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EXPRESSAO DE mRNA E IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DAS VIAS DA
ARGININA NO ENDOMETRIO, CONCEPTOS E PLACENTOMAS EM OVELHAS

RESUMO - A arginina é um aminoacido nutricionalmente essencial,
importante na gestacdo de mamiferos, pois aumenta a sobrevivéncia, crescimento e
desenvolvimento de embriGes, fetos e neonatos. A arginina pode ser utilizada na
sintese de poliaminas por uma via metabdlica classica, porém estudos recentes
revelaram uma importante via alternativa. Todavia, ambas foram pouco investigadas.
Nesse contexto, estudos sdo necessarios a fim de identificar a ocorréncia das vias
metabolicas da arginina nos tecidos reprodutivos durante a gestacdo de ovelhas.
Assim o presente estudo teve como objetivos: a) avaliar a expressado de genes das
vias metabdlicas da arginina em conceptos durante o periodo de peri-implantacédo
em ovelhas; b) identificar a localizagcdo das proteinas das vias metabdlicas da
arginina em conceptos e no endométrio durante o periodo de peri-implantacdo em
ovelhas; e c) identificar a localizacdo das proteinas das vias metabdlicas da arginina
em placentomas em ovelhas. Para tanto, ovelhas da raga Rambouillet (n=72) foram
sincronizadas e apo0s deteccdo do estro por machos vasectomizados, foram
cobertas por machos da raga Suffolk com fertilidade comprovada. No experimento 1,
as ovelhas (n=20) foram histerectomizadas aos 13, 14, 15 ou 16 dias de gestacao, e
os fragmentos de conceptos coletados foram congelados em nitrogénio liquido a fim
de se estudar a expressao génica. No experimento 2, ovelhas (n=28) também foram
histerectomizadas aos 13, 14, 15 ou 16 dias de gestacéao e, sec¢Oes de conceptos e
de endométrio, foram fixados a fim de avaliar a localizacdo de proteinas por
imunohistoquimica. No experimento 3, ovelhas (n=24) foram histerectomizadas aos
40, 60, 80, 100, 120 ou 140 dias de gestacdo e placentomas foram coletados e
fixados para posterior andlise imunohistoquimica. Os dados de expressdo génica
foram analisados utilizando o procedimento GLM do SAS e as diferencas na
intensidade da imunomarcacao foram avaliadas com o software R, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA). O nivel de significancia considerado foi <0,05. A
expressao dos genes ADC e AGMAT (via alternativa), ndo foi alterada ao longos dos
dias de gestacdo, e 0 mesmo ocorreu para o gene ARG1 (via classica). O gene
ODC1 (via classica) apresentou maior expressao aos 13 dias de gestacao (P=0,06).
A analise imunohistoquimica identificou as proteinas ARG1, ODC1, ADC e AGMAT
nos diferentes tecidos e dias de gestacédo, evidenciando a importancia da ambas
vias durante a gestacdo. A presenca das proteinas no epitélio luminal do endométrio
aumentou (p=0,038) apos os 13 dias de gestacdo e foi significativamente maior aos
16 dias, sugerindo que essas proteinas séo requeridas em maiores concentracdes
para o processo de alongamento do concepto e implantacdo. No epitélio glandular, a
presenca das proteinas néo foi alterada (p=0,64) ao longo dos dias estudados. Nao
foi observada diferenca (p=0,472) entre a identificacdo das proteinas no
trofectoderma dos conceptos ao longo dos dias. Nos placentomas, a presenca das
proteinas foi menor (p<0,01) aos 40 dias de gestacdo, quando comparadas com 0s
dias 60, 120 e 140. Os resultados do presente estudo evidenciam a importancia de
ambas vias metabdlicas da arginina, para producdo de poliaminas, durante o
periodo gestacional de ovelhas.

Palavras chave: poliaminas, peri-implantacao, ovinos, gPCR.



MRNA EXPRESSION AND PROTEINS IDENTIFICATION FROM ARGININE
PATHWAYS ON ENDOMETRIUM, CONCEPTUSES AND PLACENTOMES IN
EWES.

ABSTRACT - Arginine is a nutritionally essential amino acid, important for
pregnancy in mammalian, to increase the survival, growth and development of
embryos, fetuses and neonates. Arginine can be used in the synthesis of polyamines
by a classical metabolic pathway, though recent studies revealed an important
alternative pathway, however, both have been poorly investigated. In this context,
studies are necessary in order to identify an occurrence of arginine metabolic
pathways in the reproductive tissues during a pregnancy in ewes. The present study
had as objectives: a) evaluate the gene expression in the metabolic pathways of
arginine, in concepts during the pre-implantation period of pregnancy in ewes; b) to
identify the localization of proteins, from the metabolic pathways of arginine, in
concepts and uterine endometrium during the pre-implantation period of pregnancy in
ewes; and c) to identify the localization of proteins, from the metabolic pathway of
arginine, in placentomes during the pre-implantation period of pregnancy in ewes.
Rambouillet ewes (n=72) were synchronized and after estrus detection by
vasectomized males, ewes were mated by Suffolk males with proven fertility. In
experiment 1, ewes (n=20) were hysterectomized at days 13, 14, 15 or 16 of
pregnancy, and the sections of concepts collected were frozen in liquid nitrogen in
order to study gene expression. In the experiment 2, ewes (n=28) were also
hysterectomized at days 13, 14, 15 or 16 of pregnancy, sections of conceptuses and
uterine endometrium were fixed in order to identify the protein localization by
immunohistochemical analysis. In experiment 3, ewes (n=24) were hysterectomized
on days 40, 60, 80, 100, 120 or 140 days of pregnancy, placentomes were collected
and fixed for immunohistochemical analysis. Data analysis of gene expression was
analyzed using GLM procedure of SAS and differences in the intensity of the
immunostaining were evaluated using software R, analysis of variance (ANOVA) was
performed. Significance level was declared < 0.05. The expression of ADC and
AGMAT genes (alternative pathway) did not alter across days of pregnancy, and the
same happened with ARG1 gene (classic pathway). The ODC1l gene (classic
pathway) showed greater expression at 13 days of pregnancy (P=0.06). The
immunohistochemical analysis identified ARG1, ODC1, ADC and AGMAT proteins in
all tissues and days of pregnancy studied, evidencing the relevance of both pathways
during pregnancy. The identification of proteins on lumen epithelia from endometrium
improved (p=0.038) after Day 13 of pregnancy and it was significantly greater on Day
16, suggesting that these proteins are required in higher concentrations for
conceptuses elongation and implantation. On glandular epithelia, the proteins
identification did not change (p=0.64) across days of pregnancy. No difference was
observed (p=0.472) between the proteins identification on trofectoderm across days.
On placentomes, the proteins identification was lower (p<0.01) on Day 40 of
pregnancy compared with Days 60, 120 and 140. The results of the experiment
indicate that relevance of both metabolic pathways of arginine to polyamines
production during the pregnancy period in ewes.

Keywords: polyamines, perimplantation, ovine, gPCR.



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg - micrograma

ML - microLitro

UM — micrometro

D13 — 13 dias de gestacao

D14 - 14 dias de gestacéao

D15 - 15 dias de gestacéao

D16 — 16 dias de gestacao

ACTB - actin, beta

ADC - arginina descarboxilase
AGMAT — agmatinase

ARG1 — arginase 1

cAMP - adenosine 3’,5’-monofosfato ciclico
CAR - tecido caruncular

cDNA — DNA complementar

CIDR — dispositivo intravaginal

CL — corpo lateo

cm — centimetros

COT - tecido cotiledonario

Cq — cilos de quantificacao

CT - “threshold cycle”

DAB - 3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloreto,
EGs — epitélio glandular superficial
EL — epitélio luminal

GADPH — glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase



GL - grau de liberdade

GLM — general linear model — modelo linear geral
h - horas

H202 — peroxido de hidrogénio

IgG - imunoglobulina

M - molar

mg - miligrama

min - minutos

mL - mililitro

mm - milimetro

MRNA — RNA mensageiro

ng - nanograma

nM - nanomolar

NO — oxido nitrico

ODCL1 - ornitina descarboxilase

PBS - tampao fosfato-salino

PCR - reacao em cadeia da polimerase
pH — potencial hidrogeniénico

gPCR — PCR quantitativa em tempo real
RNA — &cido ribonucléico

rpm — rota¢des por minuto

SAS - Statistical Analisys System
siRNA — “small interfering RNA”, pequenos fragmentos de RNA

SLC7A1 — solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, Y+ system)
member 1

Tris-HCI — cloridrato de trizma



vii

g —forcag

As abreviacdes utilizadas no estudos estéo no idioma inglés.



viii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Nomes, simbolos e sequéncias “forward” e “reverse” dos “primers” que
foram utilizados na gPCR, para avaliacdo da expressdao de genes das vias da
arginina para producdo de poliaminas em conceptos ovinos no periodo de peri-

implantacao.

