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DERUSSI, AA.P. Expressao génica, caracterizagao eletroforética e analise
ultra-estrutural de embrides e tecido materno de cadelas no periodo peri-
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Resumo
Este trabalho teve como objetivo investigar a expressdo dos receptores

hormonais: estrégeno beta (ER-B), estrogeno alpha (ER- a), progesterona (PR),
ocitocina (OTR) e também do fator inibidor de leucemia (LIF) e seu receptor (LIFR)
e da osteopontina (OPN) em embrides e tecido materno durante diestro
gestacional e ciclico, realizar a analise ultra-estrutural de embrides e tecido
materno e avaliar o perfil protéico de lavados uterinos e tubaricos de fémeas
gestantes e nao gestantes. Foram utilizadas 24 fémeas separadas em — GRUPO
I- subdividido em: Grupo IA - 05 fémeas submetidas a OSH aos 8 dias de
gestacao; Grupo IB - 05 cadelas submetidas a OSH aos 12 dias de gestacéo e
Grupo IC - 05 cadelas submetidas a OSH 21 dias de gestacéo e Grupo ID- 4
cadelas submetidas a cesariana 60 dias de gestagdo. O GRUPO II- 05 cadelas,
nao inseminadas, que foram submetidas a OSH, 12 dias apés a onda pré-
ovulatéria de LH. Para a expressao génica foi usada a técnica de qRT- PCR, em
tecido materno e em embrides dos Grupos | e Il. Para a caracterizagao
eletroforética das proteinas do lavado uterino e tubarico foi utilizada a técnica de
eletroforese unidimensional. Na avaliagao ultraestrutural dos embrides e tecido
materno foi realizada a técnica de microscopia eletrénica de transmissdo. Os
genes ER-a, PR, LIF-R foram expressos somente em blastocistos; nao houve
expressao de ER-B, OPN e LIF e o gene OTR esteve presente tanto em morulas
quanto em blastocistos caninos. Os genes ER- a, ER- 3, PR, OTR, LIFR, OPN e
LIF foram expressos em tubas e utero de cadelas gestantes e ndo gestantes,
sendo que somente o LIF-R foi mais expresso em utero e tuba de cadelas nao
gestantes. Somente a expressao do gene ER- B foi significativamente superior em
tubas de animais ndo gestantes e com gene OPN ocorreu o oposto. Foram
evidenciadas alteragdes ultraestruturais ao longo do desenvolvimento embrionario.
A secrecao uterina variou durante o periodo implantacional e o perfl protéico da

secrecgdo uterina sofreu pouca variagao durante a gestagao e diestro inicial, porém



existiram proteinas que foram detectadas somente durante a fase implantacional e
diestro fisiolégico inicial. A maioria dos genes candidatos ndo apresentaram
diferencas na expressao quando comparado diestro ciclico e gestacional, tanto em
tuba quanto em utero, com excegao de LIF-R, ER- B e OPN. O conteudo dos
granulos secretados pela tuba entre cadelas gestantes e ndo gestantes parece
variar, no entanto, pesquisas sobre a natureza deste material deverdo ser
realizadas, bem como analises mais especificas sobre as proteinas dos lavados

em tuba, que foram detectadas exclusivamente em cadelas gestantes.
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Abstract

We aimed to investigate the gene expression of leukemia inhibitory factor (LIF) and
it receptor (LIFR), osteopontin (OPN) and hormonal receptors: estrogen beta (ER-
B), estrogen alpha (ER-B), progesterone (PR) and oxytocin (OTR) in bicthes
embryos and maternal tissue during cyclic and gestational diestrus. We also aimed
to performed the ultrastructural analysis of bitches embryos and maternal tissue
and evaluate the protein profile of uterine and oviducts washes in pregnant and
non pregnant bitches. Twenty-for bitches were placed in: GROUP | subdivided in:
Group IA - 05 females submitted to OVH at day 8 of pregnancy; GROUP IB - 05
females submitted to OVH at day 12 of pregnancy; GROUP IC — 05 females
submitted to OVH at day 21 of pregnancy and GROUP ID — 05 females submitted
to OVH at day 60 of pregnancy. And GROUP Il - 05 females, not inseminated
submitted to OVH 12 after the LH surge. For gene expression the qRT-PCR was
used in embryos and maternal tissue at group | and Il. For electrophoretic
characterization of protein flushes from uterus and oviduct the unidimensional
electrophoresis was used. The transmission electron microscopy technique was
performed for the ultrastructural evaluation of embryos and maternal tissue. The
ER-a, PR, LIF-R genes were expressed only in blastocysts; there were no ER-f,
OPN e LIF expression and the OTR gene was present in both morula and
blastocysts. The ER- a, ER- B, PR, OTR, LIFR, OPN and LIF genes were
expressed in oviduct and uterus of pregnant and non pregnant bitches, however
the LIF-R was more expressed in non pregnant females. Only the ER- 3 was more
expressed in the oviduct of non pregnant femaleshas opposite to the OPN
expression. Ultrastructural changes were observed during the embryo
development. The uterine enviroment modified during the implantation period and
the protein profile of uterus flush had little variation during pregnancy and initial

diestrus however some proteins were detected only during the implantation period



and initial diestrus. Most genes showed no differences in expression when
compared cyclic and gestational diestrus in both tube and in the uterus, with the
exception of LIF-R, ER- and OPN. The content of granules secreted by the tube
of pregnhant and non pregnant bitches seems to vary, however, research on the
nature of this material should be performed, as well as more specific analyzes of
the proteins in the washed tube, which were detected exclusively in pregnant
bitches

Keyword: gene expression, bitches, embryos, peri-implantation



1. INTRODUGAO

Na fémea canina a manifestacdo dos eventos enddcrinos durante a fase
lutea ndo apresenta variacbes entre o diestro ciclico e o diestro gestacional
(VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN, 2008). O conhecimento sobre as
particularidades do diestro gestacional e ciclico na cadela sdo escassos, 0 que
dificulta a compreensao das interacbes responsaveis pelo reconhecimento
materno da gestacao e sobre o desenvolvimento do concepto. A resposta do
tecido tubarico e uterino a acao hormonal é determinada tanto pela presenca de
receptores especificos quanto por sua concentracao local, sendo assim, apesar de
nao existir uma variacdo hormonal evidente, provavelmente ha modificagdes na
expressao de receptores hormonais nesses tecidos (SPENCER et al., 2007).

Durante o periodo de peri-implantacédo a interacdo concepto/ endométrio é
influenciada pela progesterona (P4) e hormdnios placentarios necessarios a
manutencdo da gestacdo. A P4 regula tanto positivamente com negativamente a
expressdo de genes no endométrio e co-estimula um numero de genes
particularmente no epitélio endometrial (GRAY et al., 2006; KLEIN et al., 2006). A
secrecao de estrogeno ovariano na fase pre-implantacional € necessaria para
aumentar a permeabilidade do endométrio no local de implantagdo do blastocisto,
um pré-requisito no inicio da implantacdo e na decidualizagcdo subsequente de
células estromais (TAN et al., 1999).

O desenvolvimento embrionario em mamiferos € marcado por processos
biolégicos distintos que ocorrem durante o periodo de pré e pos-implantacao.
(WATSON et al.,, 1999; CUI et al., 2007). Estudos sistematicos da expressao
génica durante esse periodo podem esclarecer mecanismos que regulam e
controlam processos bioldgicos envolvidos no desenvolvimento embrionario inicial,
podendo também auxiliar no entendimento da diferenciagao das células tronco
embrionarias e transferéncia nuclear de células somaticas.

A sobrevivéncia embrionaria durante o periodo peri-implantagao é
dependente da disponibilidade de substratos presentes no ambiente circundante

(THOMPSON, 1996), como também de modificagcdes ultraestruturais das tubas



uterinas e do utero, as quais possibilitam um ambiente adequado a fertilizagao e
ao desenvolvimento do concepto, tornando o utero receptivo ao processo de
implantagéo, garantindo dessa forma o sucesso gestacional.

Em vista do exposto, o periodo peri-implantagdo € complexo e dependente
de varias interagées hormonais, metabdlicas, modificacbées morfolégicas, sintese
proteica, muitas das quais espécies-especificas. As cadelas apresentam
particularidades reprodutivas unicas que as diferenciam de outras fémeas
domésticas principalmente no que tange a similaridades entre as fases do diestro
ciclico e gestacional. O fato das cadelas nao apresentarem um mecanismo de
reconhecimento materno de gestacdo coloca essa espécie como excegao

estimulando o estudo desse periodo.



2. REVISAO DE LITERATURA

Nas cadelas, o desenvolvimento embrionario pré-natal € dividido em trés
periodos: periodo de desenvolvimento do odcito fertilizado ou periodo peri-
implantacéo (2 a 17 dias apds a fertilizacdo), caracterizado pela presenca do
zigoto até a formagcdo do blastocisto; periodo de desenvolvimento embrionario
propriamente dito (19 a 35 dias apods a fertilizag&o), iniciado pelo processo de
implantacdo do blastocisto até a completa organogénese e periodo de
desenvolvimento fetal (35 dias apds a fertilizacdo até o nascimento), no qual, as
caracteristicas fetais sado evidenciadas e com um rapido crescimento fetal
(PRETZER, 2008).

2.1. Desenvolvimento embrionario no periodo peri-implantagao

Os zigotos s&o formados, cerca de 60 horas apds o surgimento da onda
pré-ovulatéria de LH (VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN, 2008), na porcao
distal da tuba uterina. Originam-se apdés a fusdo do pré-nucleo masculino, oriundo
do espermatozdide ao pro-nucleo feminino, proveniente do oocito (CONCANNON,
2000; REYNAUD et al., 2005) e medem cerca de 118 a 145 ym incluindo a zona
pelucida (ZP).

Essas estruturas sdo mantidas no interior das tubas uterinas por 9 a 10 dias
e nesse periodo sofrem divisdes ou clivagens (TSUTSUI, 1989; SONGSASEN e
WILDT, 2007), que se iniciam por volta de 72 a 96 horas apdés as ovulagdes.
Apresentam-se bipartidos na porcdo média distal da tuba uterina, apds 120 horas
das ovulacbes e possuem diametro variando de 110 a 170 um. Nesta fase,
permanecem por um longo periodo na jungao utero-tubarica (7 a 10 dias), quando
comparados a demais espécies (3 a 4 dias) (PRETZER, 2008).

De acordo com Reynaud et al. (2005), as clivagens prosseguem atingindo o
estagio de oito células embrionarias, de 124 a 288 horas apds as ovulagdes e
essa fase corresponde a ativagdo do genoma embrionario.



A divisdo subsequente em 16 células ocorre ainda na porg¢ao distal da tuba
uterina e o embrido possui diametro variando de 188 a 200 ym, incluindo a ZP;
alguns embrides podem ainda estar envolvido por uma camada de células do
cumulus. Os embrides iniciam a entrada nos cornos uterinos, em estagio de 16
células porém, morulas ou blastocistos inicias sdo as estruturas mais comumente
encontrados adentrando ao utero (PRETZER, 2008).

Aparentemente, a clivagem embrionaria de duas a 16 células ocorre mais
rapidamente apds a fertilizacdo de odcitos maduros, quando comparada a de
oocitos em estagio de maturacdo menos avangada e segundo Concannon et al.
(2001), este achado pode explicar, em parte, porque a duragdo da gestacdo é
similar entre acasalamentos que ocorrem antes ou dias apds a maturacao
oocitaria.

Com 10 a 12 dias ap6s as ovulagdes, uma cavidade se desenvolve
rapidamente no centro da moérula, denominada de blastocele, originando o
blastocisto, caracterizado por conter em média 32 a 64 células. O blastocisto
expandido pode ser encontrado no 12° dia apds as ovulagdes (REYNAUD et al.,
2006).

Na maioria das espécies a migragao uterina ocorre em 40% ou mais nas
fémeas gestantes, principalmente quando o numero de ovulagdes entre o ovario
direito e esquerdo sao diferentes. A migracdo embrionaria uterina considera a
distribuicdo embrionaria igualitaria entre os cornos direito e esquerdo,
possibilitando um espago, possivel ao desenvolvimento embrionario normal
(TSUTSUI et al., 2001). Diferengas entre o numero de ovulagdes, substancias
estimulatérias secretadas pelos embrides e a ocorréncia de contragdes uterinas
sao fatores que podem explicar a ocorréncia da migracdo uterina nos caes
(TSUTSUI et al., 2002).

A fase posterior do desenvolvimento embrionario € caracterizada pelo
processo de gastrulacédo, ou formacao das camadas germinativas. Nesse estagio,
a simples camada formadora da blastula, € convertida em uma estrutura tri-
laminar constituida externamente pelo ectoderma, camada média pelo mesoderma

e uma camada interna denominada de endoderma (PRETZER, 2008). O didmetro



do blastocisto inicial € de 215 a 350 ym, chegando a 500 a 750 ym na fase de
blastocisto expandido, porém podem atingir 1000 um no estagio de blastocisto
tardio (REYNAUD et al., 2005).

Entre os estagios de blastocisto inicial e expandido, ocorre uma diminuigao
da espessura da zona pelucida, provavelmente por consequéncia de agao
enzimatica e movimentos embrionarios. Os embrides entram no lumen uterino e
permanecem livres por um periodo variavel de 12 a 17 dias apds as ovulagdes;
nesta fase, os embrides atingem um didmetro de 2300 um com ocorréncia de
migracao trans-cornual (REYNAUD et al., 2005).

O blastocisto atinge 2500 ym, com 16 a 20 dias e adquire conformagéo
expandida. Posteriormente a essa fase, o blastocisto pode se apresentar sem a
ZP, porém, a existéncia de uma ruptura da zona devido a agdo de enzimas
proteoliticas que degradam essa estrutura ainda € pouco conhecida nos caes
(REYNAUD et al., 2005).

A fase de ocorréncia da implantagdo nas cadelas é discordante entre os
autores. Segundo Reynaud et al., (2006), Pretzer (2008) e Verstegen-Oclin e
Verstegen (2008) a implantagao ocorre 18 a 21 dias apds as ovulagoes, ja de
acordo com Allen (1995), Concannon (2000) e Gunzel-Apel (2008), a implantagao

ocorre por volta do 24° dia apds as ovulacoes.

2.2. Aspectos ultraestruturais de embrides, tubas e utero durante o periodo

peri-implantagao

A segmentagcdo ou clivagem na cadela é considerada um processo
holoblastico ou total, possibilitando a formacdo de zigotos com pequena
quantidade de vitelo. No inicio das divisbes embrionarias, ocorre a formagao dos
blastdmeros, ou seja, as células indiferenciadas originarias de cada processo de
clivagem (TSUTSUI, 1989; SONGSASEN e WILDT, 2007).

Os blastdmeros em estadio de clivagem inicial estdo pouco aderidos uns
aos outros, chegando a sofrer dispersao em caso de remog¢ao da zona pelucida

(GARDNER, 1997). Com o decorrer das divisdes, os blastdmeros vao se tornando



progressivamente menores e alinhados, passando a absorver o liquido do meio
extracelular, elevando a pressao intracelular e aumentando o contato entre as
células. Este contato ocorre até o desaparecimento total dos limites celulares
individuais (WATSON e BARCROFT, 2001; STANTON et al., 2003).

A constituicdo celular do embrido canino durante essa fase mostra-se
semelhante a dos demais mamiferos com espaco perivitelinico e superficie apical
das células trofoblasticas ainda coberta por microvilosidades, podendo ser
notadas as jungdes do tipo tight, as quais originam-se provavelmente, de uma
superficie apical livre presente nas células externas, durante a determinagao das
linhagens celulares (JOHNSON e ZIOMEK, 1981; YAMANAKA et al., 2006).

O processo de diferenciacdo celular € o primeiro passo na comunicagao
intracelular, a compactacdo (BIGGERS et al.,, 1988). Este fato da origem as
morulas que permanecem acumuladas no segmento distal das tubas uterinas
(SONGSASEN e WILDT, 2007).

O inicio da transformagédo da moérula em blastocisto gera a determinagéo
das linhagens celulares, que darao origem ao trofoderma embrionario (TE) e a
massa celular interna (MCI), a qual é desprovida de microvilosidades (PRATT,
1985). Essa condi¢cdo da origem a uma grande cavidade repleta de fluido que se
acumula nos espacos intercelulares chamada de blastocele enquanto as células
polares permanecem na periferia para formar o trofoectoderma, com uma
superficie apical dotada de microvilosidades e uma superficie basolateral
relativamente lisa que circunda o fluido da blastocele (WATSON e BARCROFT,
2001).

Nesta fase correspondente ao diestro inicial, o utero que é constituido por
trés camadas: perimétrio (externa), miométrio (intermediaria) e endométrio
(interna), apresenta modificagées (BARRAU et al., 1975).

Na fase inicial do diestro, o endométrio e miométrio atingem uma maior
espessura e densidade celular. As glandulas basais tém uma aparéncia enovelada
e as criptas endometriais luminais mostram-se com morfologia distinta das

glandulas basais. As modificagdes uterinas sdo iniciadas durante a 3 # semana de



diestro e sdo marcadas por apoptose endometrial generalizada e achatamento do
epitélio glandular basal (REHM et al., 2007).

No final do diestro e anestro ocorre involugdo do endométrio. Com a
diminuicdo nos niveis de P4, a altura da camada mucosa e a profundidade das
criptas sao reduzidas (BARRAU et al., 1975). As células no epitélio de superficie e
em regides superficiais das criptas, sdo caracterizadas por nucleos picnéticos
pleomorficos (BARRAU et al.,1975).

As tubas uterinas apresentam um pregueado da mucosa, principalmente na
regidao da ampola. A mucosa € revestida por epitélio cilindrico simples secretor
contendo células produtoras de muco intercaladas com células cilindricas ciliadas.
A lamina propria € unida diretamente na tunica muscular que apresenta uma

camada circular interna e uma longitudinal externa (LEESE et al, 1988).

2.3. Aspectos relacionados as secrec¢coes tubaricas e uterinas no periodo

peri-implantagao:

O desenvolvimento embrionario no periodo pré-implantatacéo é direcionado
a formagédo de uma estrutura capaz de se implantar e interagir metabolicamente
com o utero, para que desta forma a gestacédo evolua e o desenvolvimento fetal
possa ser sustentado (WATSON e BARCROFT, 2001). Desta maneira, tanto as
morulas que permanecem acumuladas no segmento distal das tubas uterinas,
como os blastocistos, durante a permanéncia livre no lumen uterino, sao
dependentes da secregao local para garantir sua nutricdo (BYSTED et al., 2001;
REYNAUD et al., 2005).

Muitos constituintes do fluido tubarico tem se mostrado importante para a
fertilizacado e inicio do desenvolvimento embrionario e sdo conhecidos por variar,
tanto entre as espécies, como também entre os diferentes estagios do ciclo estral
dentro da mesma espécies (BYSTED et al., 2001).

Na cadela, no entanto, ha um papel adicional da tuba uterina, que é
proporcionar o ambiente em que maturagcdo do odcito ocorre. O uso de co-cultura

de odcitos e aplicagdo da técnica de fetilizagdo in vitro (FIV) nessa especie



encontra sérias barreiras, ja que nao se conhece todos os componente presentes
na tuba uterina da cadela na fase pds-ovulatoria. A identificacido de produtos de
secrecao da tuba uterina ainda € motivo de estudo, principalmente quanto aos
elementos proteicos secretados durante o periodo pré-ovulatério (ENGLAND,
2000).

A influéncia dos aminoacidos € bastante investigada na reprodugédo de
espécies domésticas, ja que se apresentam em abundéncia no trato reprodutivo e
sao considerados componentes-chave no metabolismo celular, atuando como
substratos energéticos, como precursores da sintese protéica ou osmdlitos e
ajudando a manter o pH intracelular. Os aminoacidos mais abundantes no trato
reprodutivo sdo glutamina, taurina, glicina e alanina, enquanto nos odcitos e
embrides sao alanina, aspartato, glutamato, taurina e glicina (MOSES et al., 1997).

Durante o periodo de migracédo uterina os conceptos sdo nutridos apenas
por secre¢des presentes na luz do utero, um fendmeno comumente conhecido
como nutricdo histotréfica. A nutricdo histotréfica corresponde a primeira fonte
nutricional disponivel para o desenvolvimento do embrido e parece ser essencial
para sua sobrevivéncia e crescimento durante a gestagdo em animais domeésticos
(SPENCER et al., 2004), ja que qualquer tratamento que cause modificagdo na
composi¢cao desta substancia, potencialmente nutritiva (VERSTEGEN-ONCLIN e
VESTEGEN, 2008), pode ser extremamente prejudicial ao embrido.

A composigao proteica tanto das secreg¢des uterinas como da sintese de
proteinas especificas sintetizadas pelo endométrio em muitas espécies sao
conhecidas, incluindo cabras, ovelhas e ratas nas fases ciclicas e iniciais de
gestacdo. No entanto, ha poucas informagdes sobre as semelhangas e/ ou
diferengas entre a secrecao protéica uterina de cadelas gestantes e nao gestantes
(BUHI et al., 1992).

O trofectoderma parece atuar como um local de intensa atividade pinocitica,
a qual aumenta a medida que o blastocisto se desenvolve (WINTENBERGER-
TORRES e FLECHON, 1974). Deste modo, tem-se hipotetizado que importantes
metabdlitos necessarios para o crescimento do concepto sdo obtidos a partir dos



histiotrofos uterinos (SPENCER et al., 2004), no entanto, mais pesquisas

referentes a espécie canina sao necessarias, para elucidar esse processo.

2.4. Interagao da P, e estrogeno no periodo peri-implantagao:

Nas cadelas, a P4, desempenha um papel relevante no estabelecimento e
manutengao da gestacéo. O término da secrecéo de P4 provoca o fim da gestagéo
em qualquer estagio da prenhez (CONCANNON, 1990). Também desempenha
um papel critico durante a gestacéao inicial na preparagao do epitélio uterino para
receptividade e diferenciacdo de células estromais endometriais para que o
desenvolvimento da implantagdo embrionaria seja suportado (MULAC-JERICEVIC
e CONNEELY , 2004).

