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RESUMO

RIBEIRO, A.A. (2018) Dinamica dos fatores angiogénicos em corpos luteos
de cadelas gestantes e pseudogestantes. Botucatu —-SP. 2018, 59p.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria.

O objetivo desse estudo é obter conhecimentos mais profundos sobre os
mecanismos regulatérios da manutencdo e principalmente do término da
funcdo litea em cadelas gestantes e ndo gestantes. O perfil de P4 é muito
semelhante em cadelas gestantes e ndo gestantes, porém comecga a divergir
aproximadamente no dia 60 da fase lutea. Nesse momento, evidencia-se um
declinio abrupto de P4 nas cadelas gestantes, sinalizando a lutedlise pré-
parto,com aumento da PGF2a e grande atividade apoptética no interior do
corpo lateo (CL). Diferente do mecanismo de cadelas ndo gestantes, em que a
regressao lutea é passiva e pré-programada. No presente trabalho foi validada
a expressao dos seguintes fatores angiogénicos - VEGFA, IGFBP5, Endotelina,
THBS2 e TGFB1 em CLs de cadelas ciclicas e gestantes. Para tal, foi realizado
o acompanhamento do ciclo estral de fémeas em diestro ciclico (n=20) e as
fémeas do grupo gestante foram inseminadas artificialmente (n=20). Todas as
fémeas foram submetidas a ovariohisterectomia (OSH) nos dias 10, 20, 40 e 60
ap0s a onda pré-ovulatéria de LH. Os CLs coletados foram submetidos as
técnicas de qRT-PCR e imunofluorescéncia. Para andlise estatistica, aplicou-se
o teste t de student, sendo os dados analisados pelo programa GraphPadPrism
6 e considerado significativo quando p<0,05. Os resultados mostraram que 0S
fatores angiogénicos selecionados foram diferencialmente expressos nos dias
40 e 60, especialmente no grupo das cadelas gestantes. Nos outros momentos
avaliados nao apresentaram diferencas. Os fatores anti-angiogénicos THBS2,
TGFB1, VEGFA e IGFBP5 apresentaram acentuada expressao no momento 60
dias de gestacdo. A endotelina foi mais expressa no dia 60, no grupo das
cadelas pesudogestantes. Esses resultados reforcam a hipotese que o0s
mecanismos associados a lutedlise sao diferentes nas cadelas gestantes e
pseudogestantes.

Palavras chave:angiogénese, cadela, corpo luteo, diestro, gestacao



ABSTRACT

RIBEIRO, A.A. (2018) Dynamics of angiogenic factors in corpora lutea of
pregnant and pseudopregnant bitches. Botucatu -SP. 2018, 59p.
Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria.

The objective of this study is to obtain a deeper understanding of
regulatory mechanisms of maintenance and especially of the end of the luteal
function in pregnant and non-pregnant bitches. The profile of P4 is very similar
in pregnant and non-pregnant bitches, but it begins to diverge approximately on
day 60 of the luteal phase. At this moment, an abrupt decline of P4 is evidenced
in the pregnant bitches, signaling the prepartum luteolysis: associated to an
increase of the PGF2a and great apoptotic activity inside the corpus luteum
(CL). Differently from non-pregnant bitches, where luteal regression is passive
and preprogrammed. In the present work, it was validated the expression of the
main angiogenic factors - VEGFA, IGFBP5, Endothelin, THBS2 and TGFBL1 in
CLs of cyclic and pregnant bitches. For this, the estral cycle of females in cyclic
diestrus (n = 20) was monitored and the females of the pregnant group were
artificially inseminated (n = 20). All females were submitted to
ovariohysterectomy (OSH) on days 10, 20, 40 and 60 after the preovulatory LH
surge. The collected CLs were submitted to gRT-PCR and immunofluorescence
techniques. For statistical analysis, the student's t-test was applied, the data
analyzed by the program GraphPadPrism 6 and it was considered significant
when p <0.05. The results showed that the selected angiogenic factors were
differentially expressed on days 40 and 60, especially in the group of pregnant
bitches. No differences were observed in the other moments evaluated. The
anti-angiogenic factors THBS2, TGFB1, VEGFA and IGFBP5 presented marked
expression at the time 60 days of gestational diestrus. Endothelin was most
expressed on day 60 in the group of pseudopregnants. These results reinforce
the hypothesis that the mechanisms associated with luteolysis are different in
pregnant and pseudopregnant