Tabela 2. Isotipo, diluicdo e fornecedores dos anticorpos utilizados nas analises
imunohistoquimicas de conceptos, endométrio uterino e placentomas de ovelhas,

coletados no periodo pos-implantacional.

Tabela 3. Ciclos de quantificacdo (Cq) dos genes ARGL1 (arginase), ODC1 (ornitina
descarboxilase), ADC (arginina descarboxilase) e AGMAT (agmatinase) em

conceptos ovinos durante o periodo de peri-implantacdo da gestacao.

Tabela 4. Quantificacdo, de acordo com o0s escores, da imunomarcacao de ARG1,
ODC1, ADC1 e AGMAT no epitélios luminal, glandular e luminal + glandular do
endométrio de ovelhas durante o periodo de peri-implantacao.

Tabela 5. Quantificacdo, de acordo com os escores, da imunomarcacao de ARG1,
ODC1, ADCl1 e AGMAT em conceptos ovinos durante o periodo de peri-
implantagao.

Tabela 6. Quantificacdo, de acordo com 0s escores, da imunocoloracdo de ARG1,

ODC1, ADC1 e AGMAT em placentomas ovinos durante o periodo a gestagao.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Conceptos ovinos passam por transicdo morfoldgica de tubulares (dia 13) a
alongados e filamentosos entres os dias 14 a 16 de prenhez, régua=0,5 cm (Fonte:
Adaptado de Wang et al., 2014a).

Figura 2. Eventos durante o inicio da gestacdo em ovinos. O esquema sumariza as
mudancas ocorridas no desenvolvimento de embrides/blastocistos apos a
fertilizacdo em relagéo a posicao no trato reprodutivo feminino. A fertilizagdo ocorre
no oviduto, e no estadgio de moérula, os embrides entram no Utero nos dias 4-5.
Blastocistos se formam no dia 6, eclodem a zona peldcida no dia 8, e se
transformam de esféricos para forma tubular no dia 11. Entre os dias 12 a 16 iniciam
o alongamento, com o inicio da implantacdo envolvendo a aposicao e ligacdo (dias
12-15) e firme adesao até o dia 16. No dia 17, o concepto filamentoso ocupa todo o
corno uterino ipsilateral e também se alonga pelo corno uterino contralateral (Fonte:
Adaptado de Spencer et al., 2007).

Figura 3. Via esquematica pela qual ADC e AGMAT participam da biossintese
compensatéria de novo de poliaminas para suportar 0 crescimento e
desenvolvimento de conceptos. A Biossintese de novo de poliaminas em conceptos
é principalmente por meio da via metabdlica classica ODC1-dependente (arginina-
ornitina-putrescina). No entanto, a via metabdlica alternativa ADC/AGMAT-
dependente também existe em conceptos ovinos. Na auséncia da proteina ODC1, a
expressdo do ADC e AGMAT aumentam para promover quantidades adequadas de
poliaminas para suportar o desenvolvimento do concepto. Porém, parece haver uma
consideravel variacdo no grau de ativacao da via alternativa ADC/AGMAT pelos
conceptos. Alteracdes na abundancia de agmatina no lamen uterino podem refletir
em papéis funcionais mdltiplos no Uutero gestante. Tr (trofectoderma), En
(endoderma), OCT (ornitina carbamoiltransferase), CP (fosfato de carbamoilo),
SLC7AL1 (solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, Y+ system) member
1), BH4 (tetra-hidrobiopterina), NOS3 (éxido nitrico sintase 3), Pi (fosfato), CP
(carbamoil fosfato), NO (6xido nitrico). (Fonte: Adaptado de Wang et al., 2014a).



Figura 4. Seccdes do endométrio uterino de ovelhas aos 13, 14, 15 e 16 de
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1. INTRODUCAO

A arginina € um aminoacido classificado como nutricionalmente essencial em
mamiferos, pois esta presente na formulacéo de dietas para melhorar a eficiéncia do
uso de nutrientes, crescimento, desenvolvimento, lactacdo e reproducdo. A arginina
aumenta significativamente no limen uterino durante o periodo de peri-implantacao
(WU, 2013a; WU et al., 2014).

O estabelecimento da gestacdo envolve o desenvolvimento do concepto
(embrido e membranas extra-embrionarias), os processos fisiolégicos em que o
concepto sinaliza sua presenca para o0 sistema materno e a implantagdo. A primeira
nutricdo, disponivel para o concepto em desenvolvimento, € a nutricdo histotrofica do
endométrio que parece ser essencial para sobrevivéncia e crescimento deste durante
a gestacdo de animais domésticos (SPENCER et al., 2004).

Em ovinos, os embries entram no utero no dia trés, e se desenvolvem para
blastocistos esféricos. Em seguida se transformam em tubulares e filamentosos entre
os dias 12 e 16 (BAZER et al.,, 2012b,c). Essas modificagbes na morfologia do
concepto sdo dependentes da composicdo do histotrofo, que inclui secrecbes do
epitélio uterino luminal (EL), glandular superficial (EGs) e glandular (EG), assim como
transporte seletivo de nutrientes dentro do lumen uterino, incluindo enzimas, fatores
de crescimento, proteinas de adeséo, citocinas, hormdnios, proteinas de transporte,
aminoacidos e glicose (WU et al., 2004).

Dentre as funcbBes da arginina, podemos citar a sintese de proteinas, a
atividade precursora para sintese de moléculas como o 6xido nitrico (NO), ornitina,
poliaminas (putrescina, espermidina e espermina), creatina, agmatina (WU; MORRIS,
1998). O papel das poliaminas na gestacdo pode estar relacionado a regulacao da
sintese de horménios esteroides, bem como ao crescimento e desenvolvimento
embrionario, placentario e fetal (BASTIDA et al., 2002).

Na via classica, o0 metabolismo da arginina é iniciado pela arginase (ARG1)
para produzir ornitina que €, subsequentemente, convertida em poliaminas pela
ornitina descarboxilase (ODC1) (MORRIS, 2009). Na via alternativa, nas mitocondrias

placentarias, a arginina pode ser descarboxilada para formar agmatina, pela arginina



descarboxilase (ADC), e a agmatina é convertida para putrescina pela agmatinase
(AGMAT) (WU et al., 2013b).

Ambas vias foram estudadas por Wang et al. (2014a) aos 16 dias de gestacao
em estudos de “knockdown” de genes in vivo. Os autores relataram que o bloqueio da
traducdo do mRNA ODC1, que é enzima chave para biossintese classica de
putrescina, resulta em conceptos com morfologia diferentes com base na capacidade
de ativar a via alternativa ADC/AGMAT para sintese de poliaminas.

Até o presente momento, a via metabdlica alternativa da arginina
(ADC/AGMAT) foi investigada por Wang et al. (2014ab), em ovinos, quando foi
realizado o bloqueio da traducdo de mRNA ODC1 e também em amostras fisiol6gicas
do endométrio uterino. Porém, as vias da arginina para a producdo de poliaminas,
ainda nao foram estudadas em conceptos e placentomas fisiologicamente normais.
Placentomas séo locais de comunicacgéo entre o feto e sistema materno durante todo
0 periodo gestacional, envolvendo a troca de moléculas importantes para a
manutencdo da gestacao, incluindo aminoacidos.

Informacdes sobre a sintese de poliaminas sédo cruciais para a compreensao
da regulacdo molecular do crescimento placentério e fetal, além da elucidacdo dos
mecanismos responsaveis pelo retardo do crescimento intra-uterino e origem fetal de
doencas iniciais em adultos (KWON et al., 2003a). A investigacdo dessa via
alternativa (ADC/AGMAT) no modelo experimental ovino possibilitara uma base
cientifica sélida para o uso de arginina como suplemento para mulheres gravidas, a
fim de melhorar a sobrevivéncia e o desenvolvimento embrionario e fetal (WU et al.,
2013b) ja que perdas gestacionais ocorrem em cerca de 25% das gestacbfes de
mulheres (HUTTI, ARMSTRONG, MYERS, 2013).

Essas informacdes também podem contribuir zootecnicamente em sistemas
produtivos de animais domésticos a fim de aumentar as taxas de nascimentos,
nascimento de progénies mais saudaveis e consequentemente melhor desempenho
produtivo e reprodutivo, pois essas informacdes podem fornecer alternativas para
diminuir a reabsor¢cdo embrionaria e perdas gestacionais, que ocorrem em até 30%
até os 30 dias de gestacdo em ovinos (O’'CONNELL et al., 2016) e ocorrem de 35 a
40% no inicio do desenvolvimento embrionario em bovinos (WHITLOCK, MAXWELL,
2008).