A P4 também é responsavel por inibir a contratilidade do miométrio (AMSO
et al., 1994), reduzir a sensibilidade a ocitocina (CONCANNON, 1986) e diminuir a
formagcdo de jungcbes comunicantes em células musculares do utero (PURI e
GARFIEL, 1982).

Estudos realizados em cadelas de ragas mistas e Beagle demonstraram
que a concentragao de P4 no periodo gestacional ou diestro pode variar de 14,8 a
50,2 ng/mL (ONCLIN e VERSTEGEN, 1997; LUZ et al., 2006). Durante a
implantacdo e desenvolvimento embrionario observa-se um aumento especifico
dos niveis de P, (CONCANNON et al., 1975, 1977). No periodo correspondente
aos dias 15 até 30 apds o pico de LH, os niveis de P4, podem alcancar valores
maximos de 15 ng/mL a 85 ng/mL (CONCANNON et al., 1983). Todavia, durante o
terco final da gestacgéao, os niveis de P4 declinam para 4 ng/mL a 16 ng/mL, valores
que sdo mantidos por uma a duas semanas, para, em seguida, atingirem niveis de
1ng/mL a 2 ng/mL no periodo de 1 a 2 dias que precedem o momento do parto.

A secregao de estrogeno ovariano na fase pre-implantacional € necessaria
para aumentar a permeabilidade do endométrio no local de implantagdo do
blastocisto, um pré-requisito na iniciacdo de implantacdo e decidualizacao
subsequente de células estromais (TAN et al., 1999).



Os niveis de estrogeno aumentam lentamente durante a gestacéo,
alcangando valores de 20 pg/mL até 30 pg/mL momentos antes do parto
(CONCANNON et al.,, 1975). A partir do 40° dia ap6s o pico de LH, as
concentracbes plasmaticas de estrogeno alcangam valores médios de 2116 e
27+7 pg/mL em cadelas ndo gestantes e gestantes, respectivamente (LUZ et al.,
2006).

2.5. Atuacao dos receptores hormonais no periodo peri-implantagao da

gestacao canina

Os receptores hormonais sédo proteinas que contem sitios especificos de
ligacao. Essas ligagdes modificam a conformagao do receptor, iniciando a sintese
de RNA mensageiro especifico, que é translocado ao citoplasma, onde ha sintese
de uma proteina especifica, a qual promove uma resposta celular (GONCALVES
et al, 2007).

Os hormoénios esteroides sdo produzidos por células presentes no ovario,
sendo o estrogeno de origem folicular e a P4 produzida pelo corpo luteo (CL)
(SCHANS e BERESKA, 2002). Enquanto, os horménios esteroides sao
classificamente descritos como estimuladores da expressao génica por atuarem
na regulacdo dos genes endometriais ha indicios que esses podem também inibir
genes especificos (LESSEY et al., 2006).

Os receptores nucleares possuem 6 regides distintas (A-B-C-D-E-F). A
regidao C corresponde ao dominio ligante ao DNA e a regido E é a regido de
dominio de ligagédo, que € conservada evolutivamente. Os receptores de
hormonios esteroides sao distintos de outros receptores hormonais, incluindo a
natureza de suas ligagcdes e suas associagbes com proteinas, sendo um dos
fatores importantes na acédo hormonal (MOSSELMAN, 1996).

Os receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR) apresentam
localizagcdo nuclear, possuindo, portanto, arquitetura semelhante. Os receptores
possuem 03 dominios independentes que apresentam diferentes funcbes. A

terminacdo NH2 ou dominio A/B é a regidao envolvida em integracdo proteina/



proteina e atuagdo transcricional dos genes-alvo, sendo ativado
independentemente do ligante (A-F1) O dominio de ligaggo PBD ou C,
desempenha um importante papel na dimerizagdo e ligacdo dos receptores a
sequencias de DNA especificos e o dominio DEF ou de acoplamento ao ligante,
dimeriza o receptor, realiza translocagao nuclear e a transativagdo da expressao
gene-alvo. Possui fungéo ativa dependente do ligante AF-2. (Fig. 1) (SERAFINI,
2007).

A/B C |D E | F

AF -1 DNA Ligante AF -2

Figura 1: Estrutura dos receptores de esteroides. Fonte: Gongalves, 2007.

2.5.1.- Receptores estrogénicos (ER-a. e ER-B)

Em animais adultos, os receptores estrogénicos (ER) s&o expressos em
células epiteliais e estroma de utero e vagina, sendo um hormdnio obrigatorio para
a morfogénese epitelial normal, a citodiferenciacado e atividade secretéria desses
orgaos (COKE, 1998), como também é considerado um indutor da proliferagao da
glandula mamaria, através da mitogénese epitelial mediada indiretamente.

Os receptores estrogénicos atuam via dois tipos de receptores (alpha e
beta) e influenciam diretamente a proliferagdo, diferenciagédo e desenvolvimento
folicular. Esses 02 tipos sao codificados por genes diferentes e possuem grande
homologia na regido de ligacdo ao DNA, mas diferem na regido D-E-F e na regido
A-B (GONCALVES, 2007).

A presenca de ER-a e ER- B em um mesmo tipo celular pode gerar homo
ou heterodimerizagdo, ja em tipos celulares diferentes formam apenas
homodimeros, sendo assim uma a¢cao moduladora entre os 2 receptores nao €

possivel, logo agentes paracrinos podem estar envolvidos (GONCALVES, 2007).



O ER-a e ER- B medeiam as agdes do estrégeno, regulando a transcricdo
dos genes alvo, sendo que a maioria dos tecidos do trato reprodutor feminino
expressam tanto ER-a quanto ER- B e o nivel de expressao destes receptores
podem desempenhar um papel importante na mediagdo da acdo do estrogéno
(GONCALVES, 2007).

Receptores de estrogeno foram identificados em tubas uterinas de
macacas, sendo demonstrados em maior quantidade na fase folicular do que na
fase lutea. Na fase folicular, provavelmente estdo associados com a proliferagao e
diferenciagao das células da tuba uterina, ja durante a fase lutea, os niveis baixos
foram correlacionados com atrofia na tuba uterina (WEST e BRENNER, 1983).

Em cadelas, a expressao nuclear de ER e PR no epitélio, estroma e células
musculares lisas dos cornos uterinos € maior durante proestro, correlacionando-se
positivamente com o 17-beta- estradiol e P4 (VERMEIRSCH et al., 1999).

Lessey et al. (2006) observaram em seu estudo que o estrégeno parece
inibir a expressao de proteinas especificas, sendo que o ER-a excessivamente
expresso na fase lutea, pode ser prejudicial ao desenvolvimento da receptividade
uterina relacionando-se a infertilidade em humanos. Também foi observado que o
ER-a aumenta em resposta ao estrégeno durante a fase proliferativa e diminui em
resposta a P, durante a fase secretéria.

Estudos realizados com ratas knouckout para ER- o, foram observados
ciclos irregulares, infertilidade (GONCALVES, 2007), déficit na estratificagdo do
epitélio vaginal, maior agressividade, alteragdo no comportamento de copula,
modificagdo no comportamento materno, diminuicdo no numero de filhotes e
aumento no numero de infanticidio (OGAWA et al., 1998), evidenciando a
importancia desse receptor no ciclo reprodutivo e mais especificamente como
mediador de respostas no epitélio vaginal e uterino.

O papel de ER-a no desenvolvimento do trato reprodutivo tem sido
documentado por varios anos, enquanto a presenca de ER-B € um achado mais
recente (OGAWA et al., 1998). Embora multiplas isoformas do mRNA para ER- 3
terem sido detectadas e caracterizadas, pouco se sabe sobre a regulagdo da

expressao da isoforma B e sua significancia funcional.



O ER- B parece ser importante na fungao ovariana de varios espécies. A
deteccdo da presenga de ER- 3 em células endoteliais, pode ser um indicativo da
importancia deste receptor na intensa vascularizagdo que ocorre durante a
formacao do CL (CARDENAS et al., 2001).

Kuiper et al. (1998) observaram em ratos que os subtipos de ER sao
expressos em diferentes tipos celulares, suportando a hipétese de que o ER pode
ter diferentes fungdes biolégicas. Em estudos realizados com ratas knouckout para
ER- B foram observadas ovarios pequenos, desenvolvimento folicular deficiente,
numero de corpos luteos reduzidos e fertilidade comprometida (GONCALVES,
2007).

Em estudo realizado por Hou et al. (1993) a expressao de ER em embrioes
de ratos diminuiu, sendo indetectaveis na fase de moérula. Baseado nisso, o
estrogeno aparentemente € um importante regulador no processo do
desenvolvimento embrionario. Esse receptor inibe as enzimas aromatases, fato
que pode bloquear o desenvolvimento embrionario. Dessa forma, a fungcdo do
estrogéno no embrido pode ser o de estimular ndo s6 o desenvolvimento inicial
(HOU et al., 1996) como também prepara-lo para a implantagdo, desde que

também ja foi detectado em trofoblasto.

2.5.2. Receptor de progesterona (PR)

Na maioria dos mamiferos a P4 age tanto de forma direta como indireta na
manutengdo do CL. A concentragdo de P4 no soro de cadela gestante e nado
gestante nao diferem de forma significativa; entretanto, a expressdao dos
receptores uterinos para P4 provavelmente diferem (SPENCER et al., 2007). Os
efeitos bioldgicos da P4 sdo dependentes da expressao dos receptores de P, e
esses receptores variam durante a gestacdo de uma forma espécie-especifica.

Nas fémeas ovinas prenhes e ciclicas, a expressdao do PR no endotélio
luminal e no epitélio glandular superficial provou se correlacionar negativamente
com as concentracdes de P, em mulheres a diminuicdo dos receptores de P4 é

simultdnea ao desenvolvimento dos pinépodes, ou seja, dos microvilos utilizados



na fixacdo do blastocisto. De maneira semelhante, uma influencia negativa da P4
nos respectivos receptores tem sido descrita em caes e em outras espécies (LI et
al., 1992).

Vermeish et al. (1999) avaliou a presenca de PR em cadelas gestantes e no
periodo pos parto. Esses receptores foram localizados no nucleo das células do
estroma e do miométrio uterino, estando ausente nas células epiteliais. O autor
sugeriu uma acgao indireta desses receptores nas células epiteliais via células do
estroma. Neste estudo, ndo foi observadas diferenga na expressao de PR em
tecido uterino de cadelas gestantes e no pos parto, acreditando-se que o aumento
na proporcao serica de estrogeno e P4 seja mais importante do que o declinio
dos receptores.

A queda acentuada na concentragcdo de P4, durante o parto nas cadelas,
resulta no aumento da propor¢ao E,/P4 0 que provavelmente € a maior causa do
deslocamento placentario, dilatacdo cervical e aumento da motilidade uterina. E
conhecido que a proporcdo EyP, produz diferentes efeitos nos receptores
glandulares em comparagdo as células do estroma. As células epiteliais
provavelmente sdo mais sensiveis a down regulation de seus receptores do que
as células do estroma.

Em ratas knouckout para PR foi observado desenvolvimento folicular
normal, porém sem ocorréncia da ovulagdo (GONCALVES, 2007). No utero foi
notada auséncia da implantacao devido a inibicdo ao estimulo decidual (LYDON et
al., 1995) e hiperplasia uterina pela acao estrogénica proliferativa.

A menor expressdo de ER e PR em tecido uterinos ocorreu no inicio do
diestro, correlacionando-se com o pico de P4 sérica (DE COCK et al.,, 1997;
VERMEIRSCH et al.,, 2000). Em geral, as concentragdes de PR s&o baixos
durante o anestro, provavelmente devido ao baixos niveis de estradiol no plasma
(REHM et al., 2007).

A intensa coloragdo nuclear para PR em células da decidua reflete a
importancia da P4 no processo de decidualizacdo, porém ER-a e PR nunca foram
observados na parte fetal da placenta canina, o que implica que tanto o estrégeno
quanto a P4 n&o regulem diretamente os tecidos fetais placentarias. Do dia 23 a 41



de gestacdo, os niveis séricos de estrégeno e P4 sao relativamente constantes
(ENGLAND, 1998) e nenhuma alteragdo na expressao desses receptores no utero
de cadela foi observada.

Receptores de P, foram expressos em embrides de suinos na fase de duas
células, estando ausente na fase entre cinco a oito células e ndo sendo
detectados em morula e blastocisto. Estes resultados indicam que os efeitos da
RP sobre a embriogénese parecem ser indiretos, talvez através da regulagdo
desses receptores por fatores de crescimento produzidos pelo trato reprodutivo
materno (YING et al., 2000)

Em estudo realizado por Hou et al. (1997), a expressdo de PR nao foi
detectado nos estagios iniciais do embrido de ratos, sendo somente detectados no
estagio de blastocisto. A transicdo da fase de moérula para blastocisto exige
alteragdes na expressdao génica, e na formacao de blastocistos tardios ha

alteracdes na sintese e secrecao de proteinas especificas.

2.5.3. Receptor de ocitocina

A liberacdo e o equilibrio participativo entre diferentes horménios, incluindo-
se P4, prolactina, relaxina e estrogeno garantem a manutengao e a progressao da
prenhez nas cadelas. Ja o desencadeamento do parto ocorre pela agao conjunta
da P4, do estrogeno, bem como da ocitocina (MITCHELL et al., 1997).

A ocitocina quando liberada na circulacdo causa contracdo do miométrio
durante o parto e liberacdo do leite na lactacdo (MITCHELL et al., 1997). A
sensibilidade miometrial a ocitocina € importante na contragdo uterina, pois tal
horménio ¢é liberado em resposta a pressdo fetal na cérvix ou vagina
(CONCANNON, 1986). Varios estudos demonstram que a sensibilidade do
miométrio a ocitocina aumenta durante o parto, como resultado do aumento da
concentracdo do receptor de ocitocina e da concentragao local deste hormdnio
(FUCHS et al., 1983; WU et al., 1992).

A ocitocina estimula a contracdo do miométrio por dois mecanismos

paralelos. O primeiro envolve a agao direta do receptor de ocitocina nas células do



miométrio, resultando na mudanga da concentracdo de calcio intracelular e no
aumento da contratilidade uterina (CHALLIS e LYE., 1994). O segundo
mecanismo envolve a estimulacdo indireta da contragcdo uterina por meio da
sintese de prostaglandina pelo endométrio (FUCHS et al., 1983; RIEMER et al.,
1986).

Klarenbeek et al (2007) demonstraram que as concentragdes de ocitocina
em cadelas no final da gestagdo permanecem baixas podendo oscilar e aumenta
somente no estagio expulsivo do parto, mas ndo necessariamente no momento da
expulsdo fetal, o que sugere que a ocitocina circulante apresenta influencia
minima para o inicio do parto em cadelas.

A liberacéo de prostaglandina é regulada principalmente pelo estrogeno, Py
e ocitocina (OT) (SPENCER et al., 1996). Para modular as respostas uterinas para
OT, os hormdnios esterdides ovarianos, estrogénio e P4, regulam o receptor de
ocitocina (OTR) e a expressao do gene no epitélio do endométrio (MCCRACKEN
et al., 1984). A P4 inibe a sintese OTR no endométrio por 10 a 12 dias, um
fenbmeno denominado "bloqueio de P4". No entanto, a exposi¢ao continua do
endométrio a P4 gera down-regulation na expressado de receptor de progesterona
(PR).

Na auséncia de PR suficiente, o epitélio do endométrio expressa receptor
de estrégeno (ER), o que aumenta a expressdo de OTR em resposta ao estrogeno
(SPENCER et al., 1995). Os aumentos de OTR ocorrem em ovelhas ciclicas
quando os niveis de ER estdo aumentados e os niveis de PR diminuidos no
epitélio do endométrio.

Ocorre um rapido aumento de OTR quando a P4 circulante diminui a niveis
basais no diestro final e o estrogeno folicular aumenta durante o proestro e estro
(WATHES e HAMON, 1993). Logo, o estrégeno regula a expressdo de OTR,
enquanto a ocitocina, agindo através de seus receptores , induz a liberagao
pulsatil de prostaglandina (PGF2a) (HIXON e FLINT, 1987). O estrogeno também
estimula os eventos mediados pela OT, pois assegura um pulso frequente de

PGF2a, necessario para lutedlise.



A expressao diferencial de OTR durante invasdo embrionaria / placentagao
no utero sugere um potencial papel da OT no processo de implantagdo .
(BERETSOS et al., 2006).

Em estudo sobre a deteccdo de OTR em embrides de ratos, observou-se
que a expressao desse receptor diminuiu gradualmente apds a fase de quatro
células. De acordo com este estudo, o desenvolvimento embrionario parece estar
relacionado com a baixa expressao de OTR. Este receptor seria produzido pelo
blastocisto durante a sua presengca no utero, o que pode representar um
mecanismo acessorio em potencial para o embrido controlar a receptividade do
endométrio, como também para prevenir o desenvolvimento do mecanismo
luteolitioa endometrial exercida pelo sistema OT-OTR (BERETSOS et al., 2006).

2.6. Atuacao do fator inibidor de leucemia (LIF e LIF-R) e da OPN no periodo

peri-implantagado da gestagao canina

As citocinas interagem com a esteridogénese de uma maneira sistémica e
complexa. Evidéncias sugerem que a citocina produzida pelo endométrio e
blastocistos participariam do mecanismo de interagdo entre embrido e utero,
juntamente com varias outras citocinas, fatores de crescimento transformante
(TGF) e moleculas de aderéncia que iniciam o processo de implantacéo, logo a
interacdo materno fetal seria composto de complexas interagdes de citocinas que
modulam seletivamente o dialogo imunologico (CHAOUAT et al., 2004).

Além desses, diversos elementos ainda estdo associados a sinalizacao
uterina para que a gestagdo seja reconhecida. As integrinas sao fatores
responsaveis pela interagdo entre a matriz extracelular (ECM) promovendo a
sinalizagao celular as células epiteliais uterinas e trofoderma, sendo que algumas
delas em humanos sao consideradas marcadores da receptividade uterina para a
implantagdo quando o endométrio encontra-se sobre a influéncia da Ps. A
expressdo de componentes da ECMs, como as osteopontinas (OPN) também
parece estar ligada a implantagédo (SPENCER e BAZER, 2004).



2.6.1. LIFeLIFR

A citocina “fator inibitério da leucemia - LIF” foi inicialmente reconhecida,
como um fator capaz de induzir a diferenciagcdo de macréfagos da linhagem de
células leucémicas mieloides. Entretanto, sabe-se atualmente que o LIF tem
atuacao pleiotropica relacionada a proliferagao, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular em diversos sistemas, como imunoldgico, nervoso, cardiaco e reprodutivo
(OZAKI e LEONARDI, 2002).

O receptor LIF (LIF-R) esta expresso tanto no endométrio como no oécito
humano, e também é secretado pelas células do oviducto. Durante a fase lutea
inicial ocorre 0 aumento da sintese e de secrecao de LIF pelos pinopddios
(KABIR- SALMANI et al., 2005), sendo proposto que o LIF é essencial para o
sucesso da implantacdo no homem, suino, ovinos, e primatas (MODRIC et al.,
2000), desempenhando um importante papel na fase peri-implantacdo (CULLINAN
et al., 1996). Estudos em ratos e humanos sugerem que o LIF esta no topo das
moléculas que expressam a resposta materna a implantagdo (RED-HORSE et al.,
2004).

O LIF tem sido detectado no fluido folicular, correlacionando-se
positivamente com 17b-estradiol, o que gera a hipotese de que esta citocina ndo
s6 participe dos processos de diferenciagcao celular, mas também na maturacéo do
o6cito e nos primeiros estagios da gestacdo. E provavel que LIF promova a
expressao de proteinas celulares superficiais em embrides as quais facilitariam a
sua ligacao as integrinas endometriais no momento da penetragéo do trofoblasto
(REINHART et al., 1998)

O papel do LIF na interface materno-fetal apds a implantacéo ainda nao é
esclarecido, sabe-se que ele regula o crescimento e diferenciagdo do trofoblasto e
proliferagdo endometrial (KOJIMA et al., 1994; REN et al., 1997), o que leva a
resultados contraditorios da participagdo do LIF na continuagdo da gestagao. No
entanto, em vista da significativa expressao e possivel fun¢ao de LIF relacionados
a placenta durante a gestagao, continua ser prematuro concluir que a agao LIF é

totalmente desnecessaria apds a implantagao.



De acordo com Chen et al. (1999), o LIF é essencial para a implantagéo do
embrido de ratos e humanos, podendo também exercer uma funcdo previa a
implantagdo, uma vez que as transcricdes LIF e LIF-R foram detectaveis em
embrides de camundongos e humanos nas fases iniciais de desenvolvimento
(CHEN et al., 1999) e ratas Knouckout para LIF sao férteis, mas seus blastocistos
ndo implantam a menos que sejam tratados com LIF (STEWART et al., 1992).

A transcricdo de LIF-R se evidencia durante as fases de morula e de
blastocisto indicando que o LIF embrionario pode agir de maneira paracrina no
desenvolvimento do blastocisto (LEI et al., 2004). Nos trabalhos de Schafer-Somi
et al., (2008) foi detectado RNAm para LIF em embrides caninos de 10 e 12 dias;
um importante efeito do LIF foi verificado na promocdo do crescimento e
desenvolvimento embrionario. O LIF provavelmente exerce um papel importante
durante a invasao e implantacdo de embrides mamiferos e sua expressdo pode
ser direta ou indiretamente dependente do efeito bioldgico da ligacéo da P4 e seu

receptor.

