esta relacionada com o
aumento do fluxo sanguineo placentario, garantindo a disponibilizagdo de
nutrientes para o feto em desenvolvimento, regulacdo das trocas gasosas e
metabdlicas, regulados molecularmente por fatores angiogénicos como o VEGF
(fator de crescimento vascular-endotelial), fator-2 de crescimento de fibroblastos
(FGFB-2) e angiopoetinas, que atuam sobre células endoteliais, de forma
diferenciada, conforme o desenvolvimento placentario (MILES et al., 2005;
REYNOLDS et al., 2005).

A angiogénese da placenta fetal durante o desenvolvimento é caracterizada
pela formacdo de uma rede neovascular anastomosada. Este processo de
crescimento de vasos sanguineos é altamente regulado pelo continuo crescimento
do leito capilar placentario, seguido pelo aumento da necessidade de fluxo
sanguineo feto-placentario para sustentar o crescimento do feto (CHEUNG et al.,
1995).

Em ruminantes, ao contrario de primatas, existe uma intensa
vascularizagédo do corion e do amnion, e o aumento do crescimento destes vasos
€ concomitante ao desenvolvimento dos capilares cotiledonarios.
Embriologicamente, estes microvasos sobre as membranas fetais surgem a partir
da vesicula amnidtica e a artéria umbilical supre, ndo somente a placenta
cotiledonaria, mas também as membranas fetais (BRACE et al., 1992).

Recentes estudos com analise morfométrica tém descrito uma extensa rede

de vasos microscopicos no amnion e corion de ruminantes. Esta rede, juntamente



23

com os vasos que perfundem a superficie da placenta fetal, constitui o maior
componente de padrao de troca intramembranoso, envolvendo fluidos e solutos
entre o compartimento amniotico e sangue fetal, representando, portanto o
mecanismo primario de regulacdo do volume e composi¢cédo do liquido amnidtico.
Desta forma, o crescimento e diferenciagcdo dos microvasos do cérion e amnion
podem ser essenciais para o0 desenvolvimento e funcdo do padrao
intramembranoso de troca. O estimulo para formac&o de novos vasos sanguineos
nas membranas fetais e placenta, ao longo da gestagao, ainda € pouco descrito
(CHEUNG et al., 1995). Um possivel mediador para angiogénese € o VEGF, um
potente fator mitogénico de células endoteliais, na promogédo de crescimento de
vasos sanguineos (FERRARA et al., 1992).

Além da funcdo angiogénica primaria, o VEGF pode desempenhar outras
fungbes biologicas como a regulagdo das fungdes das células trofoblasticas
durante a gestacao (BOJIC et al. 2000). Hill et al. (2000) analisando as falhas na
gestacao de bovinos clonados sugeriram que as pesquisas futuras devem focar os
fatores que promovem o crescimento placentario e vascular, bem como nas
interacbes materno-fetais que promovem a adesao placentaria e a formacéao de
vilosidades.

O VEGF é um regulador fundamental tanto na angiogénese normal quanto
em condigbes patologicas. Recentes evidéncias indicam que esta proteina é
essencial na angiogénese e vasculogénese embrionaria, bem como na
proliferagdo ciclica dos vasos sanguineos do trato reprodutivo de fémeas
(FERRARA, 1999). A vasculogénese consiste no processo de diferenciagao in situ
de células mesenquimais em hemangioblastos, precursores das células
endoteliais. Por outro lado, angiogénese € a formagdo de novos vasos sanguineos
a partir de um endotélio pré-existente (ONG et al., 2000).

Em células epiteliais, o VEGF € um fator altamente mitogénico (KAMAT et
al., 1995), capaz de promover o aumento da vasodilatagdo e da permeabilidade
vascular (FAVIER & CORVOL, 2001). No ser humano, ja foram identificadas cinco

isoformas independentes, resultantes de um unico gene, que diferem entre si pelo
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peso molecular (STACKER & ACHEN, 1999). O VEGF é capaz de induzir a
angiogénese, bem como a permeabilizagdo dos vasos sanguineos, controlando a
vasculogénese, e a sua expressao anormal contribui para a formag&o de tumores,
devido o estimulo da angiogénese, além de varias doengas caracterizadas por
uma angiogénese anormal. Desta forma, sua inibicGo compromete o
desenvolvimento de uma variedade de tumores (NEUFELD, 1999).

A acéo do VEGF é regulada por dois receptores tirosina-quinase: receptor 1
para VEGF (VEGFR-1 ou Flt-1-Fms-like-tyrosine kinase receptor 1) e receptor 2
para VEGF (VEGFR-2 ou KDR- Kinase insert Domain containing Receptor). O
VEGFR-3 é descrito em células endoteliais de vasos linfaticos (STACKER &
ACHEN, 1999) e em ceélulas do sinciciotrofoblasto (HELSKE et al., 2001). A
expressao do receptor FIt-1 foi descrita em células endoteliais, células
trofoblasticas, mondcitos e células mesangiais renais, enquanto o receptor KDR,
em células endoteliais, células tronco hematopoiéticas, megacariocitos e células
retinais progenitoras (NEUFELD, 1999).

A interagdo do VEGF com seus receptores ocorre por meio de dois
dominios distintos da molécula de VEGF, localizados em terminagcdes opostas do
mondmero de VEGF, fazendo com que esse arranjo espacial ndo permita que
moléculas mutantes do sitio de ligacdo do VEGFR-1 liguem-se aos sitios de
ligacdo do VEGFR-2 e vice-versa (KEYT et al., 1996). A ativacdo do KDR pelo
VEGF em células desprovidas de VEGFR-1 resulta em resposta mitogénica,
enquanto a ativacdo do VEGFR-1 em células desprovidas de KDR ndo induz a
proliferacao celular. Porém, a ativagcdo de VEGFR-1 pelo VEGF induz migragao
celular, resposta também verificada na ativagcdo do KDR (ZIMMERMANN et al.,
2001).

Em bovinos, a expresséo do sistema VEGF segue uma distribuigcdo espaco-
temporal ao longo da gestagdo. Nos estagios iniciais, existe uma maior expresséo
de receptores KDR, enquanto nos estagios finais ha uma maior evidéncia de
receptores FIt-1. Adicionalmente, células mesenquimais, precursoras de células

endoteliais nas membranas fetais, sdo imuno-marcadas para KDR, mas nao para
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Flt-1, sugerindo, portanto, que a interagdo VEGF-KDR ¢é o principal sinal durante a
angiogénese placentaria inicial, enquanto a interacdo VEGF-FIt-1 mostra-se mais
importante na regulagdo e manutengdo da integridade dos vasos, durante os
estagios inicias da gestagdo (DANTZER et al., 2000).

Acerca da expressao do VEGF em placentas ovinas, Cheung et al. (1995)
verificaram que o seu cDNA é altamente homdlogo a sequéncia bovina, diferindo
em apenas um aminoacido com relagdo a sequéncia humana. Cheung & Brace
(1999) e Bogic et al. (2000; 2001) ao analisarem a expressdo do VEGF e seus
receptores na placenta ovina, cérion e amnion, ao longo da gestagdo e os
correlacionarem com o padrdo de vascularizacdo e permeabilidade
intramembranosa, verificaram que os niveis de RNAm do VEGF aumentaram
significativamente a partir do 60° dia até o 140° dia da gestacao, tendo o VEGF 44
como sendo a molécula mais expressa. Quanto aos receptores, estes autores
relataram que o KDR foi primariamente expresso no amnion e no cérion, e o Flt-1
em menor nivel, sugerindo que a expressdo do VEGF e seus receptores,
conforme o avango da gestagdo, sao importantes na vascularidade e

permeabilidade e, desta forma, na capacidade de troca intramembranosa.