Futuros estudos poderdo focar no papel fisiolégico da agmatina nas funcdes
reprodutivas e no desenvolvimento do concepto, bem como 0 mecanismo subjacente
para inducdo da via ADC/AGMAT para aumentar a abundancia de agmatina e
poliaminas vitais para a sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento de conceptos
mamiferos (WANG et al., 2014a).

Nesse contexto, estudos sdo necessarios para avaliar a expressao de genes e
a identificacdo de proteinas das vias metabdlicas (classica e alternativa) da arginina,

em conceptos, endométrio uterino e placentomas durante a gestacdo em ovelhas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Desenvolvimento peri-implantacional de conceptos ovinos

Embrides ovinos entram no Utero no terceiro dia apos a fecundacédo e se
desenvolvem até blastocistos esféricos (dia 10, 0,4 mm). Transformam-se entdo em
conceptos tubulares e filamentosos entre os dias 12 (1 mm X 33 mm), 14 (Imm x 68
mm) e 15 (1 mm X 150-190 mm) de gestacédo (Figura 1), com membranas extra-
embrionarias se estendendo dentro do corno uterino contralateral (Figura 2) entre os
dias 16 a 20 de gestagédo (BAZER et al., 2012b).

Dia 15 Dia 16

Tubular Filamentoso

Figura 1. Conceptos ovinos passam por transicdo morfoldgica de tubulares (dia 13) a
alongados e filamentosos entres os dias 14 a 16 de prenhez, régua=0,5 cm
(Fonte: Adaptado de Wang et al., 2014a).

Apés o dia 16, o concepto alongado, comecga o processo de implantacdo e

placentacdo. O alongamento do concepto envolve aumento exponencial em



comprimento e peso do trofectoderma (Figura 2) e o inicio da diferenciagdo da
membrana extra-embriondria, incluindo gastrulacdo do embrido e formacdo do saco
vitelino e alantoide, que séo vitais para sobrevivéncia embrionaria e formacao de uma
placenta funcional (FILANT; SPENCER, 2014).
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Figura 2. Eventos durante o inicio da gestacao em ovinos. O esquema sumariza as mudancas
ocorridas no desenvolvimento de embrides/blastocistos apos a fertilizagdo em
relagdo a posicéo no trato reprodutivo feminino. A fertilizagdo ocorre no oviduto, e
no estagio de moérula, os embrides entram no Utero nos dias 4-5. Blastocistos se
formam no dia 6, eclodem a zona pellcida no dia 8, e se transformam de esféricos
para forma tubular no dia 11. Entre os dias 12 a 16 iniciam o alongamento, com o
inicio da implantagédo envolvendo a aposi¢éo e ligacdo (dias 12-15) e firme adeséo
até o dia 16. No dia 17, o concepto filamentoso ocupa todo o corno uterino
ipsilateral e também se alonga pelo corno uterino contralateral (Fonte: Adaptado de
Spencer et. al, 2007).

O alongamento do concepto ovino é um pré-requisito para a implantacéo, que
envolve a aposicdo e adesdo entre o trofectoderma, epitélio uterino luminal e epitélio
glandular superficial. Durante esse processo, ocorre perda transitéria do epitélio
luminal, a fim de permitir contato intimo entre o trofectoderma e a lamina basal uterina
adjacente as células do estroma uterino. Isso ocorre até cerca do dia 25 de gestacéo,
quando o epitélio uterino comecga a se recompor e a placentacdo continua até os 75
dias de gestacdo. Todos os mamiferos possuem glandulas uterinas que produzem ou

transportam para dentro do utero, seletivamente, um complexo conjunto de proteinas



e outras moléculas, que é conhecido como histotrofo (BAZER et al.,, 2012b).

O histotrofo inclui secre¢cbes do epitélio luminal, glandular e glandular
superficial, assim como o transporte seletivo de nutrientes dentro do limen uterino,
incluindo enzimas, fatores de crescimento, proteinas de adeséo, citocinas, hormonios,
proteinas de transporte, aminoacidos e glicose (WANG et al., 2014a). A morfogénese
das glandulas uterinas, durante a gestacdo, permite que o endométrio aumente as
proteinas secretoras que sao transportadas para o feto para areas especializadas da
placenta, denominadas aréolas, as quais fornecem nutricdo histotréfica para o feto
durante a gestacdo (BURTON et al., 2011).

O desenvolvimento de aréolas funcionais permite o transporte de secrecfes
das glandulas uterinas através da placenta para liberacdo na circulacdo fetal. As
secrecbes das glandulas uterinas contém uma série de proteinas e enzimas,
moléculas reguladoras, fatores de crescimento, citocinas, linfocinas e nutrientes
essenciais para o crescimento e desenvolvimento do feto (BAZER et al., 2012Db).

A placentacao sinepitéliocorial em ovinos envolve o desenvolvimento e a fusao
de cotilédones placentarios com carunculas endometriais para formar placentomas. A
placenta de ovelhas tem por volta de 70 carlnculas funcionais, que sao locais de
intercAmbio de micronutrientes, aminodcidos, glicose e gases, entre o sistema
vascular do concepto e da mae. Embora o niumero de placentomas funcionais seja
variavel entre as ovelhas, se o animal tiver um nimero consideravel de placentomas,
sempre havera crescimento compensatoério daqueles presentes. Assim, o peso do feto
ndo é necessariamente afetado (BAZER et al., 2012b).

O comprimento da placenta é influenciado pela extensdo que o trofectoderma
atinge entre os dias 12 e 25 de gestacao. Ocorre também o aumento da vasodilatacéo
dos vasos sanguineos e o0 crescimento de novos vasos (angiogénese) em
placentomas, a fim de aumentar o crescimento fetal com o decorrer da gestacéo
(BAZER et al.,, 2012b). Para apoiar o aumento do fluxo sanguineo uterino e
placentario, a angiogénese placentaria aumenta acentuadamente do primeiro para o
segundo e terceiro trimestres de gestacdo (até 147 dias) e continua a aumentar nos
altimos dias. A absorcao de nutrientes pelo utero ou pelo feto é determinada pela taxa
de fluxo sanguineo e pelas concentracdes de nutrientes no sangue arterial e venoso
(REYNOLDS et al., 2006).



2.2. Vias metabdlicas da arginina para producdo de poliaminas

A arginina € considerada um aminoacido nutricionalmente essencial, ou seja,
apesar de ser sintetizada em quantidades adequadas pelo organismo, deve ser
fornecida na dieta para satisfazer necessidades 6timas em condicdes nas quais as
taxas de utilizacdo sdo superiores as taxas de sintese (WU et al., 2014). Também é
considerada um aminoacido funcional, pois é aminoacido chave para regular vias
metabdlicas que sdo necessarias para manutencdo, crescimento, reproducdo e
imunidade dos seres vivos (WU, 2009).

Existem mudltiplas vias nas células para a utilizacdo da arginina, a qual é
precursora na sintese de muitas moléculas bioldgicas, incluindo ornitina, poliaminas
(putrescina, espermina e espermidina), prolina, glutamina, creatinina, agmatina, 6xido
nitrico e proteinas (WU; MORRIS, 1998). O o6xido nitrico e as poliaminas estimulam a
proliferacdo e migragdo celular, remodelagdo celular, angiogénese e dilatacdo do
vasos sanguineos para aumentar o fluxo sanguineo (WU, 2009). Estudos realizados
em roedores, suinos e ovinos sugerem que alguns aminodcidos tais como arginina,
glutamina, leucina e prolina podem apresentar um papel importante no
desenvolvimento embrionério, placentario e fetal, durante a gestacdo (MARTIN et al.
2003; WU et. al. 2004).

O transporte de arginina € o0 primeiro passo para sua utilizacdo pelas células,
uma vez gque este nutriente pode ser absorvido por difusdo simples numa quantidade
significativa de fluido extracelular. Contudo, transportadores especificos séo
necessarios para o transporte de arginina através da membrana celular (MORRIS,
2009). A via classica da arginina (Figura. 4), para producdo de poliaminas, € iniciada
pela arginase para produzir ornitina (MORRIS, 2009). Existem dois tipos de
isoenzimas arginase em mamiferos, a arginase tipo 1 € uma enzima citosodlica
expressa, principalmente, no figado, e a arginase tipo 2 é expressa em mitocondrias
de tecidos extra hepaticos incluindo rim, cérebro, intestino delgado, glandula mamaria
e macréfagos, bem como placentas humanas e ovinas (WU et al., 2009). A ornitina
descarboxilase (ODC1), enzima considerada limitadora de velocidade na biossintese

de poliaminas, catalisa a descarboxilacdo de ornitina para produzir putrescina que,



posteriormente, combinada com descarboxilado S-adenosilmetionina é transformada
nas poliaminas espermidina, pela espermidina sintetase, e espermina pela espermina
sintase (WALLACE, 1987, citado por LEFREVE; PALIN; MURPHY, 2011).