Key-words: angiogenesis, bitch, corpus luteum, diestrus, pregnancy



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO

O cao doméstico é classificado como espécie monoéstrica, politoca e
nao sazonal, com uma fase de inatividade ovariana obrigatéria, entre fases
sexuais ativas, denominada anestro. Embora a reproducéo dos cades tenha
sempre atraido a atencdo da comunidade cientifica, muitas caracteristicas
espécie-especifica permanecem a ser esclarecidas. A biologia do corpo Iuteo
(CL) canino tem sido estudada sob muitos aspectos, desde a fisiologia IUtea
incluindo o crescimento e manutencdo do CL, até os padrdes divergentes de
regressdo gradual e lutedlise em cadelas pseudogestantes e gestantes
(CONCANNON, 2011, KOWALEWSKI, 2012, PAPA e HOFFMANN, 2012;
KOWALEWSKI, et al. 2013; ZATTA et al. 2017).

Nas cadelas o CL se desenvolve dentro da cavidade folicular rompida
que libera o complexo cumulus oocito, dentro de 12 a 96 horas pés as
ovulagdes (CONCANNON, 2011). Nos cdes o numero de ovulagdes varia e
depende da racga e do porte do animal, com ragas menores ovulando poucos
odcitos e ragas maiores ovulando de 5 a 15 odcitos. Os foliculos ovulados se
organizam e rapidamente se luteinizam, resultando em um aumento da
capacidade esteroidogénica durante a fase IUtea inicial, manifestada por um
rapido aumento dos niveis de progesterona (P4) periférica que atingem as
maiores concentragfes dentro de 15 a 30 dias ap0s as ovulagbes. Nesse
periodo, a concentragdo média de P4 circulante varia entre 30 a 35 ng/mL; em
seguida a capacidade esteroidogénica do CL comeca a diminuir gradualmente
indicando o limite na sua longevidade funcional (KOWALEWSKI, 2012,
KOWALEWSKI, et al. 2013).

O CL canino permanece inalterado pela histerectomia, esse fato revela
uma vida util inerente, onde as cadelas ndo prenhes sdo independentes de
gualquer mecanismo regulatério agudo. Essa vida util pode durar de 1 a 3
meses até que as concentracdes de P4 atinjam niveis basais inferiores a
1ng/mL, indicando por definicdo o inicio da fase de anestro do ciclo estral
(OKKENS et al. 1985).



Durante a gestacao canina a fase lUtea determina a duracdo da prenhes
que termina rapidamente cerca de 60 dias apdés as ovulacdes, quando a
regressao lutea lenta é interrompida por um abrupto declinio de P4, pouco
antes do parto, referido como lutedlise pré-parto. Essa situagdo no cdo como
em outras espécies de mamiferos € um pré-requisito para o parto
(KOWALEWSKI, 2017).

De forma geral, nos mamiferos, a P4 € um hormonio indispensavel para
0 estabelecimento e a manutengcéo da gestacdo e uma das particularidades
mais relevantes na reprodugcdo canina € a auséncia da esteroidogénese
placentaria. Essa caracteristica € Unica nas cadelas, pois mesmos nas
espécies dependentes de P4 do corpo luteo para a manutencdo da gestacao,
como 0s suinos e caprinos, isso nao ocorre (SHELDRICK et al.,, 1980;
TARRAFe KNIGHT 1995). Consequentemente, o0 cdo é a Unica espécie
doméstica que nado depende dos esterbides placentarios o que destaca ainda
mais, o papel central do CL na regulacao da fertilidade canina.

Além disso, a ausencia de um “fator” luteolitico intra ou extra luteal leva
a uma relacao inversa entre a duracao do corpo luteo gestacional e a fase lutea
estendida em cadelas ciclicas, referidas como pseudogestacdo, a qual
geralmente excede o periodo de gestacdo normal(CONCANNON,1989;
HOFFMANN et al.,1992), portanto mecanismos diferentes devem estar
envolvidos na regulagéo da regresséo lutea gradual vista em cadelas ciclicas e
na lutedlise aguda pré-parto observada nas cadelas prenhes.