2.5 Consideragdes sobre o Lactogénio Placentario Bovino (bLP)

Muitas espécies secretam um hormonio protéico de origem placentaria que
possui homologia estrutural e funcional com o horménio do crescimento e a
prolactina. Inicialmente, foi denominado como somatotrofina coribénica, mas é
comumente denominado de lactogénio placentario. Dentre suas fungdes, observa-
se sua influéncia na mamogénese, lactogénese, esteroidogénese (ovariana e
placentaria) e alteragdo no metabolismo materno para acomodar o crescimento e
desenvolvimento do feto (PATEL et al., 1996; SPENCER et al.,1999).

A secregao de promotores de crescimento pela placenta é regulada
diferentemente a partir da produgdo de componentes similares, regulados pela
interagdo materno-fetal. A duplicacdo génica € um dos mecanismos que

facilitaram a atividade enddcrina placentaria. A duplicagdo do gene codificador de
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prolactina em ruminantes é resultado da formacdo de genes placentarios
especificos, relacionados a prolactina, incluindo o gene codificador de LP
(GOOTWINE, 2004). Outros mecanismos que suportam a atividade endocrina
especifica da placenta séo rearranjos alternativos (“splices”) do RNAm, levando a
producéo de elementos placentarios regulatorios (CROSS et al., 2002), bem como
o silenciamento de alelos maternos ou paternos, por meio de “imprinting”
gendémico (TILGHMAN, 1999).

Patel et al. (2004) verificaram que a expressé&o do gene codificador de LP
apresentou-se de forma diferenciada conforme o estagio da gestacgéao,
demonstrando maior nivel nas membranas fetais do que em regides uterinas. Em
ovinos, Kappes (1992) ao estudar a expresséao, quantificagédo e localizagao celular
do RNAm do LP durante a metade e final da gestagdo, observou um aumento no
tecido cotiledonario de 15,4 pg/ug total de RNAm, no 60° dia, para 73 pg/ug, no
120° dia de gestagéo.

Durante o periodo de pré-implantagcdo e implantacédo, varias alteracbes
celulares e moleculares, promovidas geneticamente, garantem o alongamento da
vesicula embrionaria, contato célula-célula entre utero-embrido e placentagao.
Neste periodo, Ushizawa et al. (2004), analisando 1773 genes, informaram que a
maioria dos genes possui uma maior expressdo neste periodo, enfatizando que
moléculas produzidas por células trofoblasticas, como LP, Interferon-tau (IFNT) e
moléculas de adesao, desempenham um papel fundamental na placentacdo, uma
vez que suas expressdes estejam intensificadas.

O LP, em ruminantes, pertence ao grupo das somatotropinas, transcritos
por genes da familia da prolactina, sintetizados e secretados pelas células
binucleadas trofoblasticas no tecido materno. Sua estrutura possui maior
identidade com a molécula de prolactina do que a somatotropina, embora tenha
afinidade tanto por receptores lactogénios, quanto somatogénicos. O peso
molecular do LP ovino e caprino € de aproximadamente 23 kDa, enquanto o
bovino € de 31kDa a 34kDa, devido a glicosilagdo, e sua concentragdo na

circulagao fetal diminui conforme o avango da gestag&o, com seu pico maximo na
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circulagdo materna no ultimo tergo, alcangcando uma fase de platd (BYATT et al.,
1992).

A molécula de LP é caracterizada por multiplas isoformas, contendo
nitrogénio e oxigénio ligados aos oligossacarideos (BECKERS, et al., 1998). Em
estudos envolvendo a estrutura do gene codificador de LP, e os rearranjos
alternativos dos transcritos, constatou-se substituicdes de nucleotideos em onze
posicdes diferentes. Dentre os cinco éxons que compdéem o RNAm do LP, a
delecdo do éxon lll ndo afetou a leitura da fita de RNA, mas gerou um novo grupo
carboxila junto a terminacdo 5 do éxon |V, oferecendo a placenta bovina a
capacidade de expressar mais de um tipo de LP, aumentando a possibilidade de
hormdnios com propriedades bioldgicas distintas (KESSLER & SCHULER, 1991).

A sintese do LP ocorre a partir de um pré-pré-hormbénio de 236
aminoacidos, tendo como produto final uma molécula diferente dos hormdnios
pituitarios, bem como o LP de primatas e roedores, apresentando 51% de
similaridade com a sequéncia de aminoacidos da prolactina bovina e 2% com o LP
humano (SCHULER et al., 1988). Com relagdo ao seu modo de interagao, as
moléculas de LP atuam pela ativagédo de receptores de prolactina (PRLR) ou pela
heterodimerizacao dos receptores do hormonio somatotrofico (GHR) e PRLR, sem
perda do seu efeito biolégico, pois a existéncia transitéria do complexo
heterodimero é suficiente para iniciar a transdug¢ao do sinal, de acordo com a sua
meia-vida e o tempo de interacdo com o receptor (GERTLER & DJIANE, 2002).

A deteccéo do lactogénio placentario em ovinos foi verificada aos 16 dias
de gestacdo, coincidindo com o aparecimento das células binucleadas
trofoblasticas (confirmando a produgéo do LP pelas BNCs) e o inicio do processo
de implantacdo. Em bovinos, a deteccdo do LP também coincide com o
aparecimento das BNCs, no entanto, antes do inicio do processo de implantagao,
sugerindo pois, sua participagdo ndo somente no processo luteotropico, mas
também durante o inicio da implantacdo embrionaria (FLINT et al., 1979).

Em bovinos, a concentragdo plasmatica do LP varia significativamente
conforme os estagios da gestacdo, apresentando-se baixa nos dois primeiros
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trimestres (0,2 = 0,1 ng/mL), aumentando rapidamente (1,2 = 0,2 ng/mL), atingindo
seu pico entre os dias 200-220 da gestacéao, independentemente da fémea possuir
um ou dois bezerros (BYATT et al., 1987; PATEL et al., 1996).

O lactogénio placentario pode ser critico na manutengao da gestagao, pois
influencia na esteroidogénese do CL, transporte de agua pelas membranas
placentarias, proliferagdo endometrial, expressdo génica do receptor de
progesterona, sintese protéica e secrecao pelo epitélio endometrial (SPENCER et
al., 1999).

Embora a agao biolégica especifica do LP seja incerta, supde-se que esteja
envolvido na regulagédo de processos fisiologicos maternos (fungao do corpo luteo,
esteroidogénese ovariana, desenvolvimento da glandula mamaria e regulagéo do
metabolismo intermediario) e fetais (crescimento e metabolismo fetal, modulagéo
do metabolismo intermediario), contribuindo para os ajustes ao longo da gestagéo,
facilitando o transporte de nutrientes e utilizagdo pelo feto, pois ao ligar-se nos
receptores de células do epitélio glandular uterino, promove o aumento das
secregbes constituintes do “leite uterino”, uma vez que o utero tenha sido
previamente exposto as agdes da progesterona e IFNt (GALOSY et al.,, 1991;
PATEL, 1996; SOARES, 2004). Adicionalmente, Anthony et al. (1995) informaram
a importancia do LP na modificagdo do metabolismo intermediario ndo somente
materno, mas também fetal, garantindo energia suficiente para o desenvolvimento
fetal em ovinos, bem como, em bovinos, desempenhar uma acéo luteotrépica e
estimulo a mamogénese e lactogénese.