Na via alternativa (Figura. 3) de metabolismo da arginina, ocorre a sintese da
agmatina. Em ratos, a arginina descarboxilase (ADC) descarboxila a arginina para
produzir agmatina de forma especifica na célula e a degradacdo da agmatina pela
agmatinase (enzima mitocondrial) produz putrescina (WU, 2009). A enzima ADC tem
48% de homologia de sequéncia de aminoacidos com ODC1, também estando
presente no figado, rim, glandula adrenal e macrofagos (MORRIS 2009). De acordo
com Wu et al. (2013b), a expressdao do gene ADC em células de mamiferos foi
confirmada por clonagem e caracterizacdo de ADC humano (ZHU et al., 2004), porém

a sua expressao em conceptos de animais zootécnicos, até entdo, era desconhecida.
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Figura 3. Via esquematica pela qual ADC e AGMAT participam da biossintese compensatéria
de novo de poliaminas para suportar o crescimento e desenvolvimento de conceptos.
A Biossintese de novo de poliaminas em conceptos € principalmente por meio da via
metabdlica classica ODC1-dependente (arginina-ornitina-putrescina). No entanto, a
via metabdlica alternativa ADC/AGMAT-dependente também existe em conceptos
ovinos. Na auséncia da proteina ODC1, a expressdao do ADC e AGMAT aumentam
para promover quantidades adequadas de poliaminas para suportar o
desenvolvimento do concepto. Porém, parece haver uma consideravel variacdo no
grau de ativagdo da via alternativa ADC/AGMAT pelos conceptos. Alteracdes na
abundancia de agmatina no limen uterino podem refletir em papéis funcionais
multiplos no Utero gestante. Tr (trofectoderma), En (endoderma), OCT (ornitina
carbamoiltransferase), CP (fosfato de carbamoilo), SLC7AL (solute carrier family 7
(cationic amino acid transporter, Y+ system) member 1), BH4 (tetra-hidrobiopterina),
NOS3 (6xido nitrico sintase 3), Pi (fosfato), CP (carbamoil fosfato), NO (6xido nitrico).
(Fonte: Adaptado de Wang et al., 2014a).

Horyn et al. (2005), a fim de verificar se as mitocondrias dos mamiferos
metabolizam arginina em agmatina pela reacdo da ADC, utilizaram arginina marcada
com N como um precursor, a fim de determinar o fluxo da reacdo da ADC em
mitocondrias obtidas de figado de rato. Os resultados deste estudo evidenciam provas
convincentes de que a ADC mitocondrial esta presente no figado de rato e sugerem

que o cAMP pode regular o fluxo pela reacdo de ADC. Além disso, 0 estudo sugere



baixa afinidade de ADC para arginina, o que sugere um fluxo relativamente baixo
mesmo quando a concentracdo de arginina é 15-20 vezes maior que 0 nivel
fisiolégico (HORYN et al., 2005).

A expressdo de ADC também foi analisada em regibes cerebrais de ratos.
Foram estudadas regifes de atividade, niveis de proteina e mMRNA e a regulacdo da
expressdo em células neuronais por RNA de interferéncia. ADC foi amplamente
expressa na maioria das regides do cérebro, com quantidade substancial no
hipotalamo, seguido do coértex e com minimas quantidades na medula e no locus
coeruleus. Em suma, o estudo demonstrou expressao da ADC nas células neurais em
cérebro de rato e atividade de “down-regulation” da ADC por siRNA (pequenos
fragmentos de RNA) especificos, que acarreta em menor producdo de agmatina (IYO
et al., 2006).

Wang et al. (2014a) estudaram a hipétese de que a via ADC/AGMAT ¢é ativada
para compensar a deficiéncia na proteina ODC1 e garantir a sintese de poliaminas
para a sobrevivéncia embrionaria e desenvolvimento, em modelo ovino. Os autores
encontraram resultados em que o “knockdown” in vivo da traducdo de ODC1, em
concepto ovino, resultou em dois fendtipos distintos de concepto: fendtipo
morfologicamente e funcionalmente normal e fendtipo morfologicamente e
funcionalmente anormal. Foi observado aumento compensatério na abundancia da
proteina AGMAT em conceptos com fenétipo normal, e a falta de tal compensacdo em
conceptos com fenotipo anormal. Especificamente, alguns conceptos mantiveram-se
a termo pelo aumento compensatério da sintese de novo de poliamina pelo
metabolismo da arginina em agmatina e putrescina apos perda de funcdo de ODC1
devido ao “knockdown”. Além disso, os autores notificaram pela primeira vez o
metabolismo da arginina para agmatina pela via ADC/AGMAT no endométrio durante
o periodo da gestacao correspondente a peri-implantacdo do concepto em ovinos.

Niveis fisiologicos de arginina extracelular sdo essenciais para sobrevivéncia,
crescimento e desenvolvimento de conceptos. O “knockdown” in vivo de SLC7Al
(solute carrier family 7,cationic amino acid transporter, Y+ system, member 1), o
transportador de arginina em conceptos, resultou em conceptos com desenvolvimento
retardado, morfologicamente e funcionalmente, devido a deficiéncia de arginina
(WANG et al., 2014b).
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Nas regides intercotiledonarias da placenta e no endométrio intercaruncular de
ovinos, Kwon et al. (2003b) indicaram coordenacdo metabdlica entre diversas vias
integradas para suportar altas taxas de sintese de poliaminas durante a gestacéao.
Estudos sdo necesséarios a fim de se avancar na compreensdo das mudancas
biolégicas na agua, eletrolitos, transporte de agucares, proteinas e esteroides sexuais,
além da formacéo e crescimento de placentomas, durante a gestacdo de ovelhas, ja
que esses processos fisiologicos sustentam o crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia do concepto e asseguram resultados bem-sucedidos da gestacao
(BAZER et al., 2015).

Nesse contexto, o presente estudo tem a seguinte hipétese: Durante o periodo
de peri-implantacdo na gestacdo de ovelhas, ocorre a expressao de genes das vias
classica e alternativa da arginina para producdo de poliaminas em conceptos, sendo
as proteinas destas vias identificadas em conceptos, endométrio uterino e

placentomas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a expressao de genes e a identificacdo de proteinas das vias classica e
alternativa (da arginina para a producao de poliaminas) em conceptos e endométrio
uterino durante o periodo de peri-implantacdo, e em placentomas na fase poés-

implantacional da gestacao de ovelhas.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar:

a) a expressao dos genes ARG1, ODC1, ADC e AGMAT em conceptos durante
o periodo de peri-implantagéo (13 aos 16 dias) em ovelhas;

b) a localizacdo das proteinas das vias da arginina em conceptos e no
endométrio uterino durante o periodo de peri-implantacdo (13 aos 16 dias) em

ovelhas;
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c) a localizag&o das proteinas das vias da arginina em placentomas no periodo
pés-implantacional (40 aos 140 dias) e ovelhas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e Animais

O presente estudo foi realizado na Texas A&M University”, College Station,
Texas, Estados Unidos. As andlises laboratoriais foram realizados no “Laboratory of
Physiology of Reproduction” do “Departament of Animal Science - Kleberg Animal &
Food Science Center’ e os animais utilizados nesse estudo estavam alojados no
Physiology Field Laboratory”

Ovelhas (n=72) da raca Rambouillet (Ovis aries) com idade entre 4 a 6 anos
foram avaliadas e, somente ovelhas consideradas higidas apos avaliacdes clinicas,
foram selecionadas para compor o experimento. Todas as ovelhas receberam
alimentadacdo ad libitum durante todo o periodo experimental. Ademais, foram
escolhidas fémeas que apresentaram, no minimo, dois ciclos estrais de duracéo
normal (16-18 dias), confirmando assim a ciclicidade das fémeas. Todos o0s
procedimentos experimentais e cirirgicos foram conduzidos de acordo com o “Guide
for the Care and Use of Agriculture Animals in Research and Teaching”, e aprovado
pelo “Institutional Animal Care and Use Committee” da “Texas A&M University”. Os
procedimentos cirdrgicos deste estudo foram realizados no “O. D. Butler, Jr. Animal
Science Complex” da “Texas A&M University”.

As ovelhas foram submetidas a protocolo de sincronizacdo de estro. No
primeiro dia do protocolo, foi inserido um dispositivo intravaginal de liberacéo
controlada de progesterona (Eazi-Breed CIDR Sheep Insert, Zoetis, Parsippany, Nova
Jersey, EUA). Apo6s 12 dias, o dispositivo foi retirado e foi realizada a aplicacao, via
intramuscular, de 20 mg de dinoprost trometamina (Lutalyse®, Zoetis, Parsippany,
Nova Jersey, EUA).