2.6.2. OPN

Osteopontina (OPN) é uma glicoproteina da matriz extracelular (ECM) que
€ secretada pelo epitélio glandular no momento da implantagdo. A OPN se liga a
varios heterodimeros das integrinas, promovendo adesao, difusdo e migragao
celular Algumas hipéteses correlacionam a ligagdo entre OPN e integrinas como
responsavel pela estimulagdo de mudangas morfolégicas das membranas extra-
embrionarias do concepto, induzindo a ades&do entre epitélio luminal e
trofoectoderme essencial para a implantagao e placentagdao (APPARAO, 2003).

Os estudos iniciais relacionados a OPN foram realizados com intuito de
identificar essa glicoproteina na matriz mineral 6ssea bovina (FRANZEN e
HEINEGARD, 1985). Posteriormente foi descrita em uma variedade de 6rgaos e
secregdes de diversos tecidos: trato gastro intestinal, tireoide e rim (YOUNG et al.,
1990, GABLER et al., 1999).



Em um extenso estudo realizado por Brown et al. (1992), relacionado a
expressdo de OPN em tecidos humanos, outros orgdos também apresentaram
essa glicoproteina como um constituinte majoritario da superficie luminal das
células epiteliais, tais como: pancreas, trato urinario, trato respiratorio, testiculo,
ovarios, tuba uterina, utero e placenta humana.

Em ovinos, as OPNs interagem com receptores da superficie celular, sendo
identificadas no lavado uterino (JOHNSON et al., 2003), sugerindo que ha um
papel importante desse fator na regulacdo da implantacdo do concepto
(SPENCER e BAZER, 2004).

Transcricdes especificas de osteopontina foram detectadas em células da
tuba uterina bovina pela tecnica de RT-PCR e foi observado a presenca desta
glicoproteina durante todas as fases do ciclo estral bovino, de forma nao
significativa, porém, com tendencia estatitica em ser maior no inicio da fase lutea
e inferior antes da ovulacdo, revelando novamente a tuba uterina como um local
de sintese de osteopontina e integrinas.Gabler et al. (2003) confirmaram que a
presenca tanto de isoformas de osteopontina, como de integrinas na tuba uterina
bovina e que a interacao entre elas exerce um papel funcional na fisiologia normal
da tuba uterina, afetando as interagées entre os gametas, embrides e epitélio
uterino.

A presenca de osteopontina na zona pelucida (ZP) de ambos os odcitos
bovinos imaturos e maduros sugerem que in vivo, ha acumulo de OPN no embrido
€ possivel, tanto pela sua presenca no fluido da tuba uterina, como pela sua
presenga no endométrio (GABLER et al., 2003).

Glicoproteinas especificas tém sido purificadas a partir da tuba uterina e
demonstram in vitro que possuem efeitos positivos sobre capacitacao
espermatica, penetragdo do espermatozoide no odcito e desenvolvimento do
embrido. O cenario atual revela que alguns componentes da tuba uterina fornecem
um sistema a prova de falhas para assegurar a fertilidade in vivo, ressaltando que
0 sucesso deste processo nao depende apenas de um unico componente
(KILLIAN et al., 2004).



Estudos em primatas, porcos, ovelhas e roedores tém revelado que OPN é
um constituinte importante do microambiente uterino e placentario, atuando como
um componente do histiotrofoblasto, sendo necessaria a adeséo e transducéo de
sinal na interface utero-placentaria durante a gestagdo. Também sendo um gene
expresso pelo estroma uterino contribuindo para uma decidualizagao e regulando
a produgao de citocinas. (JONHSON et al., 2003)

Em coelhos a OPN ¢é expressa de uma forma fase especifica pelo
endomeétrio correlacionando-se com o periodo peri-implantacdo, com a invaséo do
blastocisto e placentagcdo. Estudos em humanos evidenciaram a expressédo de
OPN no epitélio glandular da fase luteal sendo esta regulada pela P4.

Em embrides de ratos, a OPN é expressa na massa celular interna de
blastocistos iniciais, onde pode ser regulada por fatores de transcricdo mas é
indetectavel no embrido apds 5 dias de fertiizacdo. Em contraste com os
resultados obtidos em ratos e humanos, a OPN n&o é expressa em embrioes de
suinos e ovinos (JONHSON et al., 2003).



Objetivos Gerais:

X/

<> Investigar a expressao génica dos genes canditados (ER- a, ER- B, PR,
OTR, LIFR, OPN e LIF) em tecido materno e embridées durante a gestagao canina

e diestro ciclico inicial

<> Avaliar o perfil proteico do lavado tubarico e uterino durante a gestacéo da

cadela e diestro ciclico inicial

X Avaliar a ultraestrutura de tubas, utero e embrides durante a gestacéo da

cadela e diestro ciclico inicial

Objetivos Especificos:

X/
A X4

investigar a expressao génica dos genes canditados (ER- a, ER- 8, PR, OTR,
LIFR, OPN e LIF) em trés diferentes fases embrionarias: mérula, blastocisto e

embrides recém-implantados

¢ investigar a expressao génica dos genes canditados (ER- a, ER- B, PR, OTR,
LIFR, OPN e LIF) em tecido uterino e tubas uterina no periodo peri-

implantacéo.

«+ Comparar os resultados obtidos na expressao génica de genes canditados em
tecidos uterinos e tubas uterinas de cadelas gestantes (grupo experimental) e

cadelas ndo gestantes (grupo controle).

% Realizar a caracterizagcao eletroforética do perfil protéico de lavados de
secrecgdes tubarica e uterinas em cadelas ndo gestantes no periodo de diestro
inicial (grupo controle), em cadelas gestantes no periodo peri-implantagao.



« Analisar a ultra-estrutura de embridoes nas fases de moérula e blastocistos

+« Analisar a ultra-estrutura de utero (endométrio) e tuba uterina de cadelas nao
gestantes no diestro inicial (grupo controle) e em cadelas gestantes no periodo

peri — implantagéo.



3. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizada no Laboratério de Reproducédo de Pequenos Animais
e Silvestres (REPAS), e no Laboratério de Endocrinologia da Reprodugao do
Departamento de Reprodugao Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria, UNESP, Botucatu e no Laboratorio de Rotina em Histologia
do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu. Esta
pesquisa foi aprovada pelo comite de ética da faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia- UNESP- Botucatu em 31/03/2009, tendo como numero de processo
16/2009-CEEA.

3.1. Selegao dos animais:

Foram utilizadas 24 cadelas, sem raca definida, médio porte, com idade entre
01 e 6 anos, pesos equivalentes, boa condi¢ao de saude, com histérico de
fertilidade comprovada, atendidas no Ambulatério de Reprodugao de Pequenos
Animais ou pertencentes a Associagado de Prote¢cdo aos Animais (APA) da
cidade de Botucatu, cujos proprietarios tinham interesse em realizar a

ovariohisterectomia (OHE) eletiva.

As cadelas foram submetidas a um exame clinico geral para averiguagao
do estado de saude, ao exame ginecoldgico completo e ao exame de citologia
vaginal para a determinagao da fase do ciclo estral. Apds esses procedimentos foi
coletada amostra sanguinea para realizagao de hemograma completo e dosagem
de P4 sérica.

Foi selecionado também um macho adulto saudavel, médio porte, sem raca
definida, com aproximadamente 5 anos, com teste negativo para Brucelose e

Leptospirose, como doador de sémen.



3.2. Verificagao do estado clinico e acompanhamento do ciclo estral:

3.2.1. Analise hematolégica:

As amostras sanguineas foram colhidos pela de pun¢ao da veia jugular.
Cerca de 1 a 2 mL de sangue foram colocados em tubos com EDTA, para a
realizacdo de hemograma completo, utilizando método automatizado com estudo
morfolégico em esfregagos corados. Foi realizada contagem leucocitaria,
diferencial e plaquetaria. Os valores de referéncia foram os adotados pelo
Laboratério Clinico do Hospital Veterinario-Unesp/ Botucatu. As amostras de
sangue para os hemogramas foram coletados no dia do exame clinico e no dia
anterior a OHE. Apds este procedimento, as fémeas foram desvermifugadas e
realizou-se o controle de parasitas externos (carrapatos e pulgas) quando

necessario.

3.2.2. Estimativa do momento de ovulagao:

A ovulacao foi estimada baseando-se na concentragcao sérica de P4 € no
exame de citologia vaginal. No momento em que a porcentagem de células
superficiais foi igual ou superior a 90% na citologia vaginal e a concentragéo de P4
estava entre 4 a 10 ng/mL, foi considerado o momento correspondente a
ovulacgao (dia +2 da onda pré-ovulatéria de LH), segundo preconizado por Hase et
al. (2000) e Jonhston et al. (2001).

3.2.3. Citologia vaginal:

Os exames citologicos foram realizados com o uso de escova ginecoldgica.
As laminas foram coradas pelo método Pandtico (Pandtico Rapido®, Laborclin,
Pinhais, Parana, Sao Paulo) e a identificagao dos tipos celulares foram baseadas
nos critérios adotados por Johnston et al. (2001), ou seja, na porcentagem de
células superficiais sob microscopia de luz (aumento de 200x) para animais em

fase folicular e na auséncia desse tipo celular para animais em diestro e anestro



(Figura 4). A citologia vaginal foi realizada em dias alternados do inicio do

proestro/ estro (Figura 2 e 3) até o a detecgdo do primeiro dia de diestro.

= P
9"0

Figura 2: Citologia vaginal da fémea 5 (foto 1) , aumento de 400 x. Presenga de
células parabasais (a) e intermediarias (b), indicando proestro no aumento de
1000 x (foto 2).

s -
Figura 3: Citologia vaginal da fémea 5, aumento de 400 x (foto 3). Presenga de

células superficiais (c) e escamas (d), indicando estro, no aumento de 1000 x (foto
4).

5 6

Figura 4: Citologia vaginal da fémea 5, aumento de 400 x (foto 5). Presencga de
células parabasais (e) intermediarias (F), indicando diestro, no aumento de 1000 x
(foto 6)



3.2.4. Dosagem de P, sérica:

Foram retirados em média de 5,0 mL de sangue com seringas de 10,0 mL
e agulhas 30x 8 através de pungao da veia jugular. O sangue foi centrifugado
(Centrifuga Excelsa Baby Il- Modelo 206-R®, Fanen, S&o Paulo, Brasil) por 10
minutos para obtengdo do soro. Foi realizada uma primeira dosagem de P4 sérica
em um laboratério particular (Laboratério Alvet Cascavel- PR) com intuito de
predizer o momento das ovulagdes através da técnica de quimioluminescencia.
Dosagens posteriores de P4 foram realizadas pela técnica do radioimunoensaio
(RIE) em fase sdlida, sem extragdo quimica ou processo de purificagdo, através
da utilizagdo de Kits comerciais (Coat- Count Kit, Diagnosis Products Corporation,
Los Angeles, CA, USA).

A dosagem de P4 foi realizada, em dias alternados, a partir do momento em
que as células superficiais atingiram 80% no exame de citologia vaginal, até a
realizacdo da OHE. Valores de P4 sérica de cadelas em relagdo ao surgimento da

onda pré-ovulatéria de LH foram os mesmos adotados por Jonhston et al. (2001).

3.3. Inseminacgao Artificial:

Foram realizadas duas inseminagdes artificiais (I.A) em dias alternados
(Figura 5). A primeira inseminagao foi realizada entre os dias +1 e +2 do
surgimento da onda pré-ovulatéria de LH e a segunda inseminagao entre os dias

+3 e + 4 da onda pré-ovulatéria de LH, estimada peladosagem de progesterona.

O sémen utilizado foi coletado por manipulagao digital do pénis, utilizando
tubo de plastico de 15 ml e funil coletor. A concentragdo espermatica total foi
realizada apods diluigdo adequada e contagem em camara de “Neubauer”’, uma
concentracdo minima de 200 x10° espermatozoides totais e volume compativel ao
porte da fémea foi considerado. O sémen foi diluido em meio composto por TRIS/
sem glicerol (Tabela 1) de acordo com Norton modificado por Chirinéa et al.
(2004).



Tabela 1- Composicao de meio TRIS/ sem glicerol (Chirinéa, 2004). Botucatu,
2012.

Composicao do meio utilizado Medida
TRIS 39
Acido Citrico 1,79
Frutose, 1,259
Sulfato de Amicacina 0,020g
Gema de Ovo 20mL
Agua Destilada 80mL

3.4. Divisao dos grupos experimental e controle:

As cadelas foram divididas em 02 grupos:

GRUPO | (Experimental) — 19 cadelas inseminadas, via vaginal, com sémen
fresco, sendo:

s Grupo lA: constituido de 05 fémeas inseminadas e submetidas a OHE no
12°dia ap6s a onda pré-ovulatéria de LH, ou no 8° dia apds a primeira

inseminagao, com a finalidade de coletar embrides em estadio de moérula.

% Grupo IB: 05 cadela inseminadas e submetidas a OHE no 16°dia da onda pré-
ovulatéria de LH ou 12 dias apds a primeira inseminacgédo, com a finalidade de

obter embrides em estadio de blastocisto (inicial, expandido e eclodido).

% Grupo IC: 05 cadelas inseminadas e submetidas a OHE no 25°dia da onda
pré-ovulatéria de LH, ou 21 dias apds a primeira inseminagao, com a finalidade

de obter embrides recém-implantados.



% Grupo ID: 04 cadelas submetidas a cesariana e em seguida castradas. O
material coletado dessas fémeas foram utilizados somente para a avaliagao do

estudo da expresséo génica dos genes alvos em tecido tubarico e uterino.

GRUPO Il (Controle) - 05 cadelas, ndo inseminadas e submetidas a OHE na fase

inicial do diestro - 12 dias apds a onda pré ovulatéria de LH.

3.5 Ovariohisterectomia (OHE):

As medidas pré-operatorias adotadas incluiram: jejum sélido de 12 horas e
jejum hidrico de 3 horas. O procedimento anestésico consistiu em: 0,05 mg/Kg
acepromazina e 0,5 mg/Kg morfina, por via intramuscular como medicagao pré-
anestésica e apos 10 minutos foi realizada aplicagao de 5 mg/kg cetamina e 0,25
mg/Kg de diazepam, por via intravenosa e manutencdo da anestesia inalatoria

com isofluorano.

Como terapia pos-operatdria foi recomendado 0,1 mg/Kg de meloxican
durante 2 dias e antibioticoterapia convencional. A técnica de castracdo sem
pingas foi utilizada, no intuito de preservar ao maximo os ovarios, tubas uterinas
eutero, para a lavagem cuidadosa e a recuperagado de estruturas embrionarias.
Para a realizagcdo da OHE, foram utilizados os mesmos protocolos anestésicos,
tratamento pds-operatério, antibioticoterapia e tratamento da ferida cirdrgica
padrdo, a menos que ocorresse alguma intercorréncia que indicasse outro

procedimento.



Acompanhamento do ciclo estral da cadela

Citologia vaginal X Dosagem de
progesterona sérica

¥

Presenca de células superficiais +  progesterona sérica em torno de 4 ng/ml

-

| Dia +2 ou dia da ovulagéo |

2

| Primeira inseminagao

Segunda inseminagéao |

Determinagéo do grupo
e subgrupo da fémea

¥

Determinagao do dia
da OHE

| Intervalo de 48 horas

Figura 5: Esquema utilizado para realizagéo das inseminagoes artificiais

3.6 Coleta, quantificagao e classificagao das estruturas embrionarias:

Apés a OHE, as tubas uterinas e utero (Figura 6, 7, 8 e 9) foram
devidamente isolados e os lavados foram realizados nas tubas uterinas (Figura
10), cornos e corpo uterino (Figura 11) nos dois grupos (Gl e Gll) pelo método de
flushing uterino (DERUSSI et al., 2008).

As tubas e utero foram lavados cuidadosamente para a recuperacdo de
embrides com solugdo PBS (DMPBS- Flush®, Nutricell, Campinas, Sdo Paulo),
acrescida de heparina. Foram realizadas duas lavagens, uma em cada um dos
cornos uterinos, uma em sentido cranio-caudal e outra caudal-cranial. Apds esse

procedimento foi realizada a abertura cuidadosa do corpo e cornos uterinos, que




foram novamente lavados, utilizando uma seringa de 10 mL adaptada a uma
sonda uretral felina (Tomcat®, Provar, Sao Paulo, Brasil). Apds delicada
dissecacdo da porcado do infundibulo das tubas uterinas, com a preservacido da
jungao utero-tubarica e a porgéo inicial dos cornos, foi realizada a lavagem das
tubas uterinas também em ambos os sentidos

Em seguida os lavados foram transferidos para placas de Petri contendo
meio PBS (Nutricell) e as placas foram previamente identificadas com o nome da
por¢cao correspondente, sendo observados em estereomicroscépio (Leica MZ
12,5®, Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha) para a contagem, avaliagao
morfologica das estruturas e classificagdo dos embrides quanto ao estadio de
desenvolvimento em: mérula compacta (Mc) (Figura 12), blastocisto inicial (Bi),
blastocisto expandido (Bx) e blastocisto eclodido (Be) (Figura 13). O indice de
recuperacao embrionario foi calculado através do valor total de embrides obtidos

em todos os grupos , dvidido pelo numero total de copos luteos x 100).

Figura 7: Identificacdo da

Figura 6: Técnica de OHE tuba uterina na femea 36

realizana na fémea 36

Figura 8: Separagdo de cornos,

tubas e ovarios na femea 22 Figura 9: Identificagdo o corno

uterino, em destaque vesicula
embrionaria com 22 dias na
femea 09



3.7 Separacao das amostras de acordo com a atividade experimental:

3.7.1. Expressao Génica:

3.7.1.1. Obtencdao e armazenamento das amostras para avaliagao de
expressdao génica de embrides e tecido materno, através da avaliagao
quantitativa da expressao génica por Reagdao em Cadeia da Polimerase em

Tempo Real ap6s Transcricao Reversa (QRT-PCR).

Ap0ds o procedimento de coleta embrionaria, foram seccionados fragmentos
da parte média do corno uterino, vesiculas embrionarias (Figura 14) e tuba uterina
direita de todos os grupos (grupo IA, IB, IC, ID e Il) e uma amostra de 100 mg de
cada, foi armazenada em tubos criogénicos de 7,5 mL. (TPP, techno plastic
products AG, Zollstr, Suica). Esses criotubos apds identificacdo foram
armazenados em racks e congelados a -80°C.

Os embrides de cada animal, apds o processo de identificagcdo e
classificagdo do estadio de desenvolvimento, foram lavados em PBS. Em seguida
foi formado um pool de embrides por fémea (cada fémea produziu pelo menos 5
embrides). Cada pool foi considerado uma unidade experimental perfazendo um
total de 15 unidades experimentais no grupo I. Os embrides coletados foram
agrupados em 0,5 mL de solugdo de RNA later ® (RNA stabilization Reagent,
Quiagen, UK) e acondicionados em tubos criogénicos de 7,5 mL previamente

identificados e congelados a -80C.

3.7.1.2. Extracao do RNA de cornos uterinos, vesiculas embrionarias e tubas

uterinas:

No momento da extragao de RNA, tanto a aliquota do corno uterino direito
quanto da tuba uterina direita de cada fémea, previamente congelada em
nitrogénio liquido, foram homogeneizadas separadamente com homogeneizador
de tecidos (IKA UltraTurrax/T-25) em 1 mL de TRIzol (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA). O material insoluvel resultante da homogeneizagdo foi



retirado por centrifugacédo a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C. Essa solugéo foi
coletada e transferida para um tubo de 1,5 mL e incubada durante cinco minutos a
temperatura ambiente para permitir a completa dissociagdo dos complexos
nucleos/protéicos.

Apos esse periodo, foi acrescentado 0,2 mL de cloroférmio, por mL de
TRIzol utilizado, homogeneizando vigorosamente e incubando novamente, desta
vez, por trés minutos a temperatura ambiente. Apds essa segunda incubagao o
material foi centrifugado a 12000 x g por 15 minutos a 4°C.

Para a precipitacdo do RNA, a fase aquosa formada, apds a
centrifugacdo do material, foi separada e precipitada por intermédio da incubagao
em 0,5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) por 10 minutos
a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o material foi novamente centrifugado
a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O sedimento formado foi lavado com 1 mL de
etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) e centrifugado a 7500 x g por
5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e, apds a retirada
do excesso de liquido do fundo do tubo, o pellet foi seco a temperatura ambiente
durante cerca de 5 minutos. O RNA total foi dissolvido em 30 ul de agua ultrapura,
incubado por 10 minutos a temperatura de 60°C e, finalmente, armazenado a -
80°C.

3.7.1.3. Extracao do RNA de embriées (mérulas e blastocistos):

Todos os embrides foram descongelados no mesmo dia e submetidos as
analises. Os embrides foram observados novamente em lupa
estereomicroscopica para a realizagao da lavagem com PBS livre de calcio

associado a PVP, com intuito da retirada da solugao de RNA later.

O processo de extragdo do RNA embrionario foi realizado utilizando o RNeasy
micro Kit-Quiagen (Hildesheim, Alemanha) seguindo os processos
recomendados pelo fabricante, que consistiam em adi¢cdo de 350 ul de tampao
RLT, seguindo etapa de vertes, adigao de etanol, centrifugacao por 15

segundos, descarte do conteudo, adigdo de 350 ul de tampao RW1, seguido



por centrifugagao por 15 segundos e descarte novamente. Apds esta etapa foi
adicionado 10 ul de dnase | a 70 ul de tampao RDD e incubagao de 80 ul desta
solugéo por 15 minutos a 30 C. Com etapas finais seguidas pela adi¢do de 350
ul de tampao RW1 e centrifugacao por 15 segundos com descarte do conteudo,
adicao de 500 ul de tampao RPE, centrifugagao por 15 segundos e descarte do
conteudo. Adicdo de 500 ul de etanol com centrifugagao por 2 minutos,
colocagao em novo tubo de descarte e adigdo e 14 ul de agua livre de RNA,

que corresponde ao volume final da amostra.