A expressao génica e concentragao protéica do LP mostra-se diferenciada
em animais produzidos in vitro (PIV) ou por transferéncia nuclear (TN), em
diferentes estruturas placentarias e estagios da gestagdo, quando comparados a
animais produzidos in vivo (IA). A concentragdo do LP no plasma fetal e fluido
alantdico apresenta-se elevada nos animais FIV (23,4 + 12,8ng/mL) e TN (17,9
3,2ng/mL) do que animais IA (2,03 + 1,5ng/mL), principalmente nos estagios de
pré-implantacdo e implantagc&o, sugerindo que a manipulagéo in vitro acarreta em

alteragdes na reprogramacgédo génica, padrao de expressao e migragao celular
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(principalmente nas BNCs), causando disfungdes no metabolismo placentario e
transferéncia de nutrientes ao feto, o que explica, em parte, a macrossomia
placentaria e fetal destes animais (BERTOLINI et al., 2004; PATEL et al., 2004a,
2004b; RAVELICH et al., 2004).

Gregoraszczuk et al. (2000) avaliaram a atividade luteotropica do LP ovino
(oLP) em diferentes dias da gestac&o e verificaram um efeito direto do oLP entre
os dias 45 e 70 da gestacao, sinergismo entre o LP e prostaglandina E2 (PGE2)
na producdo de progesterona e um efeito luteoprotetor do oLP contra a agéo
luteolitica da PGF2a entre os dias 70 e 95 da gestacao.

Os efeitos do lactogénio placentario recombinante bovino (bLPr) sobre o
desenvolvimento de foliculos ovarianos e CL foram testados em novilhas, e os
resultados demonstraram a ocorréncia de CLs maiores, bem como elevadas
concentragbes plasmaticas de progesterona, quando comparados aos animais do
grupo controle (LUCY et al,1994). Desta forma, a avaliagdo dos principais
produtos de secrecdo e a dinamica das BNCs direcionam nossas hipoteses ao
estudo do mecanismo de manutengao do CL, e portanto da progesterona, apds a

breve atuacao do IFNT (entre os dias 15 e 18), nos periodos iniciais da gestagao.
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3. OBJETIVOS

- Avaliar a participacédo dos produtos de secrecdo de culturas enriquecidas com

BNCs sobre a producao de prostaglandina F2a pelas células endometriais.

- Avaliar a expressao relativa dos genes codificadores de lactogénio placentario
e VEGF em placentas de animais oriundos de fecundac&o in vitro, monta

natural ou clonagem por transferéncia nuclear.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Avaliagdao da expressao relativa (frequéncia de RNAm) dos genes
codificadores de LP e VEGF em placentas.
4.1.1 Amostras

O presente trabalho foi composto por 3 grupos (MN-monta natural/controle,
n=9; FIV-fecundacao in vitro, n=5; TN-clonagem por transferéncia nuclear, n=6).
No terco final da gestacédo ou imediatamente apos o parto, 3 placentdnios de cada
individuo, de cada grupo, foram assepticamente removidos, preservando-se a
interface materno-fetal, acondicionados em criotubos previamente esterilizados e
identificados, e mergulhados diretamente em recipiente contendo nitrogénio
liquido, sendo posteriormente armazenados em freezer —80°C, até o momento da
extracdo do RNA.

As amostras das placentas oriundas de animais clonados pela técnica de
TN foram gentilmente cedidas pelos Prof. Drs. Joaquim Mansano Garcia (FCAV —
UNESP, Cémpus de Jaboticabal - SP), José Anténio Visintin (FMVZ - USP,
Campus S&o Paulo - SP) e Flavio Vieira Meirelles (FZEA — USP, Campus de
Pirassununga - SP).

As amostras das placentas de animais FIV foram obtidas a partir de
gestacgdes oriundas de embrides produzidos no laboratorio de FIV do Depto. de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodug¢ao Animal — FCAV UNESP.

As amostras das placentas provenientes de animais produzidos in vivo
foram obtidas em Frigorifico, situado no municipio de Taquaritinga-SP.

A avaliacdo da expressao génica foi realizada pelo método de PCR em
tempo real, uma vez que a transcrigao reversa seguida pela reagdo em cadeia da
polimerase representa uma poderosa ferramenta para deteccao e quantificagéo de
RNAm (PFAFFL et al., 2002). O método empregado para determinagdo da

expressao relativa foi baseado na razdo entre a expressao do gene-alvo (LP e/ou
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VEGF) e o gene de referéncia, ou controle endégeno (GAPDH), expresso pela

seguinte equacéo, descrita por Pfaffl et al. (2001):

aivo (CONtrole —amostra)

)ACt

E
,. Raziio(R) = Late

Equacgao E ACt,, (controle—amostra)
( ref )

onde E= eficiéncia da reagdo; Ct= ponto de cruzamento na curva de
amplificagao pela linha de threshold (linha arbitraria situada na fase exponencial);

A= diferenga entre amostra desconhecida versus o controle.

4.1.2 Extracao do RNA total (Apéndice 1)

A extragcdo do RNA foi desenvolvida a partir do método fenol-cloroférmio,
utilizando-se o reagente Trizol” (Invitrogen, USA), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante. Apds a extragdo, o RNA obtido foi ressuspendido
em 50uL de agua tratada com DEPC, encubado a 60°C por 5 minutos e
quantificado em biofotdbmetro (Eppendorf Biophotometer 6231, Germany) -

absorbancia a 260nm/280nm, anterior a reagao da transcrigédo reversa.

4.1.3 Sintese de cDNA pela reagao de transcrigao reversa (RT-PCR)

Uma aliquota de 3puL de RNA total foi utilizada na sintese do DNA
complementar (cDNA). A sintese foi promovida pela enzima transcriptase reversa
ImProm 11" (Promega, USA), utilizando-se como primer um oligonucleotideo poli-T
(Oligo dT primer, Invitrogen, USA).

Em tubos plasticos de 200uL, uma mistura contendo 3uL de RNA total, 1uL
de agua-DEPC e 1uL de oligo dT (0,5 pg/uL) foram incubadas a 70°C por 5
minutos. Em seguida foi adicionado o segundo mix da reagdo contendo 4pL de
tampéo 5X, 2,4pL de MgCl; (1,2mM), 1pL (40 U/uL) de inibidor de RNAse (RNAse
OUT, Invitrogen, USA), 1uL de dNTPs (25mM), 1uL (200 U/pL) de enzima
transcriptase reversa. As amostras foram entdo transferidas ao termociclador (MJ
PTC-100, MJ Research Inc, USA) permanecendo por 4°C / 5 minutos; 25°C / 5
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minutos; 42°C / 60 minutos e 70°C / 15 minutos. Ao final, as amostras de cDNA
foram armazenadas em congelador a —20°C, anterior a reagdo de PCR, especifica

para cada gene.