Apoés 48 horas da remocao dos dispositivos, as ovelhas foram observadas
durante 4 horas, na presenca de machos vasectomizados, a fim de detectar o estro.
As ovelhas detectadas em estro foram encaminhadas para baias individuais e

acasaladas, por monta natural controlada, por trés reprodutores diferentes da raca
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Suffolk. Os reprodutores tiveram a fertiidade comprovada previamente por
espermograma (motilidade, vigor, morfologia e concentracdo espermatica).

4.2 Experimento 1. Avaliacdo da expressao dos genes ARG1, ODC1, ADC e

AGMAT em conceptos durante o periodo de peri-implantacao

O experimento 1 foi composto de quatro grupos experimentais, de acordo com
o dia de gestacdo (13, 14, 15 e 16). Em cada dia de gestacgéo, ovelhas (n = 5 por
grupo) foram histerectomizadas e os dois cornos uterinos foram lavados com 20 mL
de PBS (tampéo fosfato-salino) estéril e pH 7,2, como descrito previamente por
Spencer et al. (1999). A gestacéo foi confirmada com a deteccao da presenca de um
concepto morfologicamente normal e de um corpo lateo funcional, e todas as ovelhas
tiveram gestacdo Unica. Os conceptos encontrados foram seccionados, utilizando
laminas, em porc¢des iguais e transferidos para microtubos, congelados em nitrogénio

a -196°C, e armazenados a -80°C.

4.3 Experimento 2: Avaliagdo da localizacdo das proteinas ARG1, ODC1, ADC e

AGMAT em conceptos e endométrio durante o periodo a peri-implantacao

O experimento 2 também foi composto de quatro grupos experimentais, um
grupo para cada dia de gestacédo (13, 14, 15 e 16). Em cada dia de gestacao, as
ovelhas (n = 4 por grupo) foram histerectomizadas e os dois cornos uterinos foram
lavados com 20 mL the PBS estéril e pH 7,2, assim como descrito previamente por
Spencer et al. (1999). A gestacdo foi confirmada com a presenca de um concepto
morfologicamente normal e de um corpo liteo funcional, e todas as ovelhas tiveram
gestacdo Unica. Seccbes de conceptos (~0,5 cm) e seccbes da porcdo média do
corno uterino ipsilateral ao CL (~0,5 cm) foram feitas sem auxilio de
estereomicroscopio, utilizando l1aminas, e os fragmentos fixados em paraformoldeido
4% em PBS (peso/volume) por 24 h e, posteriormente, em etanol 70% por 24 h. Os
tecidos fixados foram desidratados por uma série graduada de alcoois, clarificados em

Citrosolv e incluidos em Paraplast-Plus (Oxford Labware, St. Louis, Missouri, EUA).
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As amostras de conceptos foram coletadas em animais diferentes dos utilizados para
a coleta de amostras no endométrio. Nao foi possivel coletar conceptos aos 13 dias

de gestacéo.

4.4 Experimento 3: Avaliacdo da expressdo e da localizagcdo das proteinas

ARG1, ODC1, ADC e AGMAT em placentomas no periodo pds-implantacional.

O experimento 3 foi composto por seis grupos experimentais de acordo com 0s
dias de gestacdo. Vinte e quatro ovelhas (n = 4 por grupo) foram histerectomizadas
nos dias 40, 60, 80, 100, 120 ou 140 de gestacédo. Todas as ovelhas tiveram gestacéo
Unica. Varias sec¢des (com dimensdes entre 1,0 - 1,5 cm) de placentomas removidos
do corno uterino gestante foram feitas sem auxilio de estereomicroscépio, utilizando
laminas, fixadas em paraformoldeido 4% em PBS por 24 h, desidratados por uma
série graduada de alcoois, clarificados em Citrosolv e entdo foram incluidos em

Paraplast Plus (Oxford Labware, St. Louis, Missouri, EUA).

4.5 Analise de Expressédo Génica por PCR quantitativo em Tempo Real

4.5.1 Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total dos fragmentos de conceptos ovinos colhidos nos dias
13, 14, 15 e 16 de gestacéo foi realizada utilizando “RNeasy Mini Kit” (Qiagen, Cat.no.
74104, Valencia, Califérnia, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante, como
descrito abaixo.

As amostras foram retiradas da temperatura de -80°C, mantidas em gelo, e
posteriormente foram pesadas a fim de definir o volume da solugéo a ser utilizada
para homogeneizacdo das amostras. O peso das amostras variou de 10 a 25 mg.
Seguindo as recomendacdes do protocolo, em cada tubo de amostra foi adicionado
600 pL do tampdo RLT Plus acrescido de 1% de [p-mercaptoetanol (2-
Mercaptoethanol M6250, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), previamente
preparado (5 mL de tampao RLT Plus e 50 ul de B-mercaptoetanol).
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Todo o contetdo do tubo foi transferido para microtubos de 2 mL e as amostras
foram homogeneizadas por 40 segundos a 12 rpm utilizando um homogeneizador. Em
seguida, foi realizada a centrifugagcdo por 3 min a 9000 g. O sobrenadante foi
transferido para microtubo e contendo 600 pL de etanol 70%. Apos homogeneizacao
por pipetagens sucessivas, foram transferidos no maximo 700 pL do homogeneizado
para cada coluna “RNeasy spin column”, acoplada a microtubo de 2 mL, ambos
fornecidos no kit. As colunas foram centrifugadas por 15 segundos a 8000 g e o
liquido resultante foi descartado.

Posteriormente a obtencdo do RNA, foi realizado o tratamento com DNase
utilizando “RNase-Free DNase” (Qiagen, Cat.no.79254, Valencia, Califérnia, EUA).
Para tanto, a coluna foi lavada com adicdo de 350 pL do tampao RWI e centrifugada
por 15 segundos a 8000 g. Foram adicionados na membrada da coluna o “mix”
previamente preparado contendo 10 pL de DNase | (15000 “Kunitz units”, previamente
diluida) e 70 pL do tamp&do RDD, ambos fornecidos pelo kit. As amostras foram
incubadas por 15 min a temperatura ambiente.

Apos incubacao, foram adicionados 350 pL do tampdo RW1 e centrifugou-se,
novamente, por 15 segundos a 8000 g. As colunas foram lavadas por duas vezes com
500 pL do tampdo RPE por centrifugacdo a 8000 g por 15 segundos e 2 min,
respectivamente. As colunas foram colocadas sob novos microtubos de 1,5 mL, foram
adicionados 50 pL de agua livre de RNase e foi feita a centrifugacao por 1 min a 8000
g a fim de eluir o RNA. A concentragdo de RNA total extraido foi determinada usando
“NanoDrop 1000 Spectrophotomether” (Thermo Fisher, Waltham,
Massachussets,EUA) utilizando-se 1 pL de cada amostra. A qualidade do RNA foi
medida utilizando o “Agilent 2100 Bioanalyzer” (Agilent Technologies, Santa Clara,
Califérnia, EUA) para avaliar a integridade do RNA. As amostras de RNA total

extraidas foram armazenadas a -80°C.

45.2. Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido utilizando “SuperScript™ First-Strand Synthesis System for
RT-PCR” (Cat n0.11904-018, Invitrogen, Carls, California, EUA). Foi feita uma reacéo
com 2 pg do RNA extraido, um “mix” contendo 1 pyL de “10mM dNTP mix, 1 yL de
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“oligo (dT) Primers” e agua livre de RNase, para completar o volume final de 10 pL. A
quantidade de agua variou de acordo com a amostra, visto que cada amostra tinha
uma concentracédo diferente de RNA. Os tubos foram aquecidos a 65°C por 5 min, em
seguida foram inseridos no gelo. Adicionou-se o segundo “mix”, contendo 2 pL de
“10X RT Buffer”, 4 yL de 25mM MgClz, 2 yL de 0,1 M DTT e 1 pL de “RNAseOUT ™",
Os tubos foram incubados a 42°C por 2 min e, em seguida, 1 pL de “SuperScript Il
RT” foi adicionado em cada tubo, que posteriormente foram incubados por 50 min a
42°C. A reacdao foi terminada com a incubacdo das amostras por 15 min a 70°C. Os
tubos foram colocados no gelo e, apds a adicdo de 1 uL de RNase H, as amostras
foram incubadas por 20 min a 37°C. O cDNA produzido foi armazenado a -20°C.