Comparada com outras espécies, nas quais a ciclicidade ovariana é
mantida pela producgéo peridédica de PGF2a, o cédo exibe a forma mais primitiva
de controle do CL onde n&o ha relacdo entre o Utero e o controle do CL. Essa
diferenca ainda é expressa pela auséncia de um sinal anti-luteolitico derivado
do embrido; a relagdo entre Utero e fator luteolitico é considerada um sistema
evolucionario domais avancado entre os animais (KOWALEWSKI, 2017). O céo
nao apresenta um mecanismo definido de reconhecimento materno de
gestacdo e em ambas as condi¢des gestacao e pseudogestacao, o trato genital
das fémeas € exposto a um ambiente sensibilizado pela P4 originada do CL.

Uma outra particularidadeda fisiologia reprodutiva das fémeas caninas,
relacionada ao suporte luteotrofico, € que durante a segunda metade da fase
lutea a prolactina (PRL) e o horménio luteinizante (LH) s&o considerados



fatores luteotroficos, mas a regresséo latea/lutedlise ocorre a despeito das
concentracdes elevadas desses horménios. Da mesma forma ndo ha aumento
de estrogeno relacionado a gestacao e/ou parto em cédes. O papel luteotrofico
da P4 é reforcado pela aplicacdo de antigestdgenos que induzem a uma
sinalizacdo Utero/placentaria resultando sempre em lutedlise pré-termo ou
aborto.

Também nos cdes o conhecimento acerca do envolvimento do sistema
imunolégico no controle da funcdo litea é restrita a observagbes mostrando
uma invasao tempo dependente das células imunes no CL de cadelas néo
gestantes (HOFFMANN e al. 2004b); estudos realizados por Nowaczyk et al.
(2017) investigaram a presenca de CD4, CD8, MHCII e endoglina em cadelas
gestantes na fase de pré-implantagcédo até a lutedlise pré-parto; uma expressao
tempo dependente de CD4, CD8 e endoglina foi fortemente relacionada com a
formacéo do CL, enquanto o MHCII foi induzido somente durante a lutedlise.

A definicho do termo reconhecimento materno da gestagdo foi
originalmente usado por Roger (1969) para descrever estratégias observadas
em diferentes espécies para prevenir a lutedlise e manter a sobrevida do corpo
luteo (CL), além da atividade ciclica; entretanto, esse termo parece nao se
aplicar a espécie canina na qual a duracdo da fase Iitea é semelhante em
animais gestantes e ndo gestantes. Uma definicdo mais geral parece ser mais
adequada para a espécie canina para designar o reconhecimento materno da
gestacdo: uma relagdo morfolégica e funcional entre o Utero, o embrido e o
corpo luteo que é a fonte de P4 nos caes (CONCANNON et al. 1989). Segundo
Kowalewski et al. (2010) o contato intimo entre o embrido/feto e o organismo
materno apds a implantacdo e placentacdo é a condi¢cdo mais importante para
a manutengao da gestacg&o nos caes.

Portanto mecanismos regulatérios que controlam a sobrevida do CL e
especialmente o término da funcdo do CL em cadelas gestantes e nao
gestantes permanecem ainda sem elucidacdo. O objetivo dessa revisdo € obter
insights mais profundo sobre os mecanismos regulatérios da manutencdo e

principalmente do término da funcdo lutea em cadelas.



2. REVISAO DE LITERATURA

Nos cdes a funcdo ovariana parece ser minimamente evoluida
representando um modelo basico de reproducdo entre os mamiferos. Os caes
sdo classificados como monoestricos, n&o sazonais; sao ovuladores
espontdneos, ovulam uma Unica vez em cada estacdo de cobertura e
apresentam periodos de atividade sexual separados por periodos obrigatorios
de inatividade sexual, referidos como anestro, que podem durar de 11 até 36
semanas (OKKENS e KOOISTRA, 2006; CONCANNON, 2011). Em
consequéncia dessas particularidades fisiologicas, as cadelas apresentam
poucos periodos de estro e um pequeno numero de gestagfes durante sua
vida reprodutiva, fornecendo poucas possibilidades de pesquisas sobre os
mecanismos espécie-especificos que regulam o padrdo reprodutivo nessa
espécie.