4.1.4 Caracterizagao da expressao dos genes com PCR em tempo real

As analises de PCR em tempo real foram performadas utilizando o sistema
de deteccdo ABI Prism” 7500 e tecnologia TagMan” (Applied Biosystems). O
desenho dos primers e das sondas utilizados (Apéndice 3) foram gentilmente
fornecidos pelo Prof. Dr. Marcelo Bertolini (Universidade da Califérnia, Davis,
EUA) (Apéndice 3). Para quantificacdo do VEGF, procedeu-se uma reagao do tipo
“singleplex”, enquanto para o LP e GAPDH, otimizou-se em uma reagao do tipo
“multiplex’. Todas as reagdes foram preparadas utilizando-se TagMan” PCR
Universal Master Mix (Applied Biosystems), contendo 10mM Tris-HCI (pH 8,3),
50mM KCI, 5mM MgCl,, 2,5mM dNTPs, 0,625U AmpliTag Gold DNA polymerase
por reacao, 0,25U AmpErase UNG por reacéo, 1,8uM de cada primer, 0,5uM de
cada sonda e 1puL de cDNA diluido (equivalente a 600ng/uL de cDNA) e agua
g.s.p. 10uL. As condi¢cdes de amplificagdo foram: estagio 1 -~ 50°C/2min. (1 ciclo);
estagio 2- 95°C/10min. (1 ciclo); estagio 3—- 95°C/15seg. e 60°C/1min. (45
ciclos). A quantificagdo final foi realizada utilizando o método de comparacéo de
Ct, baseando-se na equacao 1, descrita por Pfaffl et al. (2001), que considera as
diferentes eficiéncias de reacdo para cada gene. A eficiéncia (E) das reagdes para
cada um dos genes foi calculada mediante a reacao de triplicatas para cada uma
das diluigdes do cDNA (1; 1:10 e 1:100), utilizando-se a equagao 2:

— (—s)_1
Equacao 2: E =10 , onde s=inclinagao da reta.
Para confirmacdo da amplificacdo, o produto de PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio.
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4.1.4.1 Analise estatistica

As diferencas entre os grupos foram comparadas a partir de um teste n&o
paramétrico de modo pareado fixo de relocagdo ao acaso (Pair Wise Fixed
Reallocation Randomisation Test"), descrito por Pfaffl et al.(2002), considerando-

se p< 0,05 como nivel de significancia.

4.2. Radioimunoensaio para dosagem de PGF2a em meio de cultura.

Baseado na metodologia descrita por BERTAN (2004), células BEND foram
mantidas em cultivo em meio completo HAM F-12 (40%) e 40% de Minimum
Essential Medium (MEM, Sigma MO0643), suplementado com 10% v/v de Soro
Fetal Bovino (FBS, Gibco Life, 10270-106); 10% v/v de Soro Equino (Nutricel); 1%
v/v de solugcdo antibidtica e antimicotica (Sigma A7292) e 200Ul de insulina/L
(15500), mantidas em incubadoras contendo 5% de COz em ar, a 38°C e umidade
saturada.

Uma suspensdo de 2 x 10° células foi semeada em pocos de placas de
poliestireno até a atingirem confluéncia de 90%. Em seguida as células foram
mantidas em meio sem soro por 24 horas, lavadas no mesmo meio duas vezes e
incubadas por 6 horas em 1mL de meio condicionado, obtido a partir de culturas
de células BNCs, mantidas em cultivo por 15 dias, conforme protocolo descrito por
Landim Jr. (2002).

Para anular o efeito de uma provavel interacéo entre os diferentes meios de
cultura utilizados (DMEM 10%SFB — BNCs e HAM F-12 suplementado — BEND)
procedeu-se uma centrifugagao tanto do meio condicionado quanto do meio néo
condicionado em um aparato de Centricom 20" a 3000 x g durante 45 minutos a
4°C e, novamente, a 1500 x g durante 2 minutos a 4°C para recuperagéo do
material retido na membrana, o qual foi ressuspendido em mesmo volume inicial

com meio HAM F-12 completo, sem soro (MCSS).
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Em cada pocgo da placa de cultivo de células BEND os tratamentos foram
dispostos aleatoriamente, na presencga ou auséncia de estimulador de sintese de

PGF2a, PDBu, para cada uma das diluicdes do meio condicionado.

1000000
e | DI GG
e |CICIC GG
1000000

Figura 3. Disposicdo dos tratamentos na placa de cultivo de células
BEND (Linha A: meio de cultura sem soro, com e sem
estimulador PDBu — X; Linha B: meio condicionado com e sem
estimulador, diluido 1:25; Linha C: meio condicionado com e
sem estimulador, diluido 1:50; Linha D: meio condicionado com
e sem estimulador, diluido 1:100).

Apobs o periodo de incubagao, as amostras foram retiradas e armazenadas
em congelador a —20°C para posterior mensuragao das concentragdes de PGF2a
(Apéndice 2), de acordo com o procedimento descrito por Danet-Desnoyers;
Wetzels & Thatcher (1994).

4.2.1 Analise estatistica

Foi considerada variavel dependente a producdo de PGF2a (pg/mL),
realizando-se a analise da interacdo tipo de meio (condicionado / nao
condicionado), presenca ou auséncia de PDBu e dilui¢gdes (1:25, 1:50 e 1:100)
entre as meédias de cada tratamento, dentre os diferentes grupos. Para atender as
premissas normalidade dos residuos (Teste de Shapiro-Wilk, p<0,01) e
homogeneidade das variéncias (Teste F, p<0,01), os dados foram transformados
por raiz quadrada e reanalisados por ANOVA (SAS System v.8.2).
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacao da reta padrao e calculo das eficiéncias das reagoes.
Anterior a quantificagdo relativa da expressdo génica, necessita-se a
determinacdo da eficiéncia da reacédo para cada gene, a qual foi determinada a
partir de reagdes compostas por trés diferentes diluicbes (1x, 0,1x e 0,01x),
dispostas em duplicata (Figuras 4 e 6). Finalizada as reagdes, elaborou-se uma
regressdo linear composta pelos Css obtidos (Tabela 1) e o logaritmo das
diluicdes. O valor absoluto da inclinacdo da reta é aplicado na Equacéo 2 para

calculo das eficiéncias (Figuras 5 e 7).

5.1.1 Reta padrao e eficiéncia do VEGF (reagao singleplex).
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Figura 4. Curva de amplificagdo em PCR tempo real correspondente ao gene codificador de
VEGF em trés diferentes dilui¢cdes.
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Figura 5. Curva de regressao correspondente a amplificagdo do
VEGF em trés diferentes diluigbes (1; 0,1 e 0,01),
apresentando uma inclinagao absoluta de 3,23.
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5.1.2 Retas padrao e eficiéncias do GAPDH e LP (reagcao multiplex).
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Figura 6. Curva de amplificagdo em PCR tempo real correspondente ao gene codificador de
GAPDH (curva azul) e LP (curva verde) em trés diferentes diluigcdes.
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y = -3.5875x + 24.173 y = -3.4525x + 22.529
R?=0.9988 (GAPDH) R?=0.9999 (LP)

Ct
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Figura 7. Curva de regressdo correspondente a amplificagdo do
GAPDH (azul) e LP (verde) em trés diferentes diluigbes (1;
0,1 e 0,01), apresentando as inclinagbes absolutas de 3,58
e 3,45, respectivamente para GAPDH e LP.

EGAPDH = 10(_S)_ - EGAPDH = 10(3’58)_ - EGAPDH = 1990

E,=10"" _ E,,=10%%"_ E, =194

5.1.3 Validacao dos experimentos para calculo da expressao relativa.
Mediante a diferenga (AC;) dos C;s obtidos na regresséo entre o gene alvo
(LP e/ou VEGF) e o controle enddégeno (GAPDH), estabeleceu-se uma regresséo
logaritmica, na qual o valor absoluto do “slope” (inclinagdo da reta) deve ser <0,1;
que indica a nao diferenca entre as eficiéncias das reacbes e possibilita a

utilizacdo do método AAC; para o calculo da quantificacao relativa.