4.5.3. Teste dos “primers”

A eficiéncia e especificidade de todos os “primers” foram determinadas por
reacdo de PCR com a adicdo de um passo na curva de dissociagéo, a fim de gerar
uma curva padrdo. Para tanto, foram feitas diluicbes do cDNA em concentracdes
decrescentes (12,5 ng; 6,25 ng; 3,125 ng; 1,5625 ng; 0,7812 ng; 0,391 ng), assim
cada diluicdo é um ponto da curva.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em triplicatas com volume final de
10 pL, contendo 1 pL de cDNA, 3 pL de agua livre de RNAse, 0,5 uL (1pmol) de cada
“primer” e 5 pL de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, Califérnia, EUA), usando o ABI prism 7900HT system (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, EUA). As amostras foram analisadas em triplicata usando as
seguintes condi¢des: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C
por 15 s e 60°C por 1 min, como descrito por Wang et al.(2014a). Foi gerada uma
curva de dissociacdo para determinar a amplificacdo de um unico produto. A linha
“threshold” foi ajustada na regido linear dos “plots” acima do “baseline noise”. Os
valores de Cq (ciclos de quantificacdo) foram determinados com o namero de ciclos
em que a linha “threshold” cruzou a curva de amplificacao.

A eficiéncia dos “primers” foi estimada considerando os valores obtidos para a
inclinagdo da curva padrao (“slope”), uma vez que o coeficiente angular da curva

padrao de —3,32 indica que a reacdo de PCR tem eficiéncia de 100%. Apenas 0s
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“primers” amplificando um dnico produto, e com “slope” entre 3,2 a 3,4 foram
considerados eficientes para uso na qPCR.

Ainda para a estimativa da eficiéncia dos “primers” também foram considerados
os valores obtidos do coeficiente de correlacéo (r?) que deve ser de, no minimo, 0,97,

0 que garante menor variagcao entre as repeticdes (triplicatas).

4.5.4. ReacgOes de PCR em tempo real

A expressdo de mRNA dos genes ARG1, ODC1, ADC e AGMAT em conceptos
ovinos foram determinados pela Reacdo em Cadeia de Polimerase Quantitativa em
Tempo Real. A sequéncia dos “primers” e o numero de acesso ao “GeneBank”, de

todos os “primers”, estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Nomes, simbolos e sequéncias “forward” e “reverse” dos “primers” que
foram utilizados na qPCR, para avaliacdo da expressao de genes das vias
da arginina para producado de poliaminas em conceptos ovinos no periodo de
peri-implantacéo.

Simbolo Sequéncia o ) o
Gene o Sequéncia do “Primer” (5’-3) Referéncia
do Gene Referéncia

F: CTGTCCCTGTACGCCTCT

Actin beta ACTB NM_001009784.1 “PrimerQuest”
R: GTGGTGGTGAAGCTGTAG

Antizyme F: TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
o ADC XM_015092740.1 “PrimerQuest”
inhibitor 2 R: AGTGGTAACCCATCACTTCTAAC
. F: AGACTGCTGGCTGAAGCTAC LENIS et al.
Agmatinase AGMAT XM_004013796.3
R: GTAAGCAGGGTCCAAGCCAT (2016)
F: ACCTGTCCTTTGCCGATAAC
Arginase 1 ARG1 XM_012182909 “PrimerQuest”
R:CCTTCCAGTCTTCTTGACTTCC
Ornithine F: GCACATCCAAAGGCCAAGTT LENIS et al.
ODC1 XM_015094220.1
decarboxylase 1 R: GGCGACAGACTGCTTTGGAA (2016)

As reacdes de amplificacdo foram realizadas como descrito anteriormente no
item teste dos “primers”. A abundancia de mRNAs ARG1, ODC1, ADC e AGMAT
foram calculadas usando o método comparativo do Ct.

O gene beta actina (ACTB) foi utilizado como gene referéncia, apés a

realizacdo de teste a fim de definir um gene referéncia ideal. O outro gene testado foi
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o GAPDH. Para tanto, foi realizada uma reacao, assim como a descrita anteriormente,
utilizando todas as amostras do estudo, para os dois genes candidatos a referéncia.
Posteriormente foi avaliado qual gene apresentou expressao similar ao longo dos dias
de gestacdo. Ou seja, o gene referéncia ideal € aquele que ndo muda a sua
expressédo independente do tratamento, no caso, dias de gestagdo. No presente

estudo o gene ideal foi 0 ACTB (beta actina).

4.6 Analise Imunohistoquimica (IHQ)

A localizacdo imunohistoquimica das proteinas ARG1, ODC1, ADC e AGMAT
em conceptos, Utero e placentomas de ovinos, foi realizada como descrito
previamente por Spencer et al. (1999). Foi utilizado o Kit “Vectastain ABC kit” (catalog
no. PK-6101 para IgG de coelho, Vector Laboratories Inc., Burlingame, California,
EUA) que consiste na técnica de Avidina-Biotina-Peroxidase, técnica de
immunohistoquimica indireta.

Para a preparagdo das laminas, os blocos de parafina foram colocados em
placas de gelo por 30 min. Em seguida, secc¢des de tecidos foram cortados (10 um)
com microtomo e colocadas em laminas microscopicas Superfrost/Plus (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA). Duas secc¢des de tecidos foram colocados em cada lamina,
assim cada lamina conteve uma seccéo para controle negativo. As laminas foram
incubadas por doze horas a 37°C e em seguida armazenadas a 4°C. Foram utilizados
seccles de 4 animais diferentes para cada grupo experimental (dia da gestacéao).

As seccoes foram desparafinadas com trés banhos de duracdo de 3 min em
CitriSolv Fisherbrand, em seguida foram reidratadas com série alc6olica decrescente
(100%, 95% e 70%) com 2 banhos de 1 minuto em cada passo. Para a recuperacao
antigénica, as laminas foram imersas na solucdo tampao de citrato de sédio (0,01M e
pH 6,0) e acido citrico (0,1M) em fervura por 10 min e apés o resfriamento de 20 min
em temperatura ambiente, foram lavadas em 1X PBS por 5 min.

Para a inibicdo da atividade da peroxidase enddgena, as laminas foram
imersas em solucdo de metanol e peroxido de hidrogénio (H202) 30% durante 15 min
em temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram lavadas por 3 vezes com

agua destilada deionizada e lavadas por duas vezes em 1X PBS por 5 min.
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Foi removido o excesso de liquido das laminas e foram feitos circulos em volta
dos tecidos utilizando a caneta Liquid Blocker Super PAP Pen (Technical Data Sheet,
EMS, Hatfield, Pensinvania, EUA. A fim de bloquear as possiveis ligacOes
inespecificas (“background”) do anticorpo primario, as sec¢des foram incubadas com
soro normal de cabra fornecido pelo kit “Vectastain ABC” (catalog no. PK-6101 para
IgG de coelho, Vector Laboratories Inc., Burlingame, Califérnia, EUA). Essa solucao
foi preparada adicionando-se 3 gotas do soro normal de cabra, em 10 mL de 1X PBS.
Foram adicionadas de 3 a 4 gotas dessa solucdo em cada seccdo de tecido, as
laminas foram incubadas por 5 min em temperatura ambiente e finalmente lavadas
por 5 min em 1X PBS.

Uma das secc¢les de cada lamina foi tratada com 60 pL do anticorpo primario
(Tabela 2) previamente diluido em solucdo PBS-BSA (1XPBS, 1% BSA) e a outra
seccado designada para controle negativo, foi tratada com 60 pL de IgG néo especifica
de coelho na mesma concentracdo do anticorpo primario, também diluida em solucdo

PBS-BSA. As laminas foram incubadas “overnight” a 4°C em camara umida.

Tabela 2. Isotipo, diluicdo e fornecedores dos anticorpos utilizados nas analises
imunohistoquimicas de conceptos, endométrio uterino e placentomas de
ovelhas, coletados no periodo pés-implantacional.

Anticorpo Isotipo Diluicao Fornecedor
IgG policlonal .
ADC 1:100 HPAO028045; Sigma*
Coelho
IgG policlonal
AGMAT 1:500 ab85172; Abcam**
Coelho
IgG policlonal
ODC1 1:500 ab97395; Abcam**
Coelho
IgG policlonal
ARG1 1:500 ab96183; Abcam**
Coelho

ADC, arginine descarboxilase; AGMAT, agmatinase; ODC1, ornitina descarboxilase;
ARG1, arginase; *Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA; **Abcam Cambridge,
Massachusetts, EUA.
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Apés a incubacao as laminas foram lavadas duas vezes com 1XPBS por 5 min,
e entdo foram adicionadas de trés a quatro gotas da solu¢do do anticorpo secundario
biotilinado fornecido pelo kit “Vectastain ABC” (catalog no. PK-6101 para IgG de
coelho, Vector Laboratories Inc., Burlingame, Califérnia, EUA). A solucdo do anticorpo
secundério foi preparada adicionando-se trés gotas do soro normal de cabra, uma
gota de anticorpo secundério biotinilado anti IgG de coelho produzida em cabra e 10
mL de 1XPBS. As laminas foram incubadas durante 60 min a 37°C em camara umida.
Duas lavagens de 5 min com 1X PBS foram realizadas posteriormente.