3.7.1.4. Quantificagcao do RNA obtido:

Foi obtida uma aliquota de 2 ul do RNA total extraido para a realizagdo da
quantificacdo de RNA. O RNA obtido da tuba, vesiculas embrionarias e utero de
todos os grupos foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm, usando-se o
fator de correcéo préprio para o RNA (40) e aparelho NanoVue Plus® (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA). Foi também determinada a razdo entre as
medidas espectrofotométricas a 260/230 nm e 260/280 nm (razdo entre a
quantidade de RNA e proteinas), o que forneceu uma estimativa da qualidade da
extracdo. O RNA embrionario nao foi quantificado, pois o valor foi extremamente

baixo para a capacidade de leitura adotada pelo aparelho.

3.7.1.5. Avaliagao da qualidade (integridade) do RNA:

Para se obter informagdes quantitativas da integridade das amostras de
RNA, foi utilizado o sistema 2100 Bioanalyzer ® (Agilent, EUA), que a partir da
analise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos, foi obtido o numero da
integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN). As amostras consideradas com
RNA integro (FLEIGE e PFAFFL et al., 2006; BECKER et al., 2010), sdo aquelas
que apresentam RIN acima ou igual a 7,0.



3.7.1.6. Tratamento do RNA com DNase:

Conforme as instrucdes do protocolo DNase | - Amplification Grade
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), o RNA total das amostras
analisadas (fragmentos uterinos e tubaricos, vesiculas embrionarias e pools
embrionarios) destinado a reacdo de transcricdo reversa (2ug/ul) foram
transferidos para microtubo estéril, onde foi acrescentado 2 uL de tampéo DNase,
2uL de DNase | (1unidade/mL) e agua destilada tratada com DEPC e autoclavada
na quantidade suficiente para completar 22uL de solugdo. Essa solugéo
permaneceu a temperatura ambiente durante 15 min e, em seguida, foi acrescida
de 2 yL de EDTA (25mM) e incubada a 65° C/10min.

3.7.1.7. Reagao de Transcri¢cao Reversa (RT):

A transcricdo reversa do RNA total obtida dos fragmentos uterinos,
tubaricos e de vesicula embrionarias foram realizadas usando o kit High Capacity
cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Aliquotas contendo 2 ug de
RNA total ao qual foram adicionado 10 pl de Randon Primers (50 ng/ul), 4 pl de
dNTP (100mM), 10 pl de tampéo de transcriptase reversa (10X RT Buffer), 5 pl de
enzima de transcriptase reversa MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL), 5
Ml do inibidor de RNase (20 U/uL) e o volume ajustado para 50 yl com agua livre
de nucleases. Cada amostra foi incubada a 25°C por 10 min e 37°C por 120 min,
seguido, da inativagdo da transcriptase reversa a 85 °C por 5 min e o produto da
reacao armazenado a -20°C.

Para a reagéo de transcrigao reversa (RT) em embrides, foi utilizado o “kit*
SuperScript Il (Invitrogen®), cujo protocolo inicia-se pela adicdo em tubo estéril de
8ul da solugdo de RNA total tratada com DNAse, 1ul de oligonucleotideo iniciador
Oligo dt (500 pg/mL), 1ul de dNTP Mix (10nM) e 3 ul de agua estéril. Essa solugao
foi incubada a 65° C por 5 minutos e, em seguida, sofreu uma segunda incubagao
em gelo por 1,5 minuto. ApOs essas etapas, foi adicionado a solugdo 4ul de
tampao “First Strand” 5X, 1yl de DTT (0,1M) e 1ul de “RNAse OUT Inhibitor”



(40unidades/pl). Na sequéncia, foi acrescido 1 ul (200 U) de SuperScript Il
(transcriptase reversa) e iniciou-se a incubacgéo, primeiramente a 50° C por 50
minutos, depois a 70° C por 15 minutos e, finalmente, em gelo por 2 minutos. As
amostras foram mantidas em gelo para utilizagdo imediata na PCR ou

armazenadas (-20° C).

3.7.1.8. Quantificagao em tempo real pela Reagcao em Cadeia da Polimerase
(RT-qPCR):

A PCR em Tempo Real foi realizada com o Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se 1 uL do
produto da RT (equivalente a 40 ng de RNA total), 12,5 uL de Power SYBR®
Green Mix (2,5X), primers “sense” e “anti-sense” (nas concentragdes otimas
previamente testadas) e agua-DEPC suficiente para um volume final de 25 ulL de
solugdo. Os primers para os genes analisados (Tabela 2) foram desenhados
através do software Primer Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e

obtidos a partir de sequéncias publicadas no GenBank (www.pubmed.com) para

garantir a especificidade das sequéncias-alvo, e evitar a formacao de estruturas
secundarias dos primers e a dimerizagao dentro de cada primer e entre os primers
sense e anti-sense. Os primers foram sintetizados pela Invitrogen Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA) e os fragmentos dos produtos de qPCR que
tinham de 80-250 pares de bases e o tamanho dos produtos do PCR foram
confirmados em gel de agarose 1% em tampéao TAE (1x) corado com SYBR safe
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

Foi testada a concentragao 6tima dos primers (100 a 500 nM), e a analise
da curva de anelamento para identificar a formacao de dimeros dos primers e a
especificidade da reacdo. As condigdes dos ciclos da reacdo do qPCR foram
padronizadas de acordo com as instrugdes do fabricante do equipamento
adquirido
As reagbes para cada gene foram realizadas em duplicatas, no Sistema Real Time
PCR 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A analise da expressao


http://www.pubmed.com/

génica referente a tuba uterina e utero foram realizadas em um mesma placa e no
mesmo dia e o material referente aos embrides e vesiculas embrionaria também
foram realizadas em um mesma placa e no mesmo dia. Ao término de cada PCR,
foi realizada a analise da curva de dissociagao dos fragmentos amplificados. Os
valores obtidos foram normalizados pelos valores obtidos para o gene constitutivo.
Foram testados varios genes de referéncia: GAPDH, HPRT e 18S de acordo com
metodologia descrita por Vandesompele et al. (2002). Os valores obtidos foram
normalizados pelo fator de normalizagdo dos genes constitutivos mais estaveis. O
numero 6timo e a escolha dos genes de referéncia foram experimentalmente
determinados (BUSTIN et al., 2009).



Tabela 2: Primers para genes candidatos (ER-B, ER- a, PR, OTR, OPN, LIF, LIFR)
e de referéncia ( HPRT, GADPH, 18S) utilizados na técnica de g-PCR. Botucatu,

2012.

Genes

ERa

ERB

PR

OTR

OPN

LIF

LIF-R

HPRT

GADPH

18S

Sequéncia (5’ - 3’)
F: AACGCCTCTGTCTCGTCTGT
R: GTACTCAATGCTCCCCTGGA
F: TCCCAGCAGTGCCAATAACTCAGA
R: TGCATACAGAAGTGACGACTGGCA
F: CAAACATGTCAGTGGGCAGATGC
R: CTGCCACATGGTGAGGCATAATGA
F: TCATCGTGTGCTGGACGCCG
R: AAAGCCGAGGCTTCCTTGGGC
F: AGCTGAGAGCAAGTGATGAGAGCA
R: TGGCTGACAAGTTCACTGCTGACT

F: CAGCGCCAATGCCCTCTTTATTCT

R: AATGGTGGGAAGTCTGTCACGTTG
F: GGGGTTTGGAGTCAGGTCGGTC

F: GGCCCATCCCACCGTCTGTA

F: TGGAGATGACCTCTCAACTTTAACTG
R: TTGGATTATACTGCGCGACCAAGG
F: GGAGAAAGCTGCCAAATATG

R: ACCAGGAAATGAGCTTGACA

F: TCAACTTTCGATGGTAGTGGCCGT
R: 5TCCTTCCTTAGATGTGGTAGCCGT




Figura 10: Lavagem de tuba uterina Figura 11: Lavagem de
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Figura 12: Mérulas Figura 13: Blastocistos
recuperadas da fémea 36 expandidos  recuperadosda
fémea 22

Figura 14: Vesicula
embrionaria da fémea 24



3.7.2. Analise ultraestrutural:

3.7.2.1. Obtencao e armazenamento das amostras para realizagao da analise
ultra-estrutural de embrides e tecido materno através da microscopia

eletronica de transmissao:

Foram selecionadas amostras uterinas e tubaricas dos grupos: GIA, GIB,
GIC e grupo controle. Duas fémeas foram selecionadas aleatoriamente de cada
grupo. Para estas fémeas selecionadas, foi sorteado um embrido de cada, sem
prévia selecdo de sua morfologia, para a utilizagdo no preparo de espécimes para
microscopia eletrénica de transmissao (MET).

Segmentos da por¢gao média da tuba uterina direito e corno uterino direito
foram retirados das mesmas fémeas sorteadas, inclusive as do grupo controle.No
grupo IC (Implantado) foram retirados tanto fragmentos da porgéo direta do utero
com e sem implantacdo. Foi realizado corte fino através de navalha até a
obtencdo de fragmento com 1 mm de espessura. Esses fragmentos foram
armazenados em frascos de vidro esterilizados, contendo solu¢ao de glutaraldeido
2,5% para a fixagdo do material. Esses frascos permaneceram em temperatura
ambiente por 3 horas e posteriormente foram acondicionados a 5°C, por 24 horas.

Os embrides foram armazenados integros em tubos plasticos TPP, de 1,5
mL contendo também solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato a 0,1M
(pH 7,4) e, posteriormente, em 1% de tetréxido de 6smio utilizando o mesmo
tampao, desidratagcao em séries crescentes de acetona e embebigdo Epon 812.

Os cortes ultrafinos embrionarios, uterinos e tubaricos foram obtidos com
navalha de diamante, montados em grade de cobre e corados com acetato de
uranil e citrato de chumbo. As amostras apods inclusdo, polimerizacao,
ultramicrotomia e coloragdo foram examinados em um microscépio eletrénico de
transmissao Philips (modelo EM 301, Philips AG — Holanda), no Centro de
Microscopia Eletrénica do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu-SP.



3.7.3. Caracterizacgao eletroforética:

3.7.3.1. Obtencdao e armazenamento das amostras para realizacdao da
caracterizacao eletroforética através da técnica de eletroforese

unidimensional:

Apos o flushing uterino e tubarico dos grupos | e Il, foi realizado o
acondicionamento deste lavado em tubos plasticos de 1,5 ml com tampa
,devidamente identificados e congelados a -20°C, sendo a analise realizada

apenas dos lavados da porgao direita de cada fémea.
3.7.3.2. Preparo do pool dos grupos analisados:

As amostras foram descongeladas lentamente em ambiente refrigerado a
18°C e acondicionadas em gelo triturado. Apods isto, as amostras foram
centrifugadas utilizando centrifuga refrigerada (Modelo 5417 R, Eppendorf) a 1500
X @, durante 5 minutos, a 4°C, para remogao de sujidades contida no lavado.
Foram preparados os pools dos lavados, cada um, contendo 5 amostras, sendo no
total 8 pools (4 pools de utero: Grupo IA, IB, IC e Il e 4 pools de tuba: IA, IB, IC e
).

Foram coletados 700 ul de cada amostra, totalizando 3500 ul para formar
cada pool. Este foi microfiltrado utilizando Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices-
10K- Millipore, com intuito de concentrar as proteinas existentes. O concentrado
pré-filtrado e pés filtrado foram quantificados utilizando o método do Acido
Bicinconinico (BCA) de acordo com Smith et al. (1985).

A eletroforese unidimensional foi realizada conforme descrito por Bollag
adapatado por Souza et al (2003) utilizando gel 12% poliacrilamida (Tabela 3 ) e
gel de empilhamento de 5% (Tabela 4).

As corridas eletroforéticas foram realizadas em mini cubas verticais (Hoefer
MiniVE Vertical Eletrophoresis System - Amersham Biosciences). Apés a limpeza
das placas de vidro com alcool etilico 96°, as mesmas foram montadas sobre o

suporte da cuba.



Os géis de separagdo a 12% foram preparados, conforme descrito na
tabela 3 e depositados entre as placas de vidro, com auxilio de uma pipeta
plastica descartavel de 10 mL. Cerca de 2 ml de agua MilliQ foi depositada sobre
o gel para impedir o contato com o ar, possibilitando uma superficie mais
homogénea. Um periodo de 15 a 30 minutos foi aguardado para que a
polimerizagao do gel ocorresse. Durante este intervalo, as amostras foram diluidas
em PBS, numa concentragao final de 5,52 pg/pl de proteina total e misturadas ao
tampdo da amostra (TRIS-HCI 60 mM, pH 6,8, glicerol 50%, SDS 2%
mercapetanol 23 mM, 0,1% bromofenol azul em agua MilliQ), na proporgao de 1
de tampao para 4 de amostra e homogeneizadas no agitador de tubos (Multimixer,
Biomixer, modelo MVS-1, Brasil). Entdo, foram fervidas, em torno de 100°C,
durante 7 minutos.

O gel de empilhamento a 5 % (tabela 4) e colocado sobre os géis de
separacgao ja polimerizados, apds a absor¢cado da agua com um papel de filtro. Um
molde de polietleno em forma de pente foi acomodado sobre o gel de
empilhamento de modo a formar canaletas para permitir a aplicagao das amostras.
Apos a polimerizagao do gel de empilhamento, o molde foi retirado e os suportes
contendo as placas foram colocados na cuba de corrida. O tampao de corrida
(TRIS 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1% em agua MilliQ), ja diluido na propor¢ao
de 1 de tampao para 4 de agua, foi adicionado as cubas.

Um padrdao de massa molar (Amersham Full-Range Rainbow Molecular
Weight Markers, 10 a 250 KDaa, Amersham Biosciences) foi corrido juntamente
com as amostras. Foram realizadas 5 repeticbes de cada pool sob as mesmas
condicoes.

A cuba foi acoplada a uma Fonte Elétrica Bipolar (EPS 300 Power Supply,
Amersham Biosciences), numa corrente elétrica constante de 25 mA. A corrida
ocorreu em média a uma velocidade de 289,5 V / 1 hora e 31 minutos.

Apos a corrida eletroforética, os géis foram corados com prata utilizando o
protocolo de coloragdo com prata descrito por Wray et al.,, (1981). Apds a
coloragdo, as imagens dos géis foram digitalizadas (VDS, Amersham Biosciences)

e lidas no programa Image Master,(Amersham Biosciences), do Departamento de



Fisica e Biofisica, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, SP, o que
possibilitou a determinagdo da massa molar e a densidade 6ptica integrada (IOD)

para cada banda, de cada amostra no gel.

Tabela 3: Componentes do gel de empilhamento numa concentracéo de 12% de
poliacrilamida para o SDS-PAGE. Botucatu, 2012.

Concentragao de Poliacrilamida 12%
Solugéo A (30% de acrilamida e 0,8% de bis-acrilamida) 6 mL
Solugdo C (TRIS-HCI 0,5 M, pH 6,8, 0,4% SDS em agua MilliQ) ' 3,75 mL
Agua MilliQ 4,75 mL
Persulfato de aménia 10% 100 pL
TEMED 15 uL
VOLUME TOTAL 15,0 mL

Tabela 4: Componentes do gel de empilhamento numa concentragédo de 5% de
poliacrilamida para o SDS-PAGE. Botucatu, 2012.

Concentragao de Poliacrilamida 5%
Solucéo A (30% de acrilamida e 0,8% de bis-acrilamida) 0,67 mL
Solugéo C (TRIS-HCI 0,5 M, pH 6,8, 0,4% SDS em agua MilliQ) | 1,0 mL
Agua MilliQ 2,3mL
Persulfato de aménia 10% 30 uL
TEMED 5L

VOLUME TOTAL 4,0 mL



3.8. Analise estatistica:

Em relacdo aos dados obtidos na avaliagdo da expressdo génica de tecidos
tubaricos e uterinos, a expressao do gene alvo foi normalizada pelo gene GADPH e os
resultados foram avaliados através do sistema Graphpad Prisma 5 Project. Utilizou-se
teste t pareado para analisar os resultados obtidos entre os diferentes tipos de tecido e
Anova para analisar os resultados com o mesmo tipo de tecido entre os diferentes
grupos. Foram adotados niveis de significancia superiores a 5 % (P<0.05). Em relacéo
aos dados obtidos na analise da expressdo em embrides, a expressao do gene alvo foi
normalizada pelo gene HPRT e a quantidade relativa de mRNA foi determinada pelo
meétodo AAct corrigido pela eficiéncia de amplificagcdo utilizando a equacéao de Pffafl. As
quantidades relativas de mRNA foram comparados pelo teste t.

Na analise da microscopia eletrbnica de tecidos uterinos, tubaricos e de
embrides foram realizadas interpretagcdes das eletromicrografias e analise descritiva
dos resultados observados. Na avaliagao do perfil protéico do lavado de tubas e utero
dos grupos | (GIA, GIB, GIC) e grupo IlI, a metodologia estatistica usada para se
comparar as analises de eletroforese unidirecional foi o teste de Fisher para comparar a
presenca/auséncia das bandas com diferentes massas molares nas cinco replicatas

realizadas com o pool nos diferentes momentos da tuba e do utero.



4. RESULTADOS

4.1.1. Dosagem de P, sérica:

As concentragées de P4 observadas no acompanhamento do ciclo estral das
cadelas do grupo | (subgrupo IA, IB e IC), apresentaram valores entre 0,09 a 1,9 ng/mL
durante o proestro citolégico, enquanto no grupo controle ou diestro ciclico esses
valores variaram de 0,62 a 1,93 ng/mL (Anexo).

O graficos 1 contém os valores médios de P, observados nas fémeas dos

grupos experimental e controle em relagdo aos valores de referéncia adotados:

Média dos valores de progesterona do grupo experimental em relagao aos
valores de referéncia adotados

100 ~
© —&— valores de referéncia adotados
s 80 A
S
8 60 média do valor de progesterona grupo 1A
S - 40 - )
0 E Y média do valor de progesterona do grupo 1B
T A
T~ — == N ?_’0-—7 : : . média do valor de progesterona do grupo IC|
w v v
o
§ -2 0 2 4 6 8 10 média do valor de progesterona do grupo |l
§ (controle)

Dias em relagao a onda pré-ovulatéria de LH

Gréfico 1: Média dos valores de P4 obtidos em relagdo ao surgimento da onda pré-ovulatéria de LH

(dia 0) nas cadelas do grupo experimental e controle.

4.1.2. Recuperacgao de estruturas embrionarias:

Posteriormente a processo de inseminacéao, foi realizado a OHE, no intuito de
realizar a coleta de estruturas embrionarias e fragmentos de tecido tubarico e uterino.

As estruturas coletadas e corpos luteos quantificados encontram-se nas Tabelas 5 e 6.



Tabela 5- ldade embrionaria determinada pela contagem de dias apds o surgimento
da onda pré-ovulatoria de LH (dia 0), numero de corpos luteos e numero de

estruturas recuperadas no grupo experimental (Grupos IA, IB e IC). Botucatu, 2012.

GRUPO FEMEA DIA EM PROVAVEL NUMERO NUMERO DE
RELAGAO IDADE DE CORPOS ESTRUTURAS
AODIAO EMBRIONARIA LUTEOS RECUPERADAS
11 +9 5 dias 10 10 mérulas
20 +9 5 dias 6 05 mérulas
GRUPO
A 36 +10 6 dias 8 06 morulas
39 +8 4 dias 9 07 moérulas
38 +9 5 dias 9 09 mérulas
05 +15 11 dias 12 12 bastocistos
15 +15 11 dias 6 06 blastocistos
GRUPO 16 +15 11 dias 6 06 blastocistos
B 22 +16 12 dias 14 14 blastocistos
37 +19 15 dias 9 09 blatocistos
06 +23 19 dias 5 02 vesiculas
07 +25 21 dias 3 03 vesiculas
GRUPO 24 +25 21 dias 7 03 vesiculas
IC
23 +25 21 dias 4 04 vesiculas
34 +23 19 dias 6 03 vesiculas

O indice de recuperacdo embrionario foi de 94,38% quando considerados a
recuperacao somente de morula e blastocistos. Em média foram recuperados 8,4 + 2,95
embrides/ fémea. A recuperacao de blastocistos foi de 100%, a de moérulas foi de 88% e

a de vesiculas implantadas foi de 60%.



Tabela 6- Determinagao do provavel dia do surgimento da onda pré-ovulatéria de LH,
numero de corpos luteos e numero de estruturas coletadas no grupo controle.
Botucatu, 2012.

Grupo Fémea Provavel dia em Numero de Numero de
= . corpos luteos estruturas
relagao ao Dia O
recuperadas
01 +12 2 -
02 +12 10 4 od6citos
Grupo I 09 +12 3 -
10 +12 4 4 od6citos
13 +12 3 3 odcitos

A recuperagdo de oocitos foi de 50 %, dado pelo numero de odcitos

recuperados/numero de corpos luteos.

4.1.3. Avaliagao da expressao génica

Apods o processo de coleta das estruturas foi realizada a extragcdo do RNA dos
tecidos tubaricos, uterinos e dos embrides. As amostras de tecido materno foram
quantificadas para determinacdo do valor de RNA total e foi realizada a analise
qualitativa deste RNA. As amostras utilizadas neste experimento apresentaram media
de RNA em torno de 7,0 + 0,61, sendo consideradas com RNA integro (FLEIGE e
PFAFFL et al., 2006; BECKER et al., 2010. Os resultados do gRT-PCR em utero, tuba e
vesiculas encontram-se nas Tabelas 7,8 € 9. e graficos de 2, 3,4, 5,6 e.7



Tabela 7- Valores das Médias e desvio padréao obtidos na expressao do mRNA dos genes
alvos (PR, ER-B, ER-a, OTR, LIF, LIF-R e OPN) em utero de cadelas ndo gestantes

(grupo Il), cadelas em diferentes fases da gestagdo (GrupolA, IB, IC, ID) e vesicula

embrionaria (Grupo IC- vesicula). Botucatu, 2012.