Tabela 1. Apresentagao dos valores de Cts para cada um dos genes em suas
diferentes diluicdes, bem como a diferenga entre gene-alvo e controle
endogeno (ACy)

Diluicado C(LP C;VEGF C;GAPDH AC;LP AC;VEGF
1x 22,52 22,86 24,31 -1,79 -1,45
0,1x 26,02 24,32 27,71 -1,69 -1,60
0,01x 29,52 26,11 31,52 -2,00 -7,20
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Regressao logaritmica (Ct LP - Ct GAPDH)
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Figura 8 A e B. Representacdo esquematica das regressdes logaritmicas das

diferengas entre CtLP - CtGAPDH (AC{ LP) e CtVEGF - CtGAPDH

(AC; VEGF) em fungdo da diluicdo da amostra, indicando os

valores absolutos de inclinagéo da reta <0,1 (0,04 para LP e
0,02 para VEGF).

5.1.4 Apresentacgao dos valores de Cts referentes as amostras analisadas.

Apos o calculo das eficiéncias das reacdes de amplificacdo, bem como sua
validagdo, as amostras dos individuos de cada grupo (MN, FIV e TN) foram
submetidas a reagdo de PCR em tempo real para cada um dos genes (GAPDH,
LP e VEGF). Finalizadas as reacdes, determinou-se os calculos dos Cs;s médios,
apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente para os grupos MN (n=8),
FIV (n=5) e TN (n=6). Em seguida, os calculos da express&o génica relativa foram
executados a partir dos C;s médios, considerando-se os diferentes valores de
eficiéncia (E), utilizando-se o método REST"(Relative Expression Software Toll),
desenvolvido por Pfaffl et al. (2002).
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Tabela 2. Valores médios de Cts correspondentes das
amostras oriundas de placentas de MN (grupo

controle).
Amostra Ct GAPDH Ct VEGF CtLP
1 24.71 25.82 22.29
2 22.61 21.25 19.76
3 25.08 25.25 21.64
4 23.15 21.83 19.95
5 25.26 23.60 22.54
6 24.26 22.37 17.59
7 28.45 23.66 18.09
8 28.10 23.24 16.37

Tabela 3. Valores médios de Cts correspondentes das
amostras oriundas de placentas de FIV.

Amostra Ct GAPDH Ct VEGF CtLP

1 21.36 20.28 20.08
2 19.08 22.44 18.89
3 23.06 22.11 20.15
4 24.78 23.24 23.21
5 22.16 21.98 19.71

Tabela 4. Valores médios de Cts correspondentes das
amostras oriundas de placentas de TN.

Amostra Ct GAPDH Ct VEGF CtLP

1 21.03 20.72 16.78
2 21.51 22.43 16.86
3 23.90 23.76 18.72
4 19.16 20.90 14.63
5 23.95 25.41 17.76
6 23.90 23.72 18.06

5.1.5 Expressao relativa de LP e VEGF nas placentas de animais FIV e TN.
Segundo o método descrito por Pfaffl (2002) , que considera as diferentes
eficiéncias entre as reagdes, bem como a normalizagdo com um gene de
expressao constitutiva (GAPDH), a expressao génica do VEGF é sub expressa na
razdo de -1,415 (x1,03) e —0.720 (£1,28), respectivamente nas placentas de

clones e FIV, em relagdo a placenta de animais MN. Com relagdo ao gene
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codificador de LP, observou-se uma expressao superior nas placentas de animais
clonados (0,111; £0,5) e inferior nos placentas de animais FIV (-3,182; +0,20)
(Figuras 9 e 10). Embora tais diferencas tenham sido observadas, ndo se verificou
significancia estatistica, considerando-se a analise por meio de teste néo
paramétrico de modo pareado fixo de relocacdo randémica (Pair Wise Fixed

Reallocation Randomisation Test”), considerando-se p< 0,05.

Expressao relativa de VEGF

BTN
BFIvV

lativa de VEGF (escala 2-
o

expressao re

Figura 9. Expressédo de VEGF nas placentas de animais NT
(-1,415; £1,03) e FIV (-0.720; +1,28), em relagédo as
placentas de animais MN (p>0,05).

Expressao relativa de LP

BTN
BFIvV

Expressao relativa de LP (escala 2-
log)
()]

Figura 10. Expresséo de LP nas placentas de animais FIV (-
3,182; £ 0,20) e TN (0,111; £ 0,50), em relagdo as
placentas de animais MN (p>0,05).
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5.2 Dosagem de PGF2a em meio de cultura condicionado.

Apoés incubagcdo dos meios (nos diferentes tratamentos e diluicbes) na
cultura de células BEND verificou-se a existéncia de diferenga estatistica (p<0,05)
entre o0 meio condicionado e ndo condicionado, considerando-se a produgao de
PGF2a, mediante a analise da interagdo entre as diferentes condi¢cbes (presenga/
auséncia de PDBu, meio condicionado/ndo condicionado, dilui¢des). A Tabela 5 e
a Figura 11 ilustram que o meio de cultura condicionado , na presenga de PDBu,
determinou o aumento da producdo de PGF2a, quando comparado ao meio
controle (Meio HAM F12 Completo Sem Soro — MCSS, ANOVA, teste de Dunkan,
p>0,05) e o meio ndo condicionado. No entanto, o meio de cultura condicionado
sem PDBU apresentou uma producédo de PGF2a semelhante a produgao basal,
determinada pelo meio controle (MCSS), mesmo nas diferentes diluigbes,
ratificando a influéncia do PDBu como potencializador dos produtos secretados

pelas BNCs na producéo de PGF2a.
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Tabela 5. Produgédo média de PGF2a (pg/mL) pelas células BEND mediante a presenca de
meio de cultura exposto as BNCs (condicionado) durante 15 dias de cultivo, em
diferentes diluicbes, ou somente meio de cultura (DMEM 10%SFB, néao

condicionado), na presenga de estimulador (PDBu) ou auséncia (O).

MCSS Dil. 1:25 Dil. 1:50 Dil. 1:100
Meio de
Cultura
a PDBu a PDBu a PDBu a PDBu
Condicionado 19,01  43584*° 1508%% 1323,94"° 16,83° 1128,67° 23,10"° 880,88"°
Nao Aa B, ab Ba B, a A a B,b
25,60 161,11 5,21 157,64 - - 11,72 209,92

condicionado

Letras maiusculas diferentes entre colunas e letras minusculas diferentes entre linhas condicionam diferenca estatistica
(p<0,05)
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1400
1300
1200
1100 A
1000
900 A —
800 -
700
600 -
500
400 A
300 A
200 A
100 A

0 - = —1 s S

PGF2alfa (pg/mL )

MCSS MCSS + 01:25 1:25 + 01:50 1:50 + 1:100 1:100 +
PDBu PDBu PDBu PDBu

tratamentos

‘I:I meio condicionado B meio puro ‘

Figura 11. Representacédo esquematica da produgédo de PGF2a de acordo com os
diferentes meios de cultura (condicionado ou puro), sob a presenga ou auséncia
de PDBu, em trés diferentes diluigbes (1:25, 1:50 e 1:100).
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6.DICUSSAO

6.1 Expressao génica relativa de VEGF em placentas.

Baseado no PCR em tempo real, os resultados apresentados na Figura 9,
mesmo sem haver diferenga estatistica, demonstraram uma menor expressao de
VEGF em placentas de animais FIV (- 0.720; £1,28) e, ainda menor em placentas
de animais TN (-1,415; £1,03), relativo as placentas de animais MN. Esta
similaridade na expressao de VEGF confirma os resultados apresentados por
Miles (2004); Farin et al. (2004b) e Hoffert et al. (2004).