A atividade da peroxidase foi visualizada utilizando-se o cromégeno DAB (3,3’-
diaminobenzidina tetrahidrocloreto, catalog no. D5637; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
pois na presenca da enzima peroxidase, o DAB produz um precipitado marrom. A
solucéo foi preparada com 100 mg DAB e 200 mL da solucdo 0,05 M Tris-HCI, e
entdo foram adicionados 50 pL de perdxido de hidrogénio (H202) 30%. As laminas
foram imersas na solugcdo imediatamente apds o preparo e foram incubadas por 2 min
em temperatura ambiente. Posteriormente, foi feita a avaliacdo no microscopio para
avaliar a coloracdo e entdo as laminas foram lavadas em &agua corrente a fim de
interromper a reagdo. A contracoloragao foi feita com hematoxilina, que foi filtrada
anteriormente. As laminas foram imersas em hematoxilina por 10 segundos e, em
seguida, foram lavadas com agua destilada deionizada por trés vezes. Apos avaliacdo
em microscopio, quando necessario, foi realizado novamente o procedimento de
contracoloracdo com hematoxilina.

As seccOes histologicas foram desidratadas em série alcoolica crescente de
70%, 95% e 100% por duas vezes em cada passo, clarificadas em Citrosolv, por fim,
foram montadas com laminulas utilizando-se resina sintética Permount (Cat no.
UN1294e, Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As laminas foram
armazenadas em caixas escuras em temperatura ambiente e fotografadas utilizando
microscopio eletrénico Nikon, utilizando objetivas de aumento de 10X e 40X, com
camara aclopada e software NIS-Elements Viewer 4.20.

Para avaliar a intensidade da reacéo positiva, em cada tecido estudado, foram
analisadas por um unico observador quatro imagens de cada dia de gestacéo, e,
considerando trés campos, foram classificadas como ausente (1), fraca (2), moderada

(3), forte (4) e muito forte (5) de acordo com a intensidade da coloragdo marrom,
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assim como descrito por Fatima et al. (2013), com modifica¢cdes. Foram realizadas as
médias dos trés campos, e também a média dos quatro animais para cada dia de

gestacao.

4.7 Analise Estatistica

Os dados de expressédo génica foram analisados utilizando o procedimento
GLM do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, versao 8.1). O delineamento experimental foi
o inteiramente casualizado, incluindo o efeito de dias (gl=3) e o efeito aleatdrio do erro
residual (gl = 17; N(0, ge?). As médias foram comparadas utilizando o método dos
quadrados minimos de Fisher, e o nivel de significancia considerado foi < 0,05.

Diferencas nas médias de intensidade da imunocoloragdo foram avaliadas com
o software R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, versdo 3.2.3)
utilizando o delineamento inteiramente casualizado com os efeitos de proteina e dias,
considerando o animal como efeito aleatorio. Apds as andlises de homocedasticidade
de variancia Bartlett e normalidade Shapiro Wilk, foi realizada a analise de variancia

(ANOVA) seguido do teste de Tukey, e o nivel de significancia considerado foi <0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: Avaliacdo da expressdo dos genes ARG1, ODC1, ADC e

AGMAT em conceptos durante o periodo de peri-implantacao.

Foram quantificadas a expressdo de genes das duas vias metabodlicas da
arginina (ARG1, ODC1, ADC e AGMAT). Como resultados das reacfes de PCR em
tempo real, foram obtidos os valores de Cq (ciclos de quantificacdo), que indicam o
namero de ciclos PCR no qual foi detectado o aumento da fluorescéncia acima do
sinal considerado como base, sendo assim, quanto menor o valor de Cqg, maior é a

expressao do gene (Tabela 3).
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Tabela 3. Ciclos de quantificacdo (Cq) dos genes ARG1 (arginase), ODC1 (ornitina
descarboxilase), ADC (arginina descarboxilase) e AGMAT (agmatinase) em
conceptos ovinos durante o periodo de peri-implantacdo da gestacao.

Vias da Gene  Dias de Gestagdgo =~ Cqmedio  Erro Padrdo Valorde P

Arginina
13 25,97 0,18
14 27,11 0,18
ARG1 15 2818 0.20 0,1333
Classica 16 27,37 0,20
13 2451 a 0,13
14 26,21 b 0,13 N
obcl 15 26,66 b 0,15 0,006
16 27,12 b 0,15
13 25,40 0,30
14 26,12 0,30
AD ) )
c 15 26,92 0,34 0.6265
. 16 26,28 0,34
Alternativa 13 26.57 0.21
14 27,77 0,21
AGMAT 15 2885 0.23 0,2608
16 27,88 0,23

*significativo a 5% de significancia

O presente estudo foi o primeiro relato na literatura sobre a expressao dos
genes ARG1, ODC1, ADC e AGMAT em conceptos ovinos, fisiologicamente normais,
no periodo de peri-implantacdo. Ndo houve diferenca (P>0,05), entre os dias do
periodo de peri-implantacdo para a expressao dos genes ARG1, ADC e AGMAT.
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Contudo, foi observada maior expressédo do gene ODC1 aos 13 dias de gestacdo em
comparacao ao periodo entre 14 a 16 dias.

O gene ODCL1 ja foi investigado no endométrio de bovinos (RAMOS et al.,
2014) ao utilizarem um modelo experimental baseado na modulacdo do crescimento
folicular, porém néo foram encontradas diferencas na expressédo do gene ODC1 entre
0s grupos estudados (foliculos de tamanhos diferentes). Todavia, o0s autores
observaram forte associacdo negativa (R?:0,73, P=0,004) entre a abundancia relativa
de ODC1 e os transcritos espermidina e espermina N1 acetiltransferase 1 (SAT1). A
expressao do ODC1 também foi estudada em ovinos por Wang et al. (2014a) que, ao
bloguearem a traducao do mRNA ODCL1 aos 8 dias de gesta¢do, obtiveram fenétipos
de conceptos diferentes, sugerindo que, de acordo com a habilidade do concepto,
pode ocorrer a ativagdo da via alternativa da arginina (ADC/AGMAT) para producéo
de poliaminas.

O gene AGMAT foi identificado em mamiferos, primeiramente em humanos,
quando clonaram o gene AGMAT a partir de células do hepatocarcinoma (IYER et al.,
2002). Lenis et al. (2016) observaram a expressdo do gene AGMAT em ovinos, porém
em células do trofectoderma cultivadas in vitro sob o efeito da arginina e agmatina, foi
observado aumento da expressao do gene AGMAT, que pode aumentar a capacidade
das células do trofectoderma a produzir poliaminas.

A expressdo de ADC em conceptos foi relatada em humanos (ZHU et al.,
2004). Em ratos, identificaram a expressao do ADC mitocondrial no figado (HORYN et
al., 2005) e no cérebro, com maiores niveis de expressdo notados no hipotalamo,
seguido do corpo estriado, cortex frontal e hipocampo (IYO et al., 2006).

5.2 Experimento 2: Avaliacdo da localizacdo das proteinas ARG1, ODC1, ADC e

AGMAT em conceptos e endométrio durante o periodo a peri-implantacao.

No presente estudo, todas as proteinas estudadas foram identificadas no
endométrio uterino (Figura 4) e nos conceptos (Figura 5) em todos os momentos
investigados no periodo de peri-implantacdo, evidenciando a relevancia de ambas

vias da arginina para producdo de poliaminas.
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Ainda no epitélio luminal, todas as proteinas foram identificadas em menor
intensidade aos 13 dias de gestacdo. Aos 14 e 15 dias, a identificagcdo foi de
intensidade intermediaria, e, aos 16 dias, todas as proteinas foram identificadas em
maior intensidade em relacdo ao dia 13. A intensidade de todas as proteinas no

epitélio glandular n&o foi alterada ao longo dos dias estudados.

Figura 4. Seccdes do endométrio uterino de ovelhas aos 13, 14, 15 e 16 de gestacdo. ARG1,
arginase; ODC1, ornitina descarboxilase; ADC, arginina descarboxilase; AGMAT,
agmatinase; IgG, imunoglobulina; EL, epitélio luminal; EGs, epitélio glandular
superficial; EG, epitélio glandular; barra de escala: 100um, aumento 10X.



24

Tabela 4. Quantificacdo, de acordo com os escores, da imunomarcacédo de ARGI1,
ODC1, ADC1 e AGMAT no epitélios luminal, glandular e luminal + glandular
do endométrio de ovelhas durante o periodo de peri-implantacao.