Grupo IA Grupo IB Grupo IC Grupo IC- vesiculas Grupo ID Grupo
PR 1,82+0.31%" 1,1+0.15° 1,05+0.29 © 0,426 + 0,435 0,07+0.05"°" 2,1240.17°°
ER-B 3,24 +0.24 5,26 + 0.31°° 3,4 +0.89 0,196 +0,30°° 0,01 +0.0017®P 52+12°
ER-o  0,33%0.12" 0,33+0.12° 0,55 + 0.16° 0,274 +0,116° 0,94 + 0.18"8CPE 0,41+0.13°
OTR 0,12 £ 0.07"¢ 0,14 + 0.06"" 0,41 +0.29° 1,26 +0,645° 1,41 +0.22°°° 0,17 +0.08"°¢
LIF  0,0064 +0,0039 0,0022 +0,0018"  0,0093 + 0,0029° 0,10 +0,007° 1,26 + 0,099"°°°  0,0054 + 0,0019°
LIF-R 0,67 £0,24" 0,24 +0,15" 0,37 £0,22° 0,22 +0,24° 0,37 £ 0,23" 1,20 £ 0,19"%“"F
OPN 0,52 + 0,54" 0,065 % 0,061 0,14 + 0,031 0,084 +0,059*° 0,14 +0,03" 0,02 +0,16

Letras iguais na mesma linha indicam diferenga estatitica, p <0,05

Tabela 8- Valores das Médias e desvio padrao obtidos na expressao do mRNA dos genes
alvos (PR, ER-B, ER-a, OTR, LIF, LIF-R e OPN) em tuba de cadelas ndo gestantes

(grupo IlI) e cadelas em diferentes fases da gestacédo (GrupolA, IB, IC,

2012.
Grupo IA Grupo IB Grupo IC
PR 0,55 +0.29 1,14 +0.73 0,84 +0.26
ER-B 0,07 + 0.028" 0,21 + 0.096 0,13 + 0.051
ER-a 0,13+ 0.10" 0,19+ 0.03" 0,24 + 0.05
OTR 0,16 + 0.19 0,22 + 0.09 0,38 + 0.36
LIF 0,0064 + 0,004 0,0047 + 0,0041* 0,0066 + 0,006"
LIF-R 0,12+0,18" 0,23 + 0,04" 0,22+ 0,19°
OPN 0,52 +0,32° 0,36 + 0,04" 0,16 + 0,049

Letras iguais na mesma linha indicam diferenga estatitica, p <0,05

Grupo ID
0,59 + 0.08

0,01 + 0.002°
0,59 + 0.09""%“

0,49 + 0.18"
0,12 + 0,135
0,27 + 0,074"

0,16 + 0,09"%¢

ID). Botucatu,

Grupo |l
0,83 +0.32

0,29 + 0.051%°
0,13 + 0.05°

0,02 + 0.01*
0,0059 + 0,0023°
0,74 + 0,09

0,02 + 0,016"°



Tabela 9- Valores das médias e desvio padréao obtidos na expressao do mRNA dos genes
alvos (PR, ER-B, ER-a, OTR, LIF, LIF-R e OPN) em morulas e blastocistos. Botucatu,
2012.

Morulas Blastocistos
PR - 0.6210.26
ER-B - -
ER-a - 0.57+0.25
OTR 2468+7.8° 0.61+0.13°
LIF - -
LIF-R - 4.20+ 0,02
OPN - -

Letras iguais na mesma linha indicam diferenca estatitica, p <0,05

As diferengas de expressao dos genes analisados em utero, vesiculas

embrionarias e tubas encontram-se demonstrados nos graficos 2, 3, 4,5,6,7 e 8.
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Grafico 2: Expressdo de mRNA ER alpha em tuba e utero
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Grafico 3: Expressao de mRNA ER beta em tuba e utero
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Grafico 4: Expressiao de mRNA PR em tuba e utero (GIA,

GIB, GIC, GID) e vesicula embrionaria (GIC

la).
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Grafico 5: Expressdo de mRNA OTR em tuba e utero (GIA,

GIB, GIC, GID) e vesicula embrionaria (GIC

la).
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Grafico 6: Expressio de mRNA LIF em tuba e utero (GIA, GIB,

la).

=vesicu

GIC, GID) e vesicula embrionaria (GIC

7777k, %

WM 4,
N, O

1.5+

T
Q
=

Receptor do fator inibidor de leucemia (LIFR)

oul13jn @ 091leqn} 0pIoa} Wa Y| YNy W ap oedeljuasuon
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4.1.4. Avaliacao ultraestruturais de embrides, tubas e utero durante o periodo

peri-implantacao

A analise ultra-estrutural de fragmentos tubaricos e uterinos, foram realizadas em todos os
grupos (figursa 15.16.17. 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26). Foram utilizadas o segmento médio da
tuba uterina, que corresponde a regidao da ampola uterina ea parte média do corno uterino, em
todas as fémeas analisadas. A regidao correspondente ao sitio de implantagdo (Grupo IC), também
foi analisada, porém nao foi detectada sinais que indicassem preseng¢a embrionaria no corte

analisado.

4.1.4.1. Analise ultraestrutural do segmento médio das tubas uterinas

Grupo IA (8 dias de gestagao)

Figura 15a: Cortes transversais da tuba evidenciando a mucosa com epitélio cubico
simples que se invagina ao longo do seu trajeto, contendo celulas ciliadas, apresentando
nucleo arredondado (n), com grande cromatina difusa e regido citoplasmatica elétron-
lucida (ct) e cilios na superficie luminal (seta).



Figura 15b: Cortes transversais da tuba evidenciando a mucosa com epitélio cubico simples
que se invagina ao longo do seu trajeto, contendo dois tipos celulares evidentes: células
ciliadas (cl) entremeadas com células secretoras (cs). As células secretoras se apresentam
também com nudcleo grande arredondado (n), cromatina difusa e citoplasma repleto de
vacuolos elétron-lucidos (seta).



Grupo IB (12 dias de gestacao)

Figura 16a: Cortes transversais da tuba evidenciando a mucosa com epitélio cubico simples
que se invagina ao longo do seu trajeto, contendo dois tipos celulares evidentes: células
ciliadas (CL) entremeadas com células secretoras(CS). As células secretoras se apresentam
também com nudcleo grande arredondado (n2), cromatina difusa e citoplasma repleto de
vacuolos elétron-lucidos (seta). As celulas ciliadas, apresentando nucleo arredondado (n1),
comgrande cromatina difusa.



Figura 16b: Células ciliadas (CL) entremeadas com células secretoras(CS). As células
secretoras se apresentam também com nucleo grande arredondado (n2), cromatina difusa e
citoplasma repleto de vacuolos elétron-lucidos (seta). As celulas ciliadas, apresentando nucleo
arredondado (n1), com grande cromatina difusa.



Grupo IC (21 dias de gestacao)

Figura 17: Cortes transversais da tuba uterina. Observa-se um grande aumento de granulos elétron-
lucidos (nos citoplasmas de ambos os tipos celulares ja descritos (seta)



Grupo Il (12 dias de diestro nao gestacional)

{
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Figura 18a: Epitélio cubico pseudoestratificado com células ciliadas(CL) apresentando nucleo
grande arredondado (n) proximo a superficie luminal com cromatina granulosa (seta cg) em
alguns pontos, citoplasma elétron-denso com algumas mitocdndrias (seta mt)).



Figura 18b: As células secretoras possuem nucleo (n2) situado mais na superficie
adluminal com as mesmas caracteristicas do nucleo (n1) das células ciliadas, mas
o citoplasma (ct), em algumas se projeta parcialmente para a luz da tuba (foto
b,c).Observa-se vacuolos de secregéo (seta) na luz da tuba e uma exocitose de um
vacuolo por uma célula secretora.



4.1.4.2. Analise ultraestrutural do segmento médio dos cornos uterinos

Grupo IA (8 dias de gestagao)

Figura 19: Endométrio uterino contendo glandulas tubulares (GL) com epitélio cilindrico
pseudoestratificado, com dois tipos celulares: célula com nucleo ovalado elétron-denso (n), (foto
a), cromatina condensada em alguns pontos evidenciando a membrana nuclear e células com
nucleo arredondados, menos elétron-densos que as observadas em tuba uterina, apresentando
também cromatina condensada (seta, cc) em alguns pontos que evidenciam a membrana
nuclear. Em ambos os tipos se observam abundantes e minusculos vacuolos elétron-densos
(seta) no citoplasma. A submucosa (SB) apresenta tecido conjuntivo frouxo.



Grupo IB (12 dias de gestagao)

Figura 20: Regido de submucosa (SB) apenas, com tecido conjuntivo frouxo, presenca de
fibroblastos (FB) e alguns macréfagos (MC).



Grupo IC (21 dias de gestagao)

Figura 21a: Glandulas endometriais (GLE) apresentam as células repletas com vacuolos elétron-ltcidos
(seta) em seus citoplasmas, provavelmente granulos contendo secregao (foto a).



Figura 21b: Glandulas endometriais (GLE) apresentam as células repletas com vacuolos elétron-
lucidos (seta) em seus citoplasmas, provavelmente granulos contendo secregdo (foto a), nucleo
(n), cromatina condensada (seta cc).



Grupo Il (12 dias de diestro nao gestacional)

Figura 22a: Endométrio uterino contendo glandulas tubulares com epitélio cilindrico
pseudoestratificado, célula com nucleo ora ovalado elétron-denso (n), cromatina condensada
(cc) em alguns pontos evidenciando a membrana nuclear e ora com nucleo arredondados,
alguns com nucléolo conspicuo (foto a). Citoplasma elétron-denso (ct) com a presenga de

mitocondrias (seta) .



4.1.4.3. Analise ultraestrutural de Mérulas

Figura 23 a: A zona pelucida (ZP) se apresenta com um aspecto integro, homogéneo e com
eletrondensidade média (foto a). Apresentam os blastdmeros (B) repletos de dois tipos de
granulos (seta).



Figura 23 b: Presenca de granulos (seta): um tipo menor muito elétron-
denso e um outro maior, menos elétron-denso, provavelmente granulos
de vitelo (foto b). O nicleo de um blastdbmero apresentando formato
arredondado, cromatina dispersa (cd) e em alguns pontos condensada
(cc), membrana nuclear (mn) bem evidente (foto c).



4.1.4.3. Analise ultraestrutural de Blastocistos

Figura 24: Organelas presentes em blastocistos: complexos de golgi
(CG) (foto a) e mitocdndrias (M) (foto b).



Figura 25: Células trofoblasticas com nucleo arredondado, cromatina difusa e
nucléolo evidente. Citoplasma (ct) elétron-lucido contendo material fibrinoso,
mitocondrias (mt) e granulos elétron-densos (vitelo).Estas células apresentam
duas faces diferentes com relagdo ao contorno celular (foto a e foto b) uma
face com contorno regular, supostamente a face voltada para a blastocele (ou
cavidade blastocistica) e outra face contendo microvilosidades (seta) na
superficie da membrana, provavelmente a face externa, voltada para a Zona
Peldcida.



1 UM

Figura 26: As células estdo aderidas umas as outras através de “tight junctions”
(seta) (juncdes adesivas) (foto a e foto b)



Avaliacao do perfil protéico de secrecao tubarica e uterina durante o periodo

peri-implantacao

Tabela 10- Valores da dosagem de proteina total dos pools dos lavados tubaricos e
uterinos dos grupos | (GIA, GIB e GIC) e grupo Il, anterior ao processo de concentragao

(pool inicial) e apos o processo de concentragéo (pool final). Botucatu, 2012:

Grupo Pool inicial Pool final
(ug/mL) (ug/mL)

Lavado tubarico
GIA 193,60596 697,24566
GIB 150,93954 726,27642
GIC 170,29338 932,1309
Gll 218,67798 734,1939
Lavado uterino
GIA 380,54646 2058,1725
GIB 173,81226 694,6065
GIC 479,51496 2480,4381
Gll 412,65624 2234,1165
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Figura 27: Primeira eletroforese unidimensional das Figura 28: Segunda eletroforese unidimensional
protzinas presentes no lavade lavado uterine e das proteinas presentes no lavado lavado uterine
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Figura 29: Terceira Eletroforese unidimensional das
proteinas presentes no lavado lavado uterino e Figura 30: Quarta eletroforese unidimensional
tubarico do grupos analisados das proteinas presantes no lavade lavade
uterino & tubarico do grupos analisados
lavado tubarico dos lavado uterino dos
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Figura 31: Quinta eletroforese unidimensional das
proteinas presentes no lavado lavado uterino e
tubarico do grupos analisados




Tabela 11- Média e desvio padrdao do massa molar (MM) das proteinas encontradas no

lavado do utero dos grupos | (subgrupos A,B e C) e grupo Il. Botucatu, 2012.

MM
(KDaa)

150
130

91
76
72
64
52
46
38
31
24
17
14
12

Proteina

U1
u2

U3
U4
U5
U6
u7
U8
U9
u10
u11
u12
u13
U14

Grupo |l

(controle)

150+ 0
115,71 =
5,99
95,50
79,82 £ 5,99
62 +£2,12
51,29+ 1,79
46,48 + 1,61

24,49 £1,79
16,210

11,87 £ 0,18

Grupo IA (8
dias de
gestacao)
162,5+ 0
136,29+ 0

87,99 * 8,06
77,73 £ 2,63
64+0
53,330
47,99 £ 2,11

22,83+0,9
16,21 +0

11,78 £ 0,06

Grupo IB (12

dias de
gestagao)
143,14+ 0
136,29+ 0

92,87 + 2,38
75,14 £ 1,21
64+0
53,33+ 0
47,47 £ 2,18

25,21 +1,73

11,78 £ 0,06

Grupo IC (21
dias de
gestacao)

167,85 £ 10,10

95,5+0
79,48 £ 0,33
73,60+ 0
64,75 + 10,61
51,29+ 1,79
46,81 + 1,86
37,58+ 0
31,68+ 0
24,825 + 1,61
15,16 £ 0
11,87 £ 0,186



Tabela 12- Média e desvio padrdo da massa molar das proteinas encontradas no lavado de

tuba dos grupos | (subgrupos A,B e C) e grupo Il. Botucatu, 2012.

MM
(KDAa)

150
130
91
76
72
64
52
46
38
24
17

Proteina

T1
T2
T3
T4
15
T6
17
T8
T9
T10
T11

Grupo |

(controle)
122,57+ 0
955+ 0
81,34 2,95
69,40 + 2,55
62,50 + 2,12
50,99 + 1,57
46,07 + 0,848
32,80 + 1,51
24,58 + 1,93

Grupo IA (8 dias

de gestacao)
92,25 + 4,60
76,65 + 3,30
72,400
64+0
56,5+ 0
53,330
48,60 + 2,73
31,64 + 1,38
24,58 + 1,93

Grupo IB (12 dias

de gestacao)
1750
89 +9,19
72,87 £ 0,66
64 +0
51,93 + 1,98
47,47 £ 1,13

24,40 £1,10

Grupo IC (21 dias de

gestacgao)
152,82 + 13,69
93,87 £ 2,30
700
63,80 + 2,70
51,93 + 1,98
46,67 +0

25,71 £ 1,60



Tabela 13- Média e desvio padrdo do indice de densidade Optica (IOD) das proteinas

encontradas no lavado do utero dos grupos | (subgrupos A,B e C) e grupo Il. Botucatu,

2012.
Proteina Grupo Il

U1 38,945+ 0
u2 18,178 £ 0
u3 83,335+ 0
u4 46,505 + 31,270
ueé 93,155 + 6,30
u7 58,872 + 6,070
us 54,324 + 10,712
U11 43,876 + 19,157 °
u12 0,17738+ 0
u14 17,836 £ 2,149

Grupo IA

33,840+ 0
13,445 0
41.424 £ 10,72
27,045 £ 19,627
39,045+ 0
50,570 £ 0
43,315 £ 34,213

21,139 + 12,669 °

0,04416 + 0
29,507 £ 5,673

Grupo IB

143,140+ 0
13,2290 + 0
61,792 + 42, 03
46,683 + 4,761
86,3710
79,403+ 0
46,876 + 34,522

42,087 + 28,814 °

17,162 £ 5,402

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatitica, p <0,05

Grupo IC

32,111 £ 20,76
30,721 £ 27,15
4,.976 = 9,006
55,161 £ 15,14
71,658 + 48,784
33,413 + 33,220

42,121 + 28,814 °

50,733 £ 43,435

0,2731
0,3556
0,0876’
0,1221
0,2856
0,0877
0,0392

0,3466

Tabela 14- Média e desvio padrao do indice de densidade o6ptica (I0OD) das proteinas

encontradas no lavado da tuba dos grupos | (subgrupos A,B e C) e grupo Il. Botucatu,

2012.

Proteina Grupo Il
T1 -
T3 28,590 + 1,055
T4 20,595 + 2,165
T5 32,173 £ 5,27
T6 53,529 + 26,98
T8 42,869 + 37,635
T9 -
T10 40,449 + 23,043 °
T11 -

Grupo IA
52,535 + 11,960
35,178 £ 9,470

17,0310
15,096 + 4,488
64,207 + 22, 331

39,435 + 24,9787

Grupo IB
23,701+ 0
37,598 + 17,942
24,662 + 1,434
69,050+ 0
30,891 + 27,840

40,054 + 19,105 °

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatitica, p <0,05

Grupo IC
20,310 £ 4,07
46,478 + 4,867
44,257 + 34,28

41,5790
48,557 + 8,562

42,484 + 0

63,053 + 34,66 °

p

0,2888
0,5045
0,0735
0,2180
0,3537

0,0008



5. DISCUSSAO

A. Dosagem de P, sérica:

Os valores observados na dosagem da P4 sérica tanto do grupo experimental,
como no grupo controle, comprovam a nao variagdo deste horménio entre as fémeas
gestantes e nao gestantes (grafico 1), conforme ja observado por outros autores
(BURKE., 1991, JOHNSTON et al.,, 2001; VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN,
2008; CONCANNON et al., 2009)

A concentragdo plasmatica de P4 ¢é similar tanto em cadelas gestantes quanto
nas nao gestantes, porém é pouco elucidado o reflexo dessa concentragdo, tanto na
funcao luteal, como no préprio metabolismo hormonal. O curto periodo de elevagao da
P, plasmatica e o declinio abrupto s&o considerados fisiolégicos, desde que a
concentracdo de P4, aumente no final do proestro, apresente um pico em torno do 20°
ao 30° dias apos o surgimento da onda pré-ovulatéria de LH e declineo, atingindo niveis
basais em torno dos 60 a 70 dias (CONCANNON et al., 2009).

Verstegen-Onclin e Verstegen (2008) descrevem que a quantificagcdo de
metabdlicos da P4 medida através de analise fecal € significativamente maior em
animais gestantes, porém a metabolizacdo periférica deste horménio na regiao
placentaria, faz com que os niveis séricos permanecam similares.

Concannon et al. (2009), afirmam que a producdo de P4 durante a gestacéo é
maior do que no ciclo ndo gestante, embora essa diferenca ndo seja observada nas
concentragbes de P4 periférica, devido a um aumento do metabolismo da P4 e da
diluicdo, pelo aumento do volume e da distribuicdo plasmatica o que poderia reduzir
cerca de 25% ou mais da concentragao de P4 circulante. Além disto, observaram que o
clearence hepato biliar da P4 é duas vezes mais alto em cadelas gestantes do que
cadelas nao gestantes.

Neste estudo observamos que as concentracbes de P, observadas no
acompanhamento do ciclo estral das cadelas tanto do grupo controle quanto
experimental aumentaram ao longo do diestro. As fémeas apresentaram valores entre

0,09 a 1,9 pg/mL durante o proestro citolégico.



As concentragdes de P4 obtidas durante o estro citologico (0,5 a 5,48 ng/ml) e no
primeiro dia de diestro citolégico (21,25 a 61,62 ng/ML) foram consideradas compativeis
com os achados descritos na literatura consultada (CONCANNON et al., 1989;
FELDMAN & NELSON, 1996; JOHNSTON et al., 2001) para os mesmos periodos.

De acordo com Burke (1991), a P4 apresenta concentracdo basal na ordem de
1ng/ml, precedente ao pico pré- ovulatorio de LH. Este valor praticamente triplica no
primeiro dia apos a ovulacao, elevando-se para cerca de 10 ng/ml durante o estro e
permanecendo em torno de 22 ng/ml durante o diestro, retornando para os valores
basais em 61-65 dias na fémea prenhe e 51-82 dias naquelas n&o prénhes.

Nas fémeas analisadas, a numero 09 apresentou queda no valor de P4 ainda na
fase de proestro e a cadela 01 apresentou citologia vaginal irregular, ocorrendo pouca
correspondéncia com a dosagem de P, sérica. Acreditamos que este fato ocorreu por
ser o primeiro estro destas cadelas.

A P4 é absolutamente imprescindivel para a manutencdo da gestacdo nas
cadelas, podendo causar morte embrionaria precoce mesmo que 0O processo de
implantacdo tenha sido adequado (GUNZEL-APEL, 2008). Niveis abaixo de 2 ng/mL
geram uma insuficiéncia luteal, que segundo Tibold e Thuréczy (2008) podem ocasionar
reabsorgcédo ou morte fetal, principalmente durante a segunda metade da gestagéo.

A P, garante a diferenciacdo endometrial e secrecdo das glandulas
endometriais, necessarias ao processo de gestacdo e adesdo placentaria. A supressao
da contratilidade uterina também ¢é auxiliada pela P4, devido a sua acéo preventiva da
atividade uterogénica do estrogeno (VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN, 2008).

De acordo com Christiansen (1984) existem variagées a respeito do conteudo
hormonal em cadelas como, por exemplo, diferengas nas amostras investigadas (soro
ou plasma) e nos métodos bioquimicos empregados (RIA ou ELISA). Steinetz et al.
(1990) também observaram que os valores progesteronicos encontrados na gestacao

sao mais elevados pela manha do que os observados a tarde.