A afirmacao de Hill et al. (2002) suporta a necessidade de maiores estudos
quanto a influéncia da vascularizagdo placentaria na manutengdo da gestagéo,
principalmente pela elevada ocorréncia de perdas em animais clonados,
associado a um desenvolvimento vascular deficiente, bem como a ocorréncia de
regides cotiledonarias rudimentares (STICE et al., 1996; HILL et al., 2000; De
SOUSA et al, 2001). A formagcdo dos vasos sanguineos € iniciada pela
vasculogénese e, posteriormente, controlada pela angiogénese, e a regulagdo
molecular destes eventos é dirigida por fatores como o VEGF (ZYGMUNT et al.,
2003; CHARNOCK-JONES et al., 2004).

O padrédo de expressao do VEGF pode apresentar modificagdes, muitas
vezes, influenciado pelas técnicas de producéao in vitro de embrides, comprovado
no estudo desenvolvido por Miles (2004) ao verificar discrepancias na expressao
de RNAm de VEGF em gestacdes de 40 dias, de acordo com o meio de cultura
utilizado (SOF ou G1.2/G2.2).

A maioria dos trabalhos sobre expressdao de VEGF em placentas foi
realizada nos estagios iniciais de gestacdo e/ou terco médio, fase em que a
vasculogénese € maior, evidente pela formagdo de uma rede vascular
anastomosada (CHEUNG et al, 1995), proporcional as necessidades do
desenvolvimento fetal (REYNOLDS & REDMER, 2001), evidenciando uma

diminuicdo da expressdo de VEGF em embrides produzidos in vitro, quando
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comparados aos produzidos in vivo (MILES, 2004). Neste sentido, as falhas
gestacionais determinadas por uma deficiéncia vascular, verificada principalmente
em animais clonados, provavelmente estejam atribuidas a outros fatores
angiogénicos, como o FGF e angiopoetinas, e ndo exclusivamente a expressao do
VEGF e/ou seus receptores KDR e Flt-1.

Com relagéo a ocorréncia da sindrome do bezerro gigante e hidropsias, os
dados deste trabalho ndo puderam inferir quanto a participacdo do VEGF, uma
vez que estas manifestacbes estdo associadas as anormalidades placentarias,
principalmente quanto ao padrdo de troca intramembranoso (area de contato
materno-fetal), evidenciado pelo numero e tamanho dos placenténios em animais
FIV e, mais pronunciadamente em clones (CHAVETE-PALMER et al., 2002).
Desta forma, as causas nao estao relacionadas simplesmente a vascularizagao
placentaria, mas também ao padrédo de expressao de genes “imprinting” ligados ao
desenvolvimento placentario e fetal (YOUNG et al., 2001; BERTOLINI &
ANDERSON, 2002) e assincronia no desenvolvimento de orgaos (FARIN &
FARIN, 1995; HILL et al., 1999), comprovado principalmente nos animais clonados
devido a alteragbes na reprogramacao celular, promovidas pelo procedimento de
transferéncia nuclear e ndo pelo meio de cultura utilizado (CHAVETE-PALMER et
al., 2002).

Portanto, as anormalidades vasculares sao atribuidas a um balanco
diferenciado na expressao de fatores de crescimento, angiogénicos e mitogénicos
entre mae e feto, uma vez que o organismo materno apresenta mecanismos

compensatorios para adequar e sustentar a gestagao.

6.2 Expressao génica relativa de LP em placentas

Varias sdo as fun¢des desempenhadas pelo LP durante a gestagdo como a
influéncia na esteroidogénese, transporte de fluidos transplacentarios, proliferagéo
endometrial, secre¢ao uterina, desenvolvimento da glandula mamaria, regulagéao
do metabolismo intermediario materno e fetal (GALOSY et al., 1991; SPENCER et
al., 1999; SOARES et al., 2004), e a sua expressao modifica-se conforme o
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periodo gestacional, dependente de uma intermodulagao entre mae e feto (PATEL
et al., 1996).

Conforme apresentado na Figura 10, a expressao génica relativa de LP,
mesmo sem apresentar diferenga estatistica, revela uma tendéncia de maior
expressao no grupo de animais clonados (0,111+£0,50) e uma menor expressao no
grupo de animais FIV (-3,182 + 0,20), quando comparado ao grupo controle (MN),
similar aos resultados apresentados por Patel et al. (2004), que relataram uma
expressdo de LP estatisticamente superior (p<0,05) na placenta de animais TN,
em relagdo aos animais MN, aos 100 dias de gestacéo, principalmente em regides
cotiledonares, o0 que representa, na literatura, os dois Uunicos trabalhos
mencionando a expressao génica de LP em placentas.

Neste trabalho foi excluido um individuo pertencente ao grupo TN devido a
discrepancia dos resultados, o que comprometeria a analise da expressao do
grupo. O valor do C; médio do grupo foi de 17 e, deste individuo, 28, ou seja, uma
diferenca de aproximadamente 10 ciclos, o que indica uma menor quantidade de
RNAm. Curiosamente, a média de peso ao nascimento do grupo foi de 41kg,
enquanto deste individuo 57kg. Os valores de C; para os outros genes analisados
também tiveram a mesma proporgédo, comparada aos demais individuos do grupo.
Provavelmente, a extracdo de RNA ou o estado da amostra no momento da
colheita apresentaram algum comprometimento para que os valores assumissem
tal valor. Em outra situacéo, este individuo apresenta um padrdo de expressao
génica particular, uma vez que os animais clonados podem apresentar-se
semelhantes a animais ndo clonados ou de forma discrepante (Meirelles, 2005,
comunicacéo pessoal)

A concentragdo plasmatica de LP no sangue materno mostra-se
diferenciada ao longo da gestagdo, sendo baixa no primeiro semestre (0,2 *
0,1ng/mL), aumentando rapidamente (1,2 £ 0,2ng/mL) e atingindo seu pico entre
os dias 200-220 da gestacdo independentemente da fémea possuir um ou dois
bezerros (BYATT et al, 1987; PATEL et al., 1996). Na circulacdo fetal, a
concentragdo maxima € atingida na metade da gestagao (5-25ng/mL), seguida por
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um platd e/ou declinio gradual até o parto (BOLANDER et al., 1976; BYATT et al.,
1990), o que foi verificado também em ovinos (KAPPES et al., 1992), sugerindo
que a secregao de LP na circulagéo fetal e materna seja regulada separadamente,
podendo ser resultante de BNCs que ndo migraram até a interface materno-fetal
do placenténio.

Assim como os dados apresentados por Patel et al. (2004), os dados do
presente trabalho sugerem que uma alteragc&o na proliferagéo e diferenciacdo das
células trofoblasticas, especificamente as BNCs em placentas de animais TN
(MIGLINO, 2004), podem resultar em modificagdes na regulagéo transcripcional
dos genes codificadores de LP. Recentemente, Ravelich et al. (2004b) reportaram
um aumento no numero de células BNCs em placenténios de animais TN, bem
como no aumento da expressao de LP. Uma vez que o LP é detectado a partir da
adesao do embrido, disturbios durante este estagio e migragdo das células BNCs
podem resultar em uma menor eficiéncia de secreg¢ao dos seus produtos no tecido
materno, explicando as diferengas na concentracéo de LP em fluidos de fetos TN,
FIV e/ou MN, bem como a sua expressédo génica, uma vez que o LP é resultado
de mecanismos de duplicagdo e rearranjos génicos alternativos, entre os genes da
familia da prolactina (KESSLER & SCHULER, 1991; CROSS et al., 2002).