Epitélio Dia ARG1 ODC1 ADC AGMAT Média Valor de P
13 2,92 +0,42 3,58 + 0,60 1,83+0,17 25+0,48 2,70+ 0,26°
Luminal 14 3,25+ 0,60 4,33+0,24 3,33+0,69 3,08+0,21 3,500,242 0.038*
15 3,42 £ 0,67 3,50 £ 0,40 2,42 +0,88 3,33+0,36 3,16+ 0,26 2
16 4,50 +0,17 3,67+0,41 3,41 +0,67 3,17 £ 0,32 3,68+0,232
13 2,58 £ 0,39 4,08 + 0,46 2,42 £ 0,42 2,50+0,32 2,89 + 0,25
Glandular 14 2,33+0,14 450+0,4 3,17 + 0,57 2,83+0,32 3,21 +0,27 0.64
15 2,92 +0,83 2,58 +0,48 3,67 0,45 3,33+0,33 3,12 £ 0,20
16 3,50+0,10 3,00+0,41 3,17 £ 0,57 3,17£0,42 3,21 +0,19
13 2,75 +0,40 3,83+0,53 2,13+0,25 2,50 +£ 0,39 28+0,24
Lamen + 14 2,79+£0,32 4,42 £ 0,22 3,25+ 0,53 296 +0,11 3,35+0,22
Glandular 0,100
15 3,17 £ 0,37 3,58+0,34 2,50 +£ 0,67 3,33+0,25 3,15+0,22
16 4,00+0,12 3,33+0,29 3,29 0,55 3,17 0,36 3,45+0,18

AbreviagBes: ARGL1, arginase; ODC1, ornitina descarboxilase; ADC, arginina descarboxilase; AGMAT, agmatinase;
*significativo a 5% de significancia; a,b médias seguidas por letras distintas ha mesma coluna diferem entre si.

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes com o Unico relato
encontrado na literatura (WANG et al., 2014a), quando identificaram as proteinas
ADC e AGMAT em seccdes do endométrio uterinos de ovelhas prenhes ou ciclando
aos 10, 12, 14 e 16 dias (de prenhez ou do ciclo estral). Ambos achados evidenciam a
importancia da via alternativa para producéo de poliaminas durante o periodo de peri-
implantacao.

No presente estudo, a intensidade da identificacdo das proteinas no lumen
uterino aumentou apos os 13 dias de gestacdo e foi significativamente maior aos 16
dias, (Tabela 4) sugerindo que essas proteinas sdo requeridas em maiores
concentracdes para o processo de alongamento do concepto e implantacao.

N&o foi observado diferenca (p=0,472) entre os valores de intensidade de
identificacdo no trofectoderma dos conceptos ao longo dos dias estudados (Tabela 5).
N&o foram encontrados na literatura, relatos sobre a identificacdo das proteinas
ARG1, ODC1, ADC e AGMAT em conceptos fisiologicamente normais.
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ARG1

Figura 5. Secc¢Bes dos conceptos ovinos aos 14, 15 e 16 dias de gestagdo. ARG, arginase;

ODC1, ornitina descarboxilase; ADC, arginina descarboxilase; AGMAT, agmatinase;
IgG, imunoglobulina; Tr, trofectoderma, barra de escala: 50um, aumento 40X.

Tabela 5. Quantificacdo, de acordo com os escores, da imunomarcacdo de ARG1,
ODC1, ADC1 e AGMAT em conceptos ovinos durante o periodo de peri-

implantacéo.
Dia ARG1 obc1 ADC AGMAT Media V279

14 4,83+0,17 2,00+0,00 4,33+0,33

15 444+055 3,44+0,77 3,67 +1,02 367+033 3,82+0,35 0472

16 4,92+008 3,67+0,30 3,56 + 0,80 4,67 +0,14 4,24 + 0,22

Abreviagbes: ARG1, arginase; ODC1, ornitina descarboxilase; ADC, arginina descarboxilase;
AGMAT, agmatinase.

3,00 £ 0,00 3,89 +0,48
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5.3 Experimento 3: Avaliacdo da expressdo e da localizacdo das proteinas
ARG1, ODC1, ADC e AGMAT em placentomas no periodo pds-implantacional.

A relevancia das vias da arginina, para producdo de poliaminas, também foi
confirmada com a identificacdo de todas as proteinas estudadas em placentomas
coletados nos dias 40, 60, 80, 100, 120 e 140 de gestacao (Figura 6). Ao longo dos
dias estudados, foi observada menor intensidade (p<0,01) de identificacdo de todas
as proteinas aos 40 dias de gestacdo, quando comparadas com os dias 60, 120 e 140
(Tabela 6). Seccgdes utilizadas como controle negativo ndo apresentaram coloragao.
Esses resultados sugerem que a demanda dessas proteinas pode aumentar ao longo

da gestacéo.
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Figura 6. Secc¢Oes de placentomas ovinos aos 40, 60, 80, 100, 120 e 140 de gestacdo. ARG1,
arginase; ODC1, ornitina descarboxilase; ADC, arginina descarboxilase; AGMAT,
agmatinase; IgG, imunoglobulina. CAR: tecido caruncular, COT: tecido cotiledonario;
barra de escala: 100 um, aumento 40X.

Tabela 6. Quantificacdo, de acordo com o0s escores, da imunocoloracdo de ARG,
ODC1, ADC1 e AGMAT em placentomas ovinos durante o periodo a

gestacao.

Dia ARG1 oDC1 ADC AGMAT Média \ég'g
40  3,08+021 358067 175+0,16 350+050 2,982%0,27°"

60  4,17+0,32 3,92+008 3,00+£049 4,66%024 394+021°

80  450£029 333%024 242%016 392043 354024%
100 4,500,229 358+057 1,83+0,22 425+0,34 354+032%®

120  4,08+0,39 458+042 2,17+0,17 4,58+0,25 3,850,292

140  4,75%0,16 425+0,34 1,75+0,25 4,58+025 3,83+0,33°

Abreviagbes: ARG1, arginase; ODC1, ornitina descarboxilase; ADC, arginina descarboxilase;
AGMAT, agmatinase; *significativo a 5% de significancia; a,b médias seguidas por letras
distintas na mesma coluna diferem entre si.

N&o existem relatos na literatura sobre a identificacdo da localizacdo das
proteinas ARG1, ODC1, ADC e AGMAT em placentomas durante a gestacdo de
ovelhas. Todavia, estudos realizados por Kwon et al. (2003b) aos 30, 40, 60, 80, 100,
120 e 140 dias de gestacdo em ovelhas, ndo estdo de acordo com os achados do
presente estudo, pois os autores identificaram atividade maxima de ODC1 e arginase,
aos 40 dias de gestacdo em placentomas, nas regides intercotiledonarias da placenta
e no endométrio intercaruncular. No presente estudo, todas as proteinas foram
identificadas em menor intensidade aos 40 dias da gestacéao.

Os resultados do presente estudo contrastam com os achados de Wang et al.
(2014). Os autores relataram que, a via classica da arginina (ODC1-dependente) é a
via dominante para a sintese de poliaminas, enquanto que a via alternativa (ADC-
AGMAT-dependente) é uma via secundaria para producdo de poliaminas durante o
desenvolvimento embrionario no periodo de peri-implantacéo.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a via alternativa parece
ser tdo importante quanto a via classica, pois as proteinas da via classica também
estdo presentes nos conceptos, endométrio e placentomas, evidenciando que a

presenca das proteinas de ambas vias da arginina parecem ser importantes para o
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desenvolvimento fetal. Todavia, no presente estudo, as amostras de endométrio
uterino, placentomas e conceptos nao foram coletadas da mesma ovelha, assim
novos estudos, avaliando amostras do mesmo animal, sdo interessantes a fim de
confirmar a relevancia de cada via metabdlica.

Novos estudos sdo necessarios para investigar a localizagdo das proteinas de
ambas vias da arginina para producdo de poliaminas, bem como a concentracao
dessas proteinas durante a gestacdo de ovelhas, ja@ que as poliaminas sao
importantes no periodo de peri-implantacdo, podendo estar relacionadas com perdas

gestacionais causando prejuizos econémicos na producao de animais domésticos.

6. CONCLUSAO

O gene ODC1 é mais expresso aos 13 dias de gestacdo. As proteinas
estudadas (ARG1, ODC, ADC e AGMAT) estdo presentes em conceptos e
endométrio uterino. O aumento da presenca de todas as proteinas no limen uterino
apos os 13 dias de gestacéo, sugere que essas proteinas sao requeridas em maiores
guantidades para o processo de implantacéo.

Todas as proteinas estudadas sdo encontradas em placentomas e 0s
resultados sugerem que a demanda dessas proteinas pode aumentar ao longo da
gestacao.

Os resultados do presente estudo evidenciam a importancia de ambas vias
metabdlicas da arginina, para producédo de poliaminas, durante o periodo gestacional
de ovelhas. Novos estudos sd0 necessarios para investigar a expressao dos genes
pertencentes a ambas vias da arginina para producdo de poliaminas em conceptos

ovinos.
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