B. Recuperagao de estruturas embrionarias:

O indice de recuperagdao embrionario (Tabela 5) foi de 94,38%, portanto
semelhantes aos obtidos por Tsutsui et al. (2001) e Pereira et al. (2007). Em nosso
estudo, as cirurgias foram realizadas em média entre o 8° e 0 24° dia apds a primeira
inseminacao e foram recuperados 84 embrides, sendo 47 blastocistos (55,95 %) em
diferentes estadios de desenvolvimento e 37 moérulas (44,04%). Reynaud et al. (2005)
demonstraram uma taxa de recuperagao de mérulas de 72,4% em tuba uterina (6 dias
apos a cobertura) e Bysted et al. (2001) observaram uma taxa de 99% de recuperagao
de moérulas em lavados tubaricos, 3 a 7 dias apds o acasalamento. Esses autores
realizaram lavagens mais cedo em relagcdo as datas de cobertura quando comparado
com 0 nosso procedimento.

A taxa de recuperacéo de 60% no grupo IC, pode ser um indicativo da ocorréncia
de reabsorcdo embrionaria, ou de taxas de ovulagdes maiores do que as taxas de
fecundagao, o que segundo Cunha et al. (2005) pode ocorrer. Apds a ovulagédo alguns
odcitos podem nao ser captados pelas tubas uterinas, o que também explicaria a baixa
taxa de recuperagao de odcitos (Tabela 6) no grupo controle (50%).

Na coleta das estruturas do grupo IA houve dificiluldade, sendo realizada de
maneira diferente do que fora estabelecido inicialmente. A coleta seria realizada 8 a 9
dias apds a provavel data de fertilizacdo, no entanto, trata-se de um periodo em que as
morulas podem ficar acumuladas no segmento distal da tuba, o que dificultou muito a
coleta dessas estruturas (BYSTED et al., 2001; REYNAUD et al., 2005).

Inicialmente, seccionavamos a tuba na regido utero- tubarica para a realizagao
da lavagem, na intengdo da recuperagdo de morulas, no entanto obtivemos insucesso
em varias tentativas. Optamos entdo por preservar uma porcao logo abaixo da juncao
utero tubarica nas 2 fémeas restante deste grupo (fémea 38 e 39) e apds a lavagem
observamos a presenga de moérulas que provavelmente estavam acumuladas nesse
local, tanto que nossa recuperacao nestas duas fémeas foi bastante satisfatoria.

A sinuosidade da tuba uterina associada a presenca abundante de tecido
gorduroso ao redor, sao fatores que dificultam a dissecagcdo adequada da estrutura

tubarica. Acreditamos que a anatomia das tubas é um fator que prejudique a coleta das



morulas e sugerimos que para a lavagem das tubas ha de se ter um cuidado extremo
com a preservacao anatdomica do orgao, dissecar somente a parte inicial do infundibulo
e preservar a por¢ao inicial dos cornos; esses cuidados contribuem para uma maior

taxa de recuperacédo de morulas.

C. Avaliagao da expressao génica embrionaria

A avaliacdo da expressao génica dos genes alvos em embrides (Tabela 9),
demonstrou que apenas o gene OTR esta presente tanto em morulas quanto em
blastocistos. Os genes ER-a, PR, LIF-R estdo presentes somente em blastocistos e os
genes ER-B, OPN e LIF nao foram expressos nas fases embrionarias analisadas.

A auséncia da expressao de mRNA ER- em embrides caninos e a deteccao de
MmRNA ER-a, somente em blastocistos podem sugerir que ha diferenga na fungao
bioldgica e acao do estrégeno nas fases embrionarias analisadas. Estes resultados se
mostraram semelhantes aos observado por Hou et al. (1993) em ratos, onde também
nao se detectou receptores estrogénicos em morulas, mas somente em blastocistos.

Hou et al. (1993) definiram que a presenca dos receptores estrogénicos
ocorrem em odcitos e zigotos, declinam na fase de 2 células , atingem niveis mais
baixos na fase de 8 células, nao sao detectados na fase de moérula e reaparecem na
fase de blastocisto. Baseado nos fatos de que existe a expressao tanto de mRNA ER-f
e mMRNA ER- A em odcitos caninos (GONCALVES et al. , 2007) e em nos nosso
resultados obtidos com morulas e blastocistos em relagdo a estes receptores ,
acreditamos que a expressao destes genes no embrido canino se comporte da mesma
maneira que no embrido de rato.

A auseéncia de deteccao de mRNA ER- 3 em morulas e blastocistos caninos nao
exclui a importancia deste receptor apds a implantagéo, ja que o mesmo fora detectado
em vesiculas embrionarias em nosso estudo e também em celulas trofoblasticas em
roedores (LEMMEN, 1999).

Smith et al. (1971) descreveram a importancia do estrogeno em relagéo a
implantagdo, ja que embrides produzidos in vitro e tratados com estrogéno

apresentaram taxas de implantagao significativamente maiores quando transferidos.



Hou et al. (1993) afirmaram que o estrogéno também afeta a captacéo e incorporagao
de precursores de acidos nucleicos e aminoacidos em blastocistos de rato, afetando
diretamente o desenvolvimento embrionario.

Desta forma acredita-se que realmente o estrogeno atue diretamente através de
seus receptores no desenvolvimento do embrido canino, no entanto, provavelmente o
ER- a, participa mais cedo no desenvolvimento do embrido e talvez esteja mais
envolvido na sinalizagdo da implantagdo e na estimulacdo do desenvolvimento
embrionario, do que o ER- B que foi detectado mais tardiamente, quando o embrido ja
se apresentava efetivamente implantado.

A presenca da expressao de mRNA PR somente em blastocistos caninos,
corrobora com os achados obtidos por Ying et al. (2000) em suinos e acredita-se que os
efeitos da P4 sobre a embriogénese parecem ser indiretos, talvez através da regulagéo
destes receptores por fatores de crescimento produzidos pelo trato reprodutivo
materno.

Em camundongos, segundo Hou e Gorski (1993) o gene PR ainda nao esta
ativado ate o estaio de balstocisto no periodo peri-implantacdo. Tem-se pouca
evidéncia dos efeitos diretos da P4 no desenvolvimento embrionario durante a fase pré-
implantacao (Ying et al., 2000).

Em ratos, o desenvolvimento de embrido antes do estagio de 2 células depende
em grande parte da proteina e do RNA sintetizado durante a ovogénese. O genoma
embrionario é relativamente inativo até algum tempo apds a primeira clivagem (HOU e
GROUSKI, 1993). O momento da AGE ¢ variavel de acordo com a espécie e
normalmente ocorre por volta do estagio de 2 células em camundongo, 4 células em
humanos e suinos, 8 celulas em bovinos, suinos e caes, e no estagio de 16 células em
coelhos (TELFORD et al., 1990; SCHULTZ, 1993; DE SOUZA et al., 1998, REYNAUD
et al., 2005).

A diminuicdo da deteccdo de mMRNAs de receptores ao longo do
desenvolvimento embrionario também pode ocorrer devido a ativacdo do genoma
embrionario, momento onde ha uma transicao progressiva do controle materno para o

embrionario, fornecendo ao embrido uma oportunidade de restringir o programa



genético materno codificado e estabelecer o programa de expressédo génica
embrionaria (SCHULTZ, 2005).

A progesterona € também considerada necessaria a implantagdo em ratos e
estudos atuais tem demosntardo que a acado hormonal sobre os embrides podem ser
tdo essencial quanto ao preparo uterino para que a implantagcdo seja bem sucedida
(HOU e GROUSKI, 1993).

Nossos resultados em relacéo a expressao de mRNA OTR foram semelhantes
aos obtidos por Beretsos et al. (2006). Este foi o unico receptor presente em ambas as
fases embrionarias estudadas, sendo que em moérula estava presente em quantidade
significativamente superior a de blastocistos. Assim como observado em ratos, a
expressdo de mRNA OTR nas cadelas, passa a diminuir gradativamente com o
desenvolvimento embrionario e sua presenga no blastocisto estaria associado ao
controle de receptividade do endométrio e prevencao da lutedlise.

A nao deteccdo de mRNA OPN em moérulas e blastocistos caninos é semelhante
aos resultados encontrados em suinos, ovinos e coelhos (JONHSON et al., 2003).
Apesar de nao ser evidenciada a expressdo de mRNA OPN em blastocisto, a
importancia deste componente na sinalizacdo da implantacdo embrionaria n&o pode
ser excluida (APPARAO, 2003)

A acao deste componente da matriz extracelular parece estar mais relacionada a
momentos préximos a implantacdo e ao longo da gestacédo, ja que em nosso estudos,
pode ser observada a presenga de mRNA OPN em vesiculas embrionarias. A sua agao
provavelmente esta associada a integrinas placentarias e embora a OPN nao seja
sintetizada pelo trofoblasto ela possui importante papel na determinacdo da morfologia
placentaria e na adesao do embrido ao utero materno durante a implantacéo e
placentagdo (JONHSON et al., 2003).

Nao houve deteccdo de mRNA LIF durantes as fases embrionarias analisadas.
Estes resultados séo diferentes dos obtidos por Schafer-Somi et al., (2008) que
detectaram mRNA para LIF em embrides caninos de 10 e 12 dias. Essa diferenga de
resultados pode estar associada a baixa quantidade de RNA extraido das estruturas
embrionarias, em nosso estudo, no entanto, posteriormente detectamos a presenca de

MRNA LIF-R em blastocistos e alta incidéncia de mRNA LIF em tecido materno. Desta



forma podemos concluir que a acido de LIF na cadela talvez ocorra mediante estimulo
materno, de forma paracrina, assim como em coelhos (LEI et al., 2004).

Em cultivo de celulas embrionarias aa LIF é produzida pela monocamada de
sustentancao (fibroblastos) e age sobre ascélulas da massa celular interna . este
componente matem as células indiferenciadas condizente com nossos resultados , ja
que os receptores de LIF estavam presentes somente nos blastocistos.

Os mRNAs LIF e LIFR também foram detectados em embrides pré-implantagao
de ratos (NICHOLS et al., 1996), bovinos (ECKERT e NIEMANN 1998) e humanos
(CHEN et al., 1999). Na espécie humana, a secrecado de LIF e a presenga de LIFR em
trofoblasto € importante para o crescimento e diferenciacdo do trofoblasto e para uma
mudanga na predominancia de linfocitos T helper (KOJIMA et al., 1995; PICCINNI et al.,
1998), que ¢é importante para a sobrevivéncia dos embrides (KWAK-KIM et al., 2005).

Hou e Grouski (1993) relataram que genes especificos sdo expressos na
transicao de morula para blastocisto, sendo que também ha alteracées na sintese e na

secrecao de proteinas especificas a partir do inicio de blastocistos tardios

D. Avaliagao da expressao génicas nos tecidos maternos (tuba uterina e utero):

Apos a normalizacdo dos dados e escolha do gene de referéncia adotado
(GADPH) foi possivel a comparagdo das concentragbes de mRNA nas diferentes
amostras. Em nosso estudo todos os genes canditados propostos foram expressos
tanto em tecido materno como em tecido tubarico (Tabela 7 e 8)

Analise dos receptores de estréogeno alpha (ER-a ) e beta (ER- B) em Utero e tuba

uterina:

Em Juatero, no final de gestacdo, a expressdo de mRNA ER-a foi
significativamente superior aos demais grupos analisados (grupo ID > grupo IA, IB, IC,
vesiculas e grupo Il), os quais n&o diferiram entre si. No tecido tubarico observou-se

resultado semelhante ao obtido no tecido uterino, sendo os maiores niveis de



expresséo encontrados no final da gestagao (grupo ID), conforme pode ser observado
no grafico 2 e 3.

Nossos resultados diferem do observado em tecido ovariano (HATOYA et al,
2003). Em ovario, os niveis de mRNA ER-a aumentaram da fase de proestro para a
fase de diestro, correlacionando-se positivamente com os niveis de P4. Em nosso caso,
a expressao de mRNA ER-a no utero, foi significativamente superior nas fases em que
o nivel de P4 apresentava-se em declinio e os niveis de estrogenos proximos ao basal.

De acordo com Gongalves et al. (2007) a acao anti-estrogénica da P, (DONNAY
et al., 1995; VERMEIRSCH et al., 1999, 2000), leva a redugdo da concentragdo de
MmRNA ER-a, tornando assim o endométrio resistente ao estrogeno durante a
implantacédo (LESSEY et al., 2006). De acordo com este mesmo autor, provavelmente a
diminuicdo da expressdo de mRNA ER-a em resposta a P, esta associada a um
intervalo no ciclo, no qual a implantagéo ocorre. Este declinio de mRNA ER-a pode ser
um evento critico, necessario para inibir genes especificos sinalizando o inicio da
receptividade do endométrio (LESSEY et al., 2006).

Ao analisar o labirinto placentario de cadelas, Vermeirsch et al. (2000)
observaram auséncia de ER-a e PR neste orgdo, mas observaram sua presenga em
células mesenquimais localizadas ao redor da membrana basal, proximas aos vasos
sanguineos maternos, o que pode indicar agdes indiretas dos receptores hormonais no
tecido uterino.

A expressdao de mRNA ER-B em tecido uterino foi significativamente superior na
fase do diestro gestacional inicial (grupo IB) e ciclico (grupo Il), praticamente ndo variou
ao longo da gestacgao (grupo IA e IC), diminuindo no local da implantagao (vesiculas) e
parto (grupo ID). Em tecido tubarico, houve expressdo de mMRNA ER-B
significativamente superior em inicio de diestro ciclico (grupo Il) em comparagdo ao
gestacional (Grupo IA). Nao houve variagado ao longo da gestagao (grupo IB e IC) e no
local da implantagao (vesicula), diminuindo apenas no momento do parto (grupo ID).

Hatoya et al. (2003) observaram que os niveis de mRNA ER- aumentaram na
fase de anestro e proestro e posteriormente declinaram, em hipotalamo e pituitaria. Nos
momentos analisados houve uma expressao significativamente superior de mMRNA ER-3

em fases onde havia uma alta concentragao de P, sérica e diminuicdo na expressao



nos momentos em que a concentragdo de P4 passou a declinar (a partir do dia 25 da
onda pré-ovulatéria de LH) o que nos permite relacionar o aumento na expressao de
MmRNA ER-B com o aumento da P, sérica. Estes resultados também diferem dos
observados por Hatoya et al. (2003), no qual o aumento na expressdao de mRNA ER-
no tecido ovariano ocorreu em periodos de niveis de P4 baixos.

Apesar dos resultados em tecido tubarico e uterino serem opostos aos
observados em tecido ovariano, verificou-se o mesmo comportamento antagbnico
observado por Hatoya et al. (2003) entre os receptores estrogénicos. A diferenca
observada entre os tecidos (uterino/tubarico x ovariano), pode ser atribuida a diferengas
de afinidade do receptor a um determinado composto, podendo desta forma, gerar
efeitos controversos em certos tecidos e ser também especifico para uma fase
particular de desenvolvimento, conforme observado por Jefferson et al. (2000).

A tuba uterina é considerada uma estrutura extremamente sensivel a acao
hormonal devido a presenga de receptores. Ulbrich et al. (2003) também obteviveram
resultados semelhantes na avaliagdo da expressdo de mRNA ER (o e ) em tuba
uterina, atribuindo este fato a uma funcgao fisiolégica distinta destes receptores na tuba
e suas células -alvo.

Com relagao a expresséao de mRNA ER-f3, foi observado uma variagao de acordo
com a regiao da tuba uterina avaliada e com a fase do ciclo estral, ja com relagao a
expressdao de mRNA ER- o, na regiao da ampola nao foi notada diferencga relacionada
as fases do ciclo, porém, apds estimulos com estrogeno exégeno houve um aumento
rapido nos receptores de ER- a, na regiao do istmo (ULBRICH et al.,2003).

Ao analisar nossos resulados observamos que o comportamento dos receptores
estrogénicos tanto em tecido tubéarico quanto uterino sdo bastante semelhantes,
provavelmente existe uma influéncia similar da P4 sobre esses tecidos.

De acordo com Hatoya et al. (2003), o ER-B parece ter um papel importante
papel nos estagios iniciais da fase folicular e gestacional e nesses casos, a agao do
estrégeno pode estar envolvida na iniciagao dos receptores de LH mediados via ER-[3.
No caso do ER-a, provavelmente exista uma associagdo com a regulagao luteal, assim

como observado em ratos.



Analise do receptor de progesterona (PR) em utero e tuba uterina:

Na analise da expressao de receptor de P4 em utero, observamos que nao houve
variacao em relagao ao diestro gestacional inicial (Grupo IA) e ciclico (Grupo Il). Na
andlise das fases gestacionais, observamos que a expressdo de mRNA PR diminui
proximo a implantagdo (vesiculas) e permanece baixo ate o final da gestacédo (Grupo
ID). Em tuba uterina, ndo houve variagdo na expressado deste receptor ao longo da
gestacao, conforme pode ser observado no grafico 4.

Os receptores progesterbnicos sao expressos nos compartimentos epiteliais,
estromais e miometriais do utero e sua expressdo espacgo-temporal nestes
compartimentos é regulada pelo estrogénio e pela P4 (TIBBETTS et al. 1998), passando
por mudangas dindmicas durante o ciclo estral e gestagao inicial (KURITA et al. 1998,
TAN et al., 1999).

Em nosso estudo nao verificamos diferencas no padrao de expressdo de mRNA
PR quando realizamos a analise do local da implantagdo e areas adjacentes, evento
semelhante ao observado por Vermeish et al. (1999), o qual atribuiram essa situagao
ao fato do concepto ndo afetar a quantidade de ER e PR do tecido uterino.

De acordo com Jonhnston (1985) e Galabova Kovacs (2004), em cadelas, o
aumento do nivel de estrogeno estaria associado ao aumento de receptores
estrogénicos e progesterdnicos no endométrio, logo a maior expressao de mRNA PR,
no inicio do diestro, seria resultante de um acumulo gerado no periodo do estro, no qual
as concentragdes de estrogeno encontravam-se aumentadas. Provavelmente este utero
estaria em preparacao para as etapas posteriores secretoras quando os niveis de P4
plasmatica estdo em um nivel superior (VERMEIRSCH et al, 1999, 2000).

No periodo em que ha um aumento de P4 circulante ocorre uma diminuicdo na
populacdo de mRNA PR, no endométrio. Este fato também foi observado ao longo da
gestacdo, o que justifica a evidencia de que os menores niveis de mMRNA PR uterinos
estdo associados com o pico de P4 sérica (DONNAY et al., 1995; DE COCK et al.,
1997; VERMEIRSCH et al., 1999, 2000).

A ativacao de PR estimula a diferenciacdo e sobrevivéncia do tecido decidual
durante a implantacdo (STAVEREIS- EVERS et al., 2001). Através da técnica de



imunohistoquimca, observou-se que ha um aumento na expressao de PR na fase lutea
e uma diminuigdo durante a implantagdo e até o final de gestacdo. Essa condicdo
também foi evidenciada em nosso trabalho, ja que os menores valores da expresséo de
MRNA PR foram detectados exatamente no local da vesicula embrionaria e no utero
em final de gestagao.

Vermeish et al. (1999) evidenciaram que o numero de receptores
progesterdnicos € maior no final da gestagdo. Antes do parto, os niveis de mRNA PR
sao mais baixos e isso se deve a agao de ocitocina.

A néo variagao na expressao de mRNA PR em tuba uterina, pode ser um reflexo
do nivel de P, alto durante as fases analisadas (grupo II, grupo IA, IB e IC). Neste
momento como a P4 ndo sofreu grandes variagdes, também nao houve variagdo na
expressao do receptor, indicando também uma supressdo de PR na tuba uterina,
durante a dominancia de P4 (ULBRICH et al., 2003).

Ulbrich et al. (2003) avaliou a expressdo de mRNA PR em tubas uterinas de
bovinos ao longo do ciclo e verificou diferenga no padrao de expressao com relagao as
regides tubaricas relacionadas a sua importanca funcional. No entanto, na regiao
ampolar da fase lutea, a expressdo de mRNA PR também manteve-se constante.
Como em nosso estudo apenas a regido ampolar foi analisada, ndo podemos excluir a
possibilidade de que possa existir variagdo ao longo da gestacdo nas demais regide
tubaricas, ja que em bovinos (ULBRICH et al., 2003), a expressao de mRNA PR na

regido do istmo mostrou ser duas vezes superior a regidao da ampola.

Analise do receptor de ocitocina (OTR) em utero e tuba uterina:

Na avaliagdo do receptor de ocitocina (OTR), observamos que houve maior
expressao nas fases gestacionais finais (Grupo ID > Grupo IA, IB, IC e Il) e local da
implantagdo (vesiculas > grupo IA, IB e IlI). Em tuba uterina, houve diferenca
significativa somente entre o final da gestagao (grupo ID) e grupo Il (controle), conforme
pode ser observado no grafico 5.

De acordo com Spencer et al. (1995) a P4 promove um bloqueio na sintese de

OTR, o que pode explicar o aumento da expressdao de mRNA OTR exatamente na fase



em que a P4 encontra-se em niveis baixos, como no momento do parto (Grupo ID).
Provavelmente este fato nao se deve a agao da ocitocina, ja que esta somente estara
aumentada na fase de expulsdo fetal (KLARENBEEK et al.,2007). Neste momento
também pode ser notados baixos niveis de expressao de mRNA PR e altos niveis de
expressao de mRNA ER-a, o que pode gerar também aumento na expressao de mRNA
OTR, semelhante ao que ocorre em ovinos (SPENCER et al., 1995).

O aumento também durante a fase de implantacido esta de acordo com o
observado por Beretsos et al. (2006), indicando uma provavel participagao da OTR no
local da implantacgéao.