Devido a ocorréncia de resultados diferentes na expressdo de LP nos
grupos FIV e TN (Figura 10), pode-se inferir que o padrao de expressao deste
gene nao sofre interferéncia pela utilizagdo de SFB, uma vez que os dois sistemas
de producédo in vitro de embrides utilizaram a suplementacdo com SFB.
Provavelmente, os resultados observados nestes grupos estejam relacionados a
técnica de transferéncia nuclear, somado a alteragdo na reprogramacéao celular e
modificagdes epigenéticas.

Desta forma, processos artificiais para produgado de embrides (FIV e/ou TN)
tém-se mostrado estar relacionados a uma significativa supra ou infra-regulagéo,
inducdo de novo, ou silenciamento de genes criticos para o desenvolvimento

normal de fetos, determinados por modificagdes epigenéticas, como metilagdo do
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DNA e modificagdo nas histonas, traduzindo-se em anormalidades placentarias
e/ou somaticas (WRENZYCKI et al., 2005).

6.3 Efeito dos produtos secretados pelas BNCs na producao de PGF2a pelas
células BEND

Ainda sédo desconhecidos os fatores responsaveis pela manutencdo do CL
apo6s a atuacdo do IFNtT no inicio da gestagdo. Findado o processo de
reconhecimento materno da gestagdo, a manutengcdo do CL & promovida por
fatores luteotropicos e/ou antiluteoliticos, ainda desconhecidos, bem como suas
modulag¢des. Em raz&o da coincidéncia entre o periodo de surgimento das BNCs e
a atuacdo do IFNTt, pode-se hipotetizar sobre uma provavel participagcao dos
produtos produzidos e secretados pelas BNCs na manutengdo do CL de maneira
luteotrépica e/ou antiluteolitica. No entanto, os dados deste trabalho (Tabela 5 e
Figura 11) revelaram que o meio de cultura condicionado pelas BNCs determinou
o aumento da producao de PGF2a na presenga do PDBu.

A avaliacdo dos produtos secretados pelas BNCs, realizados neste
trabalho, apresenta-se inédito diante da literatura consultada. O efeito de uma
provavel interagdo entre os dois meios de cultura utilizados (DMEM 10%SFB —
BNCs e HAM F-12 suplementado — BEND) foi anulado (conforme a metodologia
descrita no item material e métodos) e o que se percebeu foi o efeito exclusivo do
meio de cultura condicionado, comprovando a participagdo dos produtos
secretados pelas BNCs, uma vez que o meio ndo condicionado apresentou uma
producédo de PGF2a semelhante ao meio controle (MCSS — producgao basal).

Conforme apresentado por Bertan (2004), Da Cunha (2004), Binelli et al.
(2000), o efeito potencializador do PDBu na sintese de PGF2a € rapido,
condizente com uma agao ndo genémica e, sugere, a partir dos resultados deste
trabalho, uma provavel atuacdo de moléculas n&o esteroidais, descartando a acao

de hormonios esterdides.
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Considerando-se os resultados observados, pode-se inferir que os produtos
secretados pelas BNCs sejam potencializados pela agdo do PDBu,
provavelmente, na etapa de ativagdo da enzima PKC, uma vez que o PDBu
mimetiza a agdo do DAG (diacil glicerol), porém associado a um maior periodo de
tempo (NISHIZUKA et al., 1984), o que leva a um aumento de RNAm e expressao
de COX-2 nas células BEND (XIAO et al., 1999; BINELLI et al., 2000), modulando
a producéo de PGF2a.

Assim como reportado por Da Cunha (2004), o aumento da produgéo de
PGF2a pode estar associado a técnica de isolamento das BNCs na medida em
que haja uma maior disponibilizacdo de acido araquidénico, molécula precursora
de PGF2a.

O acido araquiddnico é convertido em PGH2 pela enzima COX 1 e 2, o qual
é convertido em diferentes tipos de prostaglandinas, como a PGE2 (luteotropica,
luteostatica ou luteoprotetora) e PGF2a (luteolitica), de acordo com PG sintases
especificas (BANU et al., 2005). Uma vez que o PDBu propicia o aumento de
RNAmM e expressao de COX-2 nas células BEND (BINELLI et al., 2000; XIAO et
al., 1999), e as BNCs sao responsaveis pela produgéo de esterdides e modulagao
de sintese de prostaglandinas (KLISCH et al., 2000), pode-se inferir que neste
trabalho, os produtos secretados pelas BNCs, de acordo com o estimulo
apropriado, podem modular a sintese de PGEZ2, haja visto sua capacidade de
aumento de producao de PGF2q, estimulado pelo PDBu.

Tanto a manutencdo da gestacédo, como a do CL dependem da interac&o
entre moléculas secretadas pela unidade materna e fetal (BECKERS et al., 1998).
Neste sentido, experimentos realizados in vitro, mesmo propiciando o estudo
isolado de um processo fisiolégico e minimizando varia¢des individuais, limitam o
grau de interagcdo e modulagao existentes entre os organismos, quanto a presencga
de fatores que condicionem uma resposta luteolitica e/ou luteotrdpica.

E sabido que o principal produto sintetizado pela BNC é o lactogénio
placentario (NAKANO et al., 2002) e que este possui atividade luteotropica in vitro,

confirmado por Gregoraszczuk et al. (2000), em células luteinicas de ovelhas,
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conforme o aumento da capacidade de sintese de progesterona, principalmente
quando suplementadas com PGE2, e, in vivo, por Lucy et al. (1994) ao
verificarem, em novilhas, a ocorréncia de CLs maiores apos infusdo intra-uterina

com lactogénio placentario recombinante.
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7. CONCLUSOES

Com base nos experimentos realizados e resultados obtidos, suportados

pela analise estatistica e a literatura consultada, pode-se concluir que:

1)

2)

3)

4)

9)

A expressao génica relativa de VEGF em placentas de animais clonados nao
difere de animais do grupo controle (monta natural), embora haja uma

tendéncia numeérica negativa (down regulation);

A expressao génica relativa de VEGF em placentas de animais FIV nao difere
de animais do grupo controle (monta natural), embora haja uma tendéncia

numérica negativa (down regulation);

A expressdo génica relativa de LP em placentas de animais clonados n&o
difere de animais do grupo controle (monta natural), embora haja uma

tendéncia numérica positiva (up regulation);

A expressdo génica relativa de LP em placentas de animais FIV ndo difere de
animais do grupo controle (monta natural), embora haja uma tendéncia

numerica negativa (down regulation),

O meio de cultura condicionado pelas BNCs, por intermédio de seus produtos
de secregao, potencializados pelo PDBu, determina aumento de sintese de
PGF2a pelas células BEND.
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9. APENDICES

Apéndice 1. Extragao de RNA total de tecidos

01.

02.

03.

04.

05.

06.

07.
08.

09.