A sinalizagado da gestacdo em equinos ainda nao foi identificada, mas devido as
semelhancgas no controle da cascata luteolitica entre éguas e ruminates, propoe-se que
0 concepto equino exerce sua sinalizagdo pela inibicdo de receptores de ocitocina
endometriais, ja que em equinos, ha auséncia / redugao da OTR endometrial durante a
gestacao inicial (BAZER, 1992), porém 0 mesmo nao parece ocorrer em cadelas ja que
o nivel de mRNA OTR foi similar entre cadelas gestantes e ndo gestantes no diestro
inicial.

A ocitocina (OT) é um dos fatores envolvidos na atividade contratil da tuba e
também possui seus receptores expressos em tubas uterinas, de ratos, coelhos,
ovelhas e porcas. Estudos demonstram que estes receptores encontram-se
exclusivamente na camada muscular da parede das tubas uterinas, e possuim relacao
com a motilidade da parte inferior da tuba uterina, durante o estro em bovinos. A
influencia hormonal sobre esta contratilidade possui resultados contraditorios entre os
autores, no entanto acredita-se que o nivel de expressao e mMRNA OTR em tuba
uterina de vacas, como em outras fémeas, € dependente da concentracido elevada de
estrogénios (KOTIWA et al., 2003)

Como em nosso estudo nenhuma fase analisada corresponde a um perodo de
alto nivel de estrogeno, nao podemos afirmar 0 mesmo, mas sim somente que o nivel

de expressdao de mRNA OTR durante as fases gestacionais nédo sofre alteragdes.



Analise do fator inibidor de leucemia (LIF) e seu receptor (LIF-R) em utero e tuba

uterina:

Na avaliacdo da expressdao génica de mRNA LIF e LIF-R obtivemos
comportamento idéntico em ambas as estruturas avaliadas, ou seja, a expressao de
mRNA LIF foi maior no final da gestagédo (grupo ID) quando comparada aos demais
grupo que nao diferiram entre si (grupo IA, IB, IC e Il) tanto em utero como em tuba
uterina. Com relagao a expressao de mRNA de seu receptor (LIF- R), a expressao no
grupo controle foi maior em relagdo aos grupos gestacionais avaliados, os quais nao
diferiram entre si (Grupo IA, IB, IC e ID) tanto em utero com em tuba uterina, conforme
pode ser observado no grafico6 e 7.

Desta maneira percebemos que o receptor de LIF parece ndo variar ao logo da
gestacéo inicial, no entanto sua quantidade aumentada na fase final gestacional reflete
a provavel relacdo desta citocina com a placentagéo, assim como ja mencionado por
Schafer-Somi (2008) em caes, Modric et al. (2000) em suinos e Vogiagis et al. (1997)
em ovinos, 0 que sugere que LIF podem mediar interagées entre decidua materna,
leucdcitos e trofoblasto (SHARKEY et al., 1999). Este fato também pode ser um reflexo
da alta producdo desta citocina pelo pinopddios materno, conforme citado por Kabir-
Salmani et al. (2005) em humanos, relacionando esta citocina inclusive com o aumento
da permeabilidade vascular (RED- HORSE et al., 2004).

Também podemos observar que assim como Schafer-Somi et al. (2009) a
diminuicdo na expressao de mMRNA PR uterina pode contribuir para o
aumentar em mRNA LIF uterino no mesmo periodo. Neste mesmo estudo, este autor
propde que possivelmente existam proteinas secretadas pelo embrido canino que
desencadeiem tem efeito regulador sobre PR e LIF uterino, tanto durante, como apés
a implantacgao.

A presenca constante de LIF-R durante a gestagdo também é um reflexo da
importancia do papel do LIF durante as fases gestacionais avaliadas, ja que nao houve
variagdo na expressao destes entre as fases gestacionais.

A presenca de LIF em tuba uterina e seu mesmo padrao de comportamento em

relacdo a expressao, pode ser um indicio do mesmo tipo de influencia progesterbnica



exercida nesta estrutura, neste caso provavelmente a acdo de LIF esteja associada ao

efeito promotor de crescimento, descrito por Schafer-Somi et al. (2009).

Analise da expressao de osteopontina em utero e tuba uterina:

Em nosso estudo, ndo obtivemos variagao na expressao de osteopontina durante
a gestacao inicial (grupo IA, IB, IC), sendo a expressao no inicio e final da gestacao
(grupo IA e ID) superior ao local da implantagao, na qual a expressao de mRNA OPN
encontrava-se em quantidade significativamente inferior. Com relagéo a tuba uterina, a
expressao de OPN foi significativamente superior nas fases gestacionais iniciais (Grupo
IA e IB) em relagdo a final da gestacdo (Grupo ID), sendo a menor quantidade
detectada no grupo controle, conforme pode ser observado no grafico 8.

Com relacao aos resultados obtidos em utero, estes mostram-se contraditorios
ao observado na literatura, ja que a diminuicdo da expressdo de mRNA OPN em nosso
estudo ocorre a partir do momento da implantagdo, permanecendo baixa ate o
momento do parto. Diferentemente ao que fora preconizado por Jonhson et al. (2003),
no qual a P4 agiria de uma maneira estimulatoria a produgdo de OPN em utero no
momento do parto.

Com relagao aos resultados obtidos na avaliagao da expressao de mRNA OPN
em tuba, resultados semelhantes foram obtidos em humanos e sua presenca foi
detectada tanto nas regiées da ampola, como no istmo . Segundo Brown et al. (1992) a
osteopontina é sintetizada pelo epitélio da tuba uterina, e é liberada do epitélio para o
fluido luminal, e tem sua participagao relacionada a um papel funcional na fisiologia
normal da tuba uterina, afetando as interacées entre os gametas, e embrides. , logo a
sua menor deteccao nas fases gestacionais finais em tuba, estariam associadas a sua

pouca agao na gestacéao final e em animais ndo gestantes.



E. Avaliacao ultraestruturais de embrides, tubas e utero durante o periodo peri-

implantacao

Na avaliagdo ultraestrutural de moérula em nosso experimento (Figura 23),
podemos observar a presenga abundante de granulos lipidicos no citoplasma dos
blastbmeros, os quais apresentam-se com aspectos arredondado. As mitocéndrias
existentes também possuem aspecto ovalado e ainda existe a presengca da zona
pelucida, descricdo semelhante ao observado por Landim e Alvarenga (1997).

De acordo com estes autores, esta descricdo de constituicdo embrionaria parece
ser compativel com o provavel processo metabdlico realizado pelo embrido nesta fase,
evidenciando um baixo nivel de biossintese e limitada habilidade em metabolizar
glicose como fonte energética.

Em embrides bovinos, nos estadios iniciais de desenvolvimento também ha uma
limitada capacidade de utilizar glicose até a compactacao, dependendo principalmente,
da oxidagao de nutrientes como piruvato e aminoacidos para fornecimento de energia
(THOMPSON et al., 1996). Nesta fase entdo ha a oxidagao do piruvato. Este processo
pode ocorrer de um forma aerdbica, incluindo entdo a participacdo do ciclo de krebs e
da cadeia respiratéria, através da fosforilacdo oxidativa, como também pode ocorrer de
forma anaerdbica, através de uma oxidagao incompleta da glicose, gerando acido latico
e pouca producao energética (RIEGER, 1992).

Durante o estagio de AGE, a captacédo da glicose parece ser obrigatoria para o
desenvolvimento embrionario, refletindo uma maior necessidade energética para a
AGE, a compactagdo e a expansao da blastocele (THOMPSON et al., 1996). O
metabolismo nesta etapa € considerado aumentado entre os estagios de morula e
blastocisto em bovinos, e ha um aumento no consumo de glicose e produgao de lactato
(HARVEY, 2007; THOMPSON et al., 1996).

A presenca dos granulos lipidicos, repletos de mucopolissacarideos e proteinas,
também parece estar associada a um maior aporte de energia disponivel ao embrido
principalmente nesta fase, atuando como uma reserva energética ate a efetiva
implantagcdo (LANDIM e ALVARENGA,1997), ja que no decorrer de seu



desenvolvimento, na fase de blastocisto, podemos observar que o numero dos granulos
diminuem e a presenga de organelas aumenta.

A constituicdo celular do embrido canino entdo durante a fase de blastocisto,
mostra-se semelhante a dos demais mamiferos com espaco perivitelinico e superficie
apical das células trofoblasticas ainda coberta por microvilosidades (Figura 25) e neste
caso podemos notar presengca de mitocdndrias mais alongadas e organelas como
complexo de golgi (Figura 24) e reticulo endoplasmatico liso, evidenciando uma
provavel evolugdo metabolica. Nesta fase também sdo evidenciadas as juncdes tight
(Figura 26), as quais atuam como barreira de permeabilidade seletiva, responsaveis por
manter as células unidas (JOHNSON e ZIOMEK, 1981; YAMANAKA et al., 2006).

Estas organelas (mitocondrias e complexo de golgi) podem auxiliar na
degradacdo de aminoacidos, principalmente a glutamina, que também se mostra
bastante importante no desenvolvimento de embrides de hamster, suinos e bovinos
(RIEGER, 1992).

Deste modo o metabolismo da glutamina, pode ser uma fonte significativa de
energia no embrido na fase inicial, como também é para outras células que proliferam
rapidamente. Essa via também esta relacionada a formacdo de outros aminoacidos,
producdo de NADH, substratos para a realizacdo de ciclo de krebs, sintese de
glicoproteinas, glicolipidios, componentes da matriz extracelular e eliminagdo de
radicais livres, que sao extremamente prejudiciais ao desenvolvimento embrionario
(RIEGER, 1992).

Também se associa a necessidade de um maior aporte energético ao aumento
das trocas idnicas realizados pela bomba de sédio e potassio (LEESE, 1995) em
embrides de coelhos e ratos. Nesta fase os embrides bovinos sdo capazes de aumentar
a glicdlise em uma capacidade maxima para ganhar energia adicional quando as outras
vias ja estdo operando em seu limite.

Essa energia derivada da metabolizagdo da glicose devera ser proveniente
provavelmente de processos anaerdbicos, ja que a existéncia de ambientes anaerdbios
ate a fase de implantagdo parece ocorrer (tensdo de oxigénio no trato reprodutivo da
fémea é em torno de 5%). A ativagao da via fosfato-pentose possivelmente é via de

escolha, ja que aparentemente o ciclo de krebs apresenta um pequeno papel em



blastocistos de bovinos, coelhos e ovelhas (RIEGER, 1992).Deste modo, é possivel
perceber que a medida que o embrido se torna mais complexo, ha um concomitante
aumento em suas demandas energéticas (GARDNER, 1998).

Na avaliagéo da regidao ampolar da tuba uterina durante o periodo gestacional
avaliado (Grupo IA- 8 dias de gestagao, Grupo IB- 12 dias de gestacdo e Grupo IC- 21
dias de gestacdo), esta apresentou-se formada por epitélio cubico simples,
caracteristico de ductos e tubulos que possuem atividade excretora, secretora ou
absorvente (Figura 15,16 e 17). Evidenciamos a presenca de citoplasma e vacuolos
eletron-lucidos, os quais sdo um indicativo provavel de presengca de material
mucopolissacarideo, por outro lado a presenca de gréanulos elétron-densos também
evidenciada é indicativo provavel de presenca de material protéico (ALMEIRAO, 2011),
no entanto analises mais especificas sdo necessarias para distinguir a natureza destes
materiais.

De acordo com Leese et al. (1998), a distribuicdo dos tipos celulares
evidenciados (células ciliadas e nao ciliadas) varia de acordo com a regiao da tuba
analisada, ou seja, sendo proximo as fimbrias e infundibulo ha presenca de células
ciliadas em abundancia, as quais diminuem de quantidade no trajeto até a regido do
istmo, ja as células secretoras ou ndo ciliadas aumentam em diregdo ao istmo. Em
nosso trabalho, ndo houve distincdo de predominéncia de tipos celulares e atividade
celular na regiao da ampola no grupo IA, IB, IC e Il, porém nao avaliamos a regiao do
istmo e infundibulo, durante estes periodos.

Com 21 dias de gestacdo houve aumento da presenga de granulos elétron-
lucidos nos citoplasmas de ambos os tipos celulares descritos, o que pode indicar uma
variagdo no conteudo de secrec¢ao liberada.

Na avaliagdo da regiao ampolar da tuba uterina de animais ndo gestantes (Figura
18), em diestro fisioldogico, podemos observar que o epitélio apresentou-se
pseudoestratificado, ou seja, as células cilindricas apresentavam-se mais altas e
aparentava existir mais uma camada de células, conforme o corte observado. Neste
caso, as células basais apresentavam formato piramidal com nucleo arredondado e
central, podendo passar por divisdes mitéticas para renovacao do epitélio e secretarem

muco como funcgao lubrificante, auxiliando na adesao de particulas. Nao observamos a



presencga de granulos elétron-densos neste grupo, o que pode ser um indicativo de uma
secrecdo tubarica diferenciada entre o diestro inicial de animais gestantes e nao
gestantes, porém analises mais especificas das secre¢des tubaricas nestes periodos
S840 necessarias.

Na analise do fragmento médio do corno uterino dos periodos gestacionais
avaliados (Grupo IA, IB e IC) e diestro inicial (Grupo IlI) observados nas Figuras 19, 20,
21 e 22, nao foi possivel evidenciar as 3 camadas musculares existentes em nenhum
corte analisado. No fragmento uterino referente ao grupo IB, evidenciamos somente a
submucosa formada por tecido conjuntivo frouxo.

O endométrio, evidenciado na analise do grupo IA e Il, mostrou-se formado por
epitélio cilindrico pseudo-estratificado, diferentemente ao observado por Barrau et al.
(1975) que caracterizou o epitelio como cubdide simples. De acordo com este mesmo
autor este epitelio sofre modificagdes passando a ser considerado secretor mucoide
colunar, entre o final do estro e durante a primeira semana do diestro. Nestes grupos
avaliados também nao houve variagcdo quanto ao tipo de vacuolo encontrado
caracterizando sempre presenca provavel de mesmo tipo de material no interior das
glandulas durante essas fases.

No grupo IC (21 dias de gestagao) foi evidenciada presenga de glandulas com
material elétron-lucidos, o que dessa forma indicar uma mudanga no tipo de material
secretado, durante o periodo implantacional.

De acordo com Barrau et al. (1975), em cadelas ciclicas, o estradiol exerce
grande influenca sobre esta variagao de epitelio encontrado, auxiliando no processo de
crescimento e de diferenciagao (TAN et al., 1999), no sentido de torna-lo apto a uma
provavel gestacdo, no entanto na fase progesacional exite um aumento na espessura
do endométrio e as glandulas endometriais se tornam mais tortuosas com llumen mais

amplo caracterizando sua funcao secretora, assim como em mulheres.



F. Avaliacao do perfil protéico de secrecao tubarica e uterina durante o periodo

peri-implantacao

ApOs realizarmos o processo de concentragdao das proteinas resultantes do
lavado tanto uterino como tubarico, observamos que houve grande aumento na
concentracado final a ser trabalhada e que este foi um processo essencial para que
pudéssemos realizar com maior qualidade a eletroforese unidimensional (Tabela 10)

As proteinas encontradas no lavado uterino tiveram massa molar variando entre
167,85 + 10,10 a 11,78 + 0,06 KDA e no lavado tubarico variaram entre 175 a 24,40 +
1,10 KDA.

Na analise do perfil protéico da secrecao uterina (Tabela 11) podemos observar
que existiram quatorze proteinas encontradas, sendo que oito destas U1, U3, U4, UG,
U7, U8, U11, U14) se repetiram nos 4 grupos avaliados (grupo IA, IB, IC e Il). Destas
somente a proteina de aproximadamente 24 KDA (U 11) era menos encontrada no
grupo IB em relagdo aos demais grupos que nao diferiram entre si (Grupo IA, IC e Il),
conforme pode ser observado na tabela 13.

Existiram também duas proteinas (U2 E U12) que apresentaram padrao de
expressao diferenciado entre os grupos, sendo que a primeira nao foi encontrada no
grupo IC e a segunda somente foi encontrada no grupo IA e Il, em quantidades
similares entre os grupos avaliados (figuras 27,28,29,30 e 31).

Existiram quatro proteinas que foram encontradas exclusivamente no grupo ID
(U5, U9, U10 E U13,). Este grupo corresponde ao periodo de implantagdo e
possivelmente estas proteinas estejam relacionadas a uma secregado diferenciada
durante esta fase.

Durante o periodo de peri-implantacdo, o endométrio e o embrido sao
responsaveis por produzir inumeras proteinas que serdo essenciais durante a
implantagéo, tais como uteroferrina, proteina trofoblastica ovina (OTP-1) e bovina (BTP-
1) e proteina ligante ao retinol (RBP) (TATCHER et al., 1994).

Acredita-se que estas proteinas sejam um dos principais componentes do
histiotrofoblasto, que possuem também misturas complexas de enzimas, fatores de

crescimento, citocinas, linfocinas, horménios, proteinas de transporte (BAZER, 1975),



gases e pequenas moléculas de nutrientes, como agucares e aminoacidos, que
alcangam a superficie absortiva do trofoectoderma por difusdo através dos fluidos
luminais (THATCHER et al., 1994).

De acordo com Buhi et al. (1992), os resultados de seus estudos com cultivo de
explant de endometrio, seguido de eletroforese bidimensional, para avaliacdo das
proteinas endometriais, indicaram que o endométrio canino sintetiza e secreta pelo
menos dez complexos de proteina, sendo duas diferencialmente expressas (CP5 e
CP6), as quais equivalem a 54,6 e 23,0 KDA respectivamente e possam ser as
proteinas U7 e U11 respectivamente, por nds identificadas.

Em seu trabalho, o autor conclui que a expressao de proteinas parece ser
diferente por dia do diestro, independentemente do diestro ser gestacional ou néo,
sugerindo que o embrido pré-implantacao nao tem efeito sobre a sintese e secrecéo de
proteinas endometriais uterinas. Os autores sugeriram que a expressao das proteinas
especificas durante o diestro inicial, estdo relacionadas as concentra¢des de estrégeno
e P4, ja que estas apresentavam variagao conforme era acescentado esses hormonios
ao meio.

Em seu trabalho foram avaliados os dias 3, 7 e 10 de diestro, ciclico e
gestacional, ou seja ndo trata-se do mesmo periodo por nos avaliado, o que torna dificil
a comparacao entre os trabalhos, sendo tambem que as tecnicas de eletroforese
utilizadas foram diferentes, porem entre as proteinas que possivelmente sejam as
mesmas citadas por Buhi et al. (1992) (54 e 23 KDA), apenas a ultima apresentou
comportamento similar, encontrando-se reduzida nos dias iniciais de diestro (grupo IB)
e aumento com o decorrer desta fase.

Estas proteinas identificadas com cp5 e cp6, foram melhor estudadas
posteriormente e acredita-se que a cp6 seja pertencente a familia de proteinas ligantes
ao retinol (RBPs) encontrado nas também nas secregbes uterinas de suinos, as quais
fazem parte da histotrofoblasto, sufgerindo entdo serem essenciais para a nutricdo dos
conceptos pré-implantagao

Em seu trabalho como nao foi avaliado o periodo peri-implantacdo, acreditamos

mediante aos nossos resultados obtidos, que ha diferenca no perfil proteico



principalmente quando analisado o periodo implantacional, ja que 4 proteinas forma
unicamente detectadas nesta fase.

Em trabalho realizado por Tatcher et al. (1994), houve avaliagdo também de
explants uterinos tanto do periodo pré-implantagdo como também do periodo pos-
implantagdo. Em seu estudo foram identificadas 4 proteinas (CPI = 86 KDa), cP2 (42-44
KDa), cP4 (28- 30 KDa), cP6 (20-25 kDa) que foram sintetizadas tanto pelo endométrio
como pelo concepto entre os dias 16 a 27 da onda pré-ovulatoria de LH. No entanto
conforme ressaltado pelo autor, em estudos posteriores estas proteinas apareciam
tanto em animais gestantes como também em n&o gestantes. Estas proteinas
identificadas por Tatcher et al. (1994) talvez possam corresponder respectivamente as
proteinas U 13, U8, U10 e U11, que foram por noés identificadas.

Na analise do perfil protéico da secrecao tubarica, evidenciamos onze proteinas
encontradas (Tabela 12), sendo que seis destas proteinas (T3, T5, T6, T8, T9 E T11)
estavam presentes em todos os grupos analisados, em quantidades similares entre os
grupos, sendo que as proteinas com T9 e T11 nao tiveram seus valores de 10D
identificados, nao permitindo dados para que pudessem ser feitas as devidas
comparagdes, conforme pode ser observado na tabela 14.

A proteina T1, estava presente somente no grupo IB e IC, sendo presente em
quantidades similares entre estes grupos e as proteinas equivalentes a T4 e T10
estavam presentes somente nos grupos Il e IA, sendo que a primeira em quantidades
similares e a segunda presente em maior quantidade no grupo IC. A proteina
equivalente a T7 estava presente somente no grupo IA e a proteina equivalente a T2
estava presente somente no grupo |Il.

Muitos constituintes do fluido tubarico tem se mostrado importante para a
fertilizagédo e inicio do desenvolvimento embrionario e sdo conhecidos por variar, tanto
entre as espécies, como também entre os diferentes estagios do ciclo estral dentro da
mesma espécies. Em estudos iniciais com coelhos verificou-se que a concentragao de
bicarbonato, fosfato inorganico, proteinas e acido latico aumentavam significativamente
ao longo da tuba uterina no sentido fimbrias- jungao utero-tubarica (DAVID et al., 1969),
reforcando a idéia de que cada segmento da tuba apresenta papel distinto no eventos

iniciais da reproducéo.



Na cadela, no entanto, ha um papel adicional da tuba uterina, que é proporcionar
0 ambiente em que maturagdo do odcito ocorre. O uso de co-cultura de odcitos e
aplicagao da FIV nessa especie encontra sérias barreiras, ja que nao ha certezas dos
componente presentes na tuba da cadela na fase pds-ovulatéria e a identificagao de
produtos de secreg¢ao da tuba uterina ainda € motivo de estudo, principalmente quanto
aos elementos proteicos secretados durante o periodo pré-ovulatério (ENGLAND,
2000).

6. CONCLUSAO

Com relagcdo a hipotese levantada no inicio deste estudo, obtivemos parte da
hipétese confimada, pois a maioria dos genes candidatos nao apresentaram diferencas
na expressao quando comparado diestro ciclico e gestacional, tanto em tuba quanto em
utero, com excegao de LIF-R, ER- B e OPN. Com relagédo aos achados ultraestruturais,
0 a conteudo dos granulos secretados pela tuba entre cadelas gestantes e néo
gestantes parece variar, no entanto, pesquisas sobre a natureza deste material deveréao
ser realizadas, bem como analises mais especificas sobre as proteinas dos lavados em
tuba, que foram detectadas exclusivamente em cadelas gestantes e nao gestantes.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condigbes do

experimento, concluiu-se que:

+ O nivel sério de P, nao varia entre cadelas gestantes e nao gestantes;

% Os genes ER-q, PR, LIF-R sdo expressos somente em blastocistos caninos,
enquanto o gene OTR esta presente tanto em mérulas quanto em blastocisto

% N&o ha expressdo dos genes ER-B, OPN e LIF em moérulas e blastocistos caninos;

% Os genes ER- a, ER- 3, PR, OTR, LIFR, OPN e LIF sdo expressos em tubas e no
utero de cadelas gestantes e ndo gestantes;

% A expressdo dos genes ER- a, ER- B, PR, OTR, LIF e OPN no utero n&o varia
entre cadelas gestantes e nao gestantes, porém sofrem variagdes na sua expressao

ao longo da gestacao.
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O gene LIF- R é mais expresso no utero e em tubas de cadelas ndo gestantes
quando comparado aos animais gestantes.

Os genes ER- a, OTR, LIF sofrem variagbes em suas expressdes nas tubas ao
longo da gestacéao, porém nao varia em cadelas gestantes e nao gestantes .

A expressdo do gene ER- B é maior em tubas de animais ndo gestantes quando
comparado a fémeas gestantes

A expressao génica de OPN em tubas de animais ndo gestantes € menor que a de
animais gestantes.

A expressdao génica de PR ndo varia em tubas de animais gestantes e nao
gestantes

Quatro proteinas que sédo secretadas somente durante a fase de implantagdo nas
cadelas.

Existem proteinas na tuba uterina que somente s&o secretadas em animais
gestantes e outras que somente sédo secretadas em fémeas no diestro ciclico

O conteudo secretado pelas células secretoras da tuba uterina varia entre oanimais
gestantes e ndo gestantes

Nao ha diferengas no aspecto ultraestrutural no segmento médio do corno uterino
avaliado entre animais gestantes e ndo gestantes, porém a secrecao uterina varia
durante o periodo implantacional.

Os embrioes apresentam modificagdes ultraestruturais de acordo com o decorrer de
seu desenvolvimento, podemos observar diminuigdo do numero de granulos
lipidicos e aumento do numero de organelas, provavelmente associadas a

alteragdes metabolicas
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The aim was to assess hormone receptor gene expression in the oviduct and uterus during canine
pregnancy. Nineteen pregnant bitches divided into 4 groups were ovariohysterectomized (OVH)
at either day 8, 12, 21 or 60 of pregnancy and five non-pregnant females underwent OVH 12 days
after the preovulatory LH surge and served as controls. RT-gPCR for progesterone (PR), estrogen
(ER-a and ER-B) and oxytocin (OTR) receptors was performed on the oviduct and uterine tissue.
The mRNA PR expression in the uterus during early stages of pregnancy and the luteal phase
were higher than at other times. The mRNA ER- expression in the oviduct during early
pregnancy was less than in non-pregnant bitches. In the uterus the mRNA ER-3 expression was
higher in the initial stages of pregnancy. The ER o expression was higher in the oviduct and

uterus in advanced stages of pregnancy. The mRNA OTR expression in the oviduct was lower



than in the uterus in control group. The expression of this receptor in oviduct and the uterus were
higher in the final stages of pregnancy, when compared to other phases These data suggested that
the serum progesterone concentrations probably exert a direct control on the PR and ER (o and f)

expression and indirectly on OTR expression in the bitch oviduct and uterus.
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INTRODUCTION

The pre-implantation embryonic period corresponds to the migration of the embryo within
the oviduct and uterus. During this phase, the interaction between the embryo and endometrium
is influenced by progesterone and placental hormones that act in a paracrine manner on the
endometrium, promoting the development of the female reproductive tract and causing changes
in gene expression that participate in the development of the fetus and maintenance of
pregnancy.

The mechanisms of action of these hormones involves interaction with specific receptor
proteins present in cells, that lead to activation and transcription of responsive genes to these
steroids (Wang et al, 1999), allowing the synthesis of a wide variety of growth factors which
participate in endometrial decidual cellular proliferation. Systematic study of gene expression of
hormone receptors may clarify some mechanisms that control biological processes involved in
early embryonic development. The identification and characterization of gene expression is
important for the understanding of crucial events during the peri-implantation period (Cui et al,
2007). The aim of this study was to assess hormone receptor gene expression in the oviduct and

uterus during canine pregnancy.



MATERIAL AND METHODS
Animal and collection of tissue

Twenty four healthy mature bitches were assigned to the experiment. Nineteen were
inseminated and 5 served as control. Artificial insemination was performed based on monitoring
vaginal cytology and progesterone concentration to determine the onset of the preovulatory surge
of LH (progesterone range 1 to 1.9 ng/mL) and estimation of the time of ovulation time
(progesterone 4 ng / ml). The first insemination was performed between days +1 and +2 after the
pre-ovulatory LH surge and the second insemination was performed 48-hour later.

All females underwent ovariohysterectomy (OVH) on predetermined days: Group A
(n=5): 8 d after the LH surge, Group B (n=5): 12 d after the LH surge, Group C (n=5): 21 d after
the LH surge, Group D (n=4): 60 d after the LH surge. OVH was performed in the non-pregnant
females (n=5) 12 days after the LH surge (Group E).

Following OVH the oviduct and uterus were isolated and flushed for the purpose of
embryo recovery to determine the gestational age. Sections of the middle portion of uterine horn

and oviduct were recovered and stored in 7.5 ml cryogenic tubes and frozen at-80C.

RNA isolation and RT-qPCR.

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),
according to the manufacturer’s protocol. Total RNA amounts were determined using a
NanoDrop® (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Total RNA (2 ug) was treated
with Amplification Grade Deoxyribonuclease I (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA). The RNA structural integrity was assessed using a bioanalyzer (2100 Bioanalyzer, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) calculating the RNA Integrity Number (RIN); for all samples

this was greater than 7 (on a scale of 1-10).



The cDNA was synthesized using a High Capacity cDNA archive kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s protocols The target and reference gene
expression levels were detected by reverse transcription quantitative real-time polymerase chain
reaction (RT-qPCR) using an ABI 7300 Real Time PCR System (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, USA) and were amplified using Power SYBR Green PCR Master Mix 2x (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Primer pairs for all genes were designed using
sequences published in GenBank using Primer Express 3.0 software (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA). The expression stability of reference genes Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), 18S ribosomal RNA and Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HPRT) was assessed through geNorm VBA applet for Microsoft

Excel.

Statistical analysis

GrapPad3 (GrapPad Software Inc) was used for statistical analysis. Two tailed paired t-
tests were used to examine the results between different tissue types and Anova for analyzing the
results of the same tissue type from different groups. Data were expressed as mean + SD.
Differences were considered significant with a p value of < 0.05.
RESULTS

The values of mRNA expression of the hormone receptor (PR, ER-B, ER-L OXTR) in the
uterus and oviduct in the different groups are shown in Table 1. The PR expression in the oviduct
was not different between any of the groups. However the PR expression in the uterus during the
early stages of pregnancy (Group A) and nonpregnant bitches (Group E) were higher than in the

other stages of pregnancy (Group B, C, D) indicating a change in the PR expression during

pregnancy.


http://en.wikipedia.org/wiki/Svedberg

The ER-B expression in the oviduct in the early pregnant females was less than in non-
pregnant bitches. In the uterus the ER- expression was higher in the initial phases of pregnancy
(group A and B) and in group E. The ER a expression was higher in the oviduct in advanced
stages of pregnancy (Group D versus A). Similar results were observed in the uterus.

In the oviduct the OTR expression did not changed during pregnancy but were
numerically higher at day 60; expression of OTR in late pregnancy was significantly higher than
in the non-pregnant control bitches. In the uterus the OTR expression was different between
pregnant and non-pregnant bitches and expression was highest in bitches at day 60 of pregnancy

compared with any of the other groups.



Tablel. Mean £ SD mRNA expression of the hormone receptors PR, ER-, ER-a. and OTR in

the uterus and oviduct in non-pregnant bitches and bitches at different stages of pregnancy.

Group A:Pregnant B: Pregnant C: Pregnant D: Pregnant E: Non-pregnant 12
8 days after 12 days after 21 days after 60 days after days after the LH surge
LH surge LH surge LH surge LH surge

N 5 5 5 4 5

Uterine horn

PR 1.82+0.31* 1.1+0.158 1.05+£0.29 € 0.07+0.05"? 2.12+0.175P

ER-B 3.24+0.24 526+031% 3.4+0.89 0.01 +0.001"" 52+1.2°

ER-o. 0.33+0.12* 0.33 +0.12° 0.55+0.16° 0.94 + 0.1848°P 0.41+0.13°

OTR 0.12+0.07* 0.14 + 0.06" 0.41 +0.29¢ 1.41 +0.2248¢P 0.17 = 0.08°

Oviduct

PR 0.55 +0.29 1.14+0.73 0.84+0.26 0.59 + 0.08 0.83 +0.32

ER-B 0.07 + 0.028" 0.21 £ 0.096 0.13+0.051 0.01 +0.002" 0.29 +0.051*"

ER-o 0.13+0.10* 0.19 +0.03" 0.24 + 0.05 0.59 + 0.09"5¢ 0.13 +0.05¢

OTR 0.16+0.19 0.22 +0.09 0.38+0.36 0.49 +0.18% 0.02+0.01*

Means between columns with a letter in common were significantly different p< 0.05.



DISCUSSION

In bitches, progesterone has an important role in the establishment and maintenance of
pregnancy, since it prepares the uterine epithelium for receptivity and endometrial and stromal
cell diferentiation. These changes ensure that embryo development can be supported (Mulac-
Jericevic and Conneely, 2004).

Progesterone has a self-regulatory action on the PRs in the endometrium and glandular
epithelium. In pregnant and cyclic females PR expression is generally thought to be negatively
correlated to plasma progesterone concentrations. In our study we observed similar results,
although in oviduct there was no variation in PR expression associated with non-pregnancy or
any stage of pregnancy. We believe that this ocurred because there is different affinity between
the tissues and the receptor; findings that have already been described (Jefferson et al, 2000).

In adult women ERs are expressed in epithelial cell and uterine and vaginal stroma.
Estrogen is obligatory for normal epithelial morphogenesis, cyto-differentiation and secretory
activity in these tissues (Coke et al, 1998). In our study changes in both ER-o and 3 within the
oviduct and uterus were the opposite to those that have been previously described for ovarian
tissue (Hatoya et al, 2003). We believe that this occurred due to the action of progesterone in
these tissues. However the ER-a results were similar to those obtained in women, in which ER-a
were down-regulated at the time of implantation when progesterone concentrations were greatest
(Lessey et al, 20006).

The increase in OTR expression found in the uterus and a lesser degree the oviduct
during late pregnancy may be due to the role of this hormone in parturition and lactation
(Mitchell ef al., 1998) and potentially because progesterone concentrations are basal such that

there is no progesterone block (Vermeish et al, 2000).



We conclude that ER (a and 8), PR and OTR gene expression differs throughout the
various stages of pregnancy, and is largely influences by concentrations of progesterone at the

target tissues.
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Anexos:
Dosagem de P, sérica:

A realizacédo da dosagem de P4 sérica foi realizada concomitantemente com a avaliagcédo
citologica (Tabelas 1, 2,3 e 4), auxiliando na determinagdo do dia da inseminag&o

artificial e estipulagédo do dia de coleta das estruturas em ambos os grupos.

Tabela 1: Resultados de dosagem de P4 sérica das fémeas do grupo A (experimental) e

porcentagem de células superficiais no exame de citologia vaginal. Botucatu, 2012.

Fémea Data de coleta P4 (ng/ml) % de células superficiais
27/1 3,8 84
29/1 9,510 95
Fémea 11 311 22,92 95
04/2 53,36 22
28/03 7,50 100
30/3 22,04 97
Fémea 20 01/4 49,48 0
09/4 64,88 0
16/7 6,16 100
18/7 19,42 100
20/07 39,49 100
Fémea 36 22/07 59,44 100
24/07 56,08 100
01/09 2,89 100
03/09 2,96 100
05/09 3,72 100
Fémea 39 07/09 13,44 100
09/09 22,49 100
12/09 34,31 12
02/08 0,28 25
04/08 0,22 50
08/8 2,89 100
Fémea 38 10/8 11,22 100

16/8 36,44 100



Tabela 2: Resultados da dosagem de P, sérica das fémeas do grupo I-B (experimental)

e porcentagem de células superficiais no exame de citologia vaginal. Botucatu, 2012.

Fémea Data de coleta P4 (ng/ml) % de células superficiais
14/11 0,8657 100
16/11 3,4197 100
19/11 15,487 100
Fémea 05 21/11 36,200 99
22/11 79,420 36
24/11 53,340 23
26/11 59,700 0
04/3 5,6435 100
Fémea 15 06/3 11,617 100
10/3 42,380 0
12/3 48,280 0
16/3 12,873 0
04/03 2,54 100
Fémea 16 06/03 14,46 100
12/3 38,68 100
16/3 33,891 100
18/03 33,17 100
31/3 0,0902 12
02/4 0,1423 23
04/4 0,1576 88
Fémea 22 06/4 0,5087 100
08/4 1,1243 100
11/4 7,7229 100
13/4 30,164 99
18/4 61,620 0
20/4 39,662 0
25/04 26,3 0
06/4 0,3 12
Fémea 37 19/4 1,1353 12
20/4 1,1872 12
22/4 3,7937 100
25/4 12,3415 100
27/4 18,930 100
29/4 25,690 100
01/5 25,430 100
04/5 28,530 100

09/05 27,14 100



Tabela 3: Resultados da dosagem de P4 sérica das fémeas do grupo I-C (experimental)

e porcentagem de células superficiais no exame de citologia vaginal. Botucatu, 2012.

Fémea Data de coleta P4 (ng/ml) % de células superficiais
04/01 6,3 100
06/01 12 100
08/01 21,59 86
FEMEA 06 10/01 36,92 95
12/01 34,77 2
14/01 38,2 0
16/01 38,4 0
18/01 67,96 0
20/01 53,68 0
22/01 52,28 0
25/01 13,59 0
12/01 0,9 8
FEMEA 07 1501 3,29 100
17/01 7,595 100
18/01 20,9 88
20/01 38,76 22
22/01 58,76 7
24/01 35,17 7
26/01 36,83 0
28/01 33,37 0
06/02 13,53 0
16/04 6,3 100
FEMEA 24 18/04 8,51 100
20/04 27,66 86
22/04 21,95 16
25/04 29,61 5
27/01 35,87 0
29/01 68,22 0
01/5 39,34 0
03/05 70,4 0
07/5 18,63 0
11/04 1,9 67
FEMEA 23 13/04 5,48 100
15/04 17,32 100
18/04 22,6 100
20/04 26,96 100
22/4 27,49 100
25/4 26,18 100
27/04 25,92 100
01/5 25,72 0
04/5 16,7 0
13/05 0,42 30
16/05 0,64 34
18/05 2,99 100
FEMEA 34 20/5 7,52 100
22/05 12,54 100
31/05 36,72 0
04/6 39,34 0

09/6 32,91 0



Tabela 4: Resultados da dosagem de P, sérica das fémeas do grupo ii (controle)

porcentagem de células superficiais no exame de citologia vaginal. botucatu, 2012.

FEMEA DATA DE % DE CELULAS

P4 (NG/ML)
COLETA SUPERFICIAIS
23/8 1,93 25
FEMEA 27/8 7,1151 44
01 02/9 9,300 7
06/9 12,231 5
01/9 2,5450 100
03/9 8,2564 100
FEMEA 05/9 28,473 100
02 07/9 32,276 100
10/9 26,200 31
26/1 3,00 100
28/1 8,6439 100
FEMEA 31/2 30,297 90
09 02/2 35,649 100
05/2 11,2700 100
26/1 1,0836 100
28/1 1,06925 100
FEMEA 311 4,3951 100
10 02/2 8,1625 100
06/2 12,0165 100
04/2 0,6287 42
07/2 0,4639 68
FEMEA 09/2 2,5160 100

13 16/2 30,259 90



Tabela 09- Valores referentes a razdo entre as medidas espectrofotométricas a

260 e 280 nm das amostras tubaricas do grupo | e Il. Botucatu, 2012.

Grupo Amostra Razado 260 x 230 Razao 280 X 260 Quantificagao
Tuba- fémea 11 1,54 1,57 288,2
Tuba- fémea 20 2,16 1,98 4378
Grupo IA Tuba- fémea 36 1,689 1,933 2921
Tuba- fémea 39 2,01 1,89 4836
Tuba- fémea 38 1,81 2,02 3340
Tuba- fémea 05 1,65 1,94 3312
Tuba- fémea 15 1,85 1,88 3428
Grupo 1B Tuba- fémea 16 1,32 1,95 2654
Tuba- fémea 22 1,74 1,87 1323
Tuba- fémea 37 1,9 1,91 1170
Tuba- fémea 06 0,64 1,71 218,4
Grupo IC Tuba- fémea 07 1,04 1,92 387,6
Tuba- fémea 24 1,83 1,94 2076
Tuba- fémea 23 1,2 1,85 480,4
Tuba- fémea 34 1,43 1,87 2591
Tuba- fémea 01 2,13 1,96 1902
Tuba- fémea 02 1,87 1,83 1332
Grupo Il Tuba- fémea 09 1,71 1,89 638,4
Tuba- fémea 10 0,99 1,42 621,6

Tuba- fémea 13 0,87 1,86 1003,2



Tabela 10- Valores referentes a razdo entre as medidas espectrofotométricas a

260 e 280 nm das amostras uterinas do grupo | e Il. Botucatu, 2012.

Grupo Amostra Razao 260 x 230 Razao 280 X 260 Quantificagao
Utero- fémea 11 1,10 1,88 5820
Utero- fémea 20 0,98 1,35 4490
Grupo IA  Utero- fémea 36 1,74 1,59 4514
Utero- fémea 39 0,95 1,18 6660
Utero- fémea 38 1,8 1,88 6792
Utero- fémea 05 1,44 1,93 8442
Utero- fémea 15 1,64 1,96 2218,8
GrupoIB  Utero- fémea 16 1,21 1,95 6567
Utero- fémea 22 1,15 1,21 765,2
Utero- fémea 37 1,83 1,94 3144
Utero- fémea 06 1,23 1,77 4029
Utero- fémea 07 1,22 1,9 2332
Utero- fémea 24 1,83 1,94 4382
Utero- fémea 23 1,2 1,85 480,4
Grupo IC  Utero- fémea 34 2,74 1,96 4508
Vesicula- fémea 06 1,59 1,7 8096
Vesicula- fémea 07 1,698 1,849 686,8
Vesicula- fémea 24 2,21 1,89 356
Vesicula- fémea 23 1,19 1,71 4581
Vesicula- fémea 34 1,46 1,6 4658
Utero- fémea 01 1,43 1,94 4602
Utero- fémea 02 1,18 1,92 2529,6
Grupo Il Utero- fémea 09 1,76 1,92 3462
Utero- fémea 10 1,44 1,94 2917,2

Utero- fémea 13 0,55 1,86 2620



Tabela 13- Analise qualitativa da integridade do RNA (RNA Integrity Number,
RIN) das amostras de tubas, utero e vesiculas embrionarias (tabela 16).
Botucatu, 2012.

Grupo Amostra RIN
Tuba- fémea 11 6,4
Tuba- fémea 20 6,6
Tuba- fémea 36 6,0
Tuba- fémea 39 71
Tuba- fémea 38 N/A
Grupo IA Utero- fémea 11 6,0
Utero- fémea 20 6,2
Utero- fémea 36 7
Utero- fémea 39 6,7
Utero- fémea 38 7,1
Tuba- fémea 05 7,5
Tuba- fémea 15 7,6
Tuba- fémea 16 7,5
Tuba- fémea 22 7,9
Tuba- fémea 37 7,1
Grupo IB Utero- fémea 05 8,1
Utero- fémea 15 7,0
Utero- fémea 16 6,6
Utero- fémea 22 6,7
Utero- fémea 37 7,7
Tuba- fémea 06 6,6
Tuba- fémea 07 7,3
Tuba- fémea 24 8
Tuba- fémea 23 7,4
Grupo IC Tuba- fémea 34 7,5
Utero- fémea 06 6,3
Utero- fémea 07 8,5
Utero- féemea 24 6,0
Utero- fémea 23 6,4

Utero- fémea 34 6,3



Grupo Il

Vesicula- fémea 06

Vesicula- fémea 07

Vesicula- fémea 24

Vesicula- fémea 23

Vesicula- fémea 34
Tuba- fémea 02
Tuba- fémea 09
Tuba- fémea 10
Tuba- fémea 13
Tuba- fémea 01
Utero- fémea 01
Utero- fémea 02
Utero- fémea 09
Utero- fémea 10

Utero- fémea 13

7,0
7,3

6,0
6,9
N;A
6,7
6,5
7,5
7,8
6,9
6,9
7,2
6,7
7,3
7,2
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