Homogeneizar as amostras de tecido em um cadinho, com auxilio de um
pistilo. Caso necessario, utilizar nitrogénio liquido até a amostra congelar-
se e, em seguida, com a utilizagao do pistilo, triturar a amostra, obtendo um

material mais homogéneo;

Acondicionar 100mg do tecido homogeneizado em um tubo contendo 1mL
de reagente Trizol™ (Invitrogen, USA) e agitar vigorosamente com auxilio
de vortex;

Incubar os tubos em temperatura ambiente durante 5 minutos e, em
seguida, adicionar 0,2mL de cloroférmio e agitar vigorosamente com auxilio
de vortex;

Incubar os tubos em temperatura ambiente durante 3 minutos e, em
seguida, centrifugar a 2000 x g por 15 minutos a 2-8°C;

Apoés a centrifugagdo forma-se um gradiente contendo uma fase inferior
(vermelha), uma fase intermediaria (branca) e uma fase superior (aquosa e
incolor), contendo as moléculas de RNA;

Transferir cuidadosamente a fase incolor para um novo tubo e precipitar o
RNA com 0,5ml de alcool isopropilico, incubando-o por 10 minutos em
temperatura ambiente;

Centrifugar os tubos a 12000 x g por 10 minutos a 2-8°C;

Remover o sobrenadante e lavar o RNA precipitado (semelhante a um gel
esbranquigado) com 1mL de solugcdo de etanol 75%, homogeneizando
suavemente;

Centrifugar a 7500 x g por 5 minutos a 2-8°C, retirar o sobrenadante e
deixar secar (ndo completamente) o RNA precipitado no interior de fluxo

laminar;
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10. Adicionar 50uL de agua DEPC, homogeneizar e incubar por 10 minutos a

55-60°C, e, em seguida, armazenar as amostras a —80°C.
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Apéndice 2. Técnica de Radioimunoensaio para dosagem de PGF2a em meio
de cultura.

A técnica de mensuracdo de PGF2a usando o radioisétopo Tricio (*H) foi
realizado em duas etapas. Na primeira, foi feito o ensaio propriamente dito onde a
curva padrdo e as amostras foram pipetadas e colocadas em tubos,
posteriormente acrescidos de solugao tampao Tris-HCI 0.05M (Fisher BB153-1)
com pH 7,5, anticorpos e antigeno marcado com 3H, incubados por 12 a 16 horas,
a 4°C. A segunda etapa constitui da separagao do antigeno ligado do nao-ligado
aos anticorpos, utilizando-se uma solugéo de carvao (Sigma C334) e Dextran
(Sigma D4751), seguido pela adicdo de liquido de cintilagdo. As contagens foram
realizadas em um contador de particulas beta.

Para validacao da técnica, preparou-se uma curva padrao contendo tampao
Tris-HCI 0.05M pH 7,5 adicionado de quantidades conhecidas de PGF2a nao
radioativa (15.1; 31.2; 62.5; 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000; 8000 pg/mL).

Os ensaios foram realizados em tubos de vidro 12 x 75mm (Fisher 14-961-
26), identificados de acordo com as amostras a serem analisadas, sendo que, por
ensaio, o numero maximo de tubos € de 198.

Pipetou-se 280uL de Tris-HCI nos tubos referentes ao NSB (1 a 3), TC (4 a
6) e Bo (7 a 9). Em seguida, nos tubos referentes a curva padrao (10 a 29),
pipetou-se 100uL das diferentes diluigbes de PGF2a, em duplicata. As solugdes
de referéncia de PGF2a foram pipetadas em duplicata: 250pg/mL (30 e 31),
1000pg/mL (32 e 33), 3500pg/mL (34 e 35) e em seguida pipetou-se as amostras
a serem mensuradas (36 a 192). Finalmente, pipetou-se as solugdes referéncia de
PGF2a 250pg/mL, 1000pg/mL e 3500pg/mL, em duplicata, nos seis ultimos tubos
do ensaio.

Adicionou-se 20pL de meio Ham F10 (Sigma N6635) aos tubos NSB (1 a
3), Bo (7 a 9), nos referentes a curva padréo (10 a 29) e referéncias (30 a 35 e 6
ultimos tubos), e 80uL de Tris-HCI nos tubos referentes a curva, referéncias e as

amostras.
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Em seguida preparou-se uma solugdo de anticorpo para PGF2a cuja
diluicdo atingisse uma porcentagem de ligagdo de aproximadamente 30% com a
PGF2a, baseando-se na seguinte formula: Volume Inicial (quantidade de solugéo
de Ac 1/100 a ser colocada na solugédo) x Concentracédo Inicial (1/100) = Volume
Final (quantidade de solugédo contendo Ac que devera ser preparada para todo o
ensaio) x Concentracéo Final (1/4000).

Uma solugdo de PGF2a marcada com >H foi preparada numa concentragao
tal que os tubos TC apresentassem wuma contagem radioativa de
aproximadamente 15000 DPM (desintegra¢des por minuto).

Pipetou-se 100uL de solugao de anticorpo previamente preparada em todos
os tubos, exceto nos NSB e TC (tubos 1 a 6). Logo apds, adicionou-se 100uL de
solugdo de PGF2a marcada em todos os tubos, agitando-se por 1 minuto,
incubando-os em temperatura ambiente por 30 minutos e a 4°C por 12 a 16 horas.

Apods o periodo de incubagdo (2° dia), separou-se e acondicionou-se 0s
tubos TC a 4°C e adicionou-se 500uL de uma solugédo de Carvao-Dextran (0.25g
de carvao ativado, 0,025g de dextran e 100mL de solugao tampao Tris-HCI) nos
tubos remanescentes. Centrifugou-se os tubos a 2900 x g durante 15 minutos a
4°C e, em seguida, adicionou-se 500pL de solugado tampao nos tubos TC.

Finalizada a centrifugagdo, o conteudo dos tubos de vidro foi vertido em
tubos plasticos proprios para contagem (Sarstedt 58536), previamente
identificados. Adicionou-se 4mL de liquido de cintilagdo (OPTIPHASE “HI SAFE”
3, Wallac”), que foram fechados com tampas apropriadas (Sarstedt 65802),
agitados para homogeneizar os reagentes e acomodados em estantes para serem
levados ao contador de Radiacdo beta (Wallac”, modelo 1409-11) para leitura.

Apos a leitura da radiagao de cada tubo pelo contador, os resultados foram
transferidos para uma planilha do programa “Quatro Pro”, que monta uma curva
padrao, utilizada pra transformar os dados em DPM para pg/mL de PGF2a. A
partir dos dados da curva padréo elaborou-se uma equacédo de regressdo que
relacionou as quantidades de ligante com as contagens radioativas obtidas. A
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concentragdo de ligante nas amostras foi obtida substituindo-se o valor da

contagem na equacgao de regressao.
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Apéndice 3.
Descrigao dos primers e sondas utilizados para estudo da expressao génica

relativa pelo sistema TagMan" de detecc3o.

GAPDH

Primer F (5’ — 3') AAG GCC ATC ACC ATC TTC CA

Primer R (6" — 3’) CCA CTA CAT ACT CAG CAC CAG CAT

Sonda(5’ — 3’) AGC GAG ATC CTG CCA ACA TCA AGT GGT (FAM)

LP

Primer F (5’ — 3’) GTG GAA ATG ATA CAA AAA AGG GTT CAT
Primer R (5’ — 3’) CAT CCT CAT CGT CTG CTG TCA

Sonda (5’ — 3’) AGA ACG AGC CCT ATC CAG TGT GGT CAG A (VIC)

VEGF

Primer F (5' — 3') GCA GAT TAT GCG GAT CAAACC T

Primer R (5" — 3") TTC TTT GGT CTG CAT TCACAT TTG T

Sonda (5' — 3') ACC AAA GCC AGC ACA TAG GAG AGA TGA GCT (VIC)