A progesterona (P4) € indispensavel para o sucesso da gestacdo em
cadelas, sua producédo é continuadamente requerida para o estabelecimento e
manutenc¢do da gestacao, ja que ndo ha atividade esteirodogénica associada a
placenta. Essa condicao reforca o papel central do CL na manutencdo da
gestacdo (KOWALEWSKI et al. 2015).

2.1 Ciclo Estral

Nas cadelas, os ovérios estdo localizados na cavidade abdominal
caudalmente aos rins e no interior da bursa ovarica, que é um prolongamento
do peritdnio recoberto por tecido adiposo. O principal suprimento sanguineo do
ovario é proveniente de um ramo da aorta: a artéria ovariana. Como um
suprimento auxiliar de sangue arterial aos ovarios ocorre a anastomose da
artéria uterina com a ovariana (JOHNSTON et al., 2001; FELDMAN e
NELSON, 2004).

A estrutura ovariana é constituida de uma porgcdo medular onde estédo
localizados os vasos sanguineos, nervos, vasos linfaticos e tecido conjuntivo e
da porcédo cortical onde se localizam as estruturas mais nobres do ovario: 0s

foliculos ovarianos e os corpos luteos. O ovario € revestido externamente por



um epitélio germinativo e mais internamente pela tlinica albuginea e o estroma
ovariano (JOHNSTON et al., 2001).

Os ovérios exercem varias fungbes, entre elas a gametogénese
(producéo ciclica de gametas) e a esteroidogénese (producdo de horménios
sexuais); o estrégeno é produzido pela parede dos foliculos em crescimento e
a progesterona € produzida pelo corpo luteo (CHRISTIANSEN, 1998;
JOHNSTON et al.; 2001).

A fémea canina apresenta a puberdade, ou seja, o periodo em que
atinge a capacidade de reproducéo com idade entre seis e 10 meses em ragas
pequenas e aproximadamente aos 24 meses em racas de grande porte. O ciclo
reprodutivo da cadela pode ser dividido em quatro fases: proestro, estro,
diestro e anestro (CHRISTIANSEN, 1998; JOHNSTON et al., 2001; FELDMAN
e NELSON, 2004).

O proestro é a fase na qual ocorrem alteracbes externas que
demonstram a eminéncia de estro. Observa-se nessa fase, edema vaginal com
secre¢do sanguinolenta e a fémea atrai os machos, mas ndo aceita a copula. O
proestro tem duragdo meédia de 9 dias, variando entre 3 e 16 dias
(CHRISTIANSEN, 1998; JOHNSTON et al.; 2001). Na endocrinologia canina o
proestro tem como caracteristica uma concentracdo basal de progesterona e
uma elevagdo da concentracdo sérica de estradiol que decresce a partir do
momento que a fémea passa a ser receptiva a monta. Na citologia vaginal do
proestro ocorre um predominio de células intermediarias (JOHNSTON et al.,
2001; FELDMAN e NELSON, 2004).

O estro é a fase em que a fémea esta receptiva ao macho, mas com
edema de vulva menos evidente do que na fase anterior e duragédo aproximada
de 7 a 9 dias, com variagéo de 4 a 24 dias. O estro também € identificado pela
citologia vaginal, na qual é verificada uma porcentagem superior ou igual a
80% de células superficiais. A cadela se apresenta como a Unica espécie que
demonstra o comportamento de estro mesmo com a elevada concentragédo de
progesterona (JOHNSTON et al., 2001; FELDMAN e NELSON, 2004;
CONCANNON, 2011).

A onda pré-ovulatoria de LH é o resultado de uma diminui¢do dos niveis
de E2 e um aumento nas concentragcdes de P4 provocando um feedback
positivo no hipotadlamo e hipofise com consequente liberacdo de LH e ovulagéo.



A onda pré-ovulatéria de LH ocorre cerca de 0,5 a 3 dias (média de 1 ou 2 dias)
apos o pico de E2 e dura cerca de 1 a 3 dias provocando a ovulagéo cerca de
48 a 60 horas apOs seu inicio (Fig. 1). O tempo entre o pico de LH e as
ovulacdes é caracterizado por uma proliferacdo rapida das células da teca e
emergéncia de uma vasta rede vascular; em consequéncia, as células
foliculares que se luteinizam s&o capazes de produzir quantidades
consideraveis de P4 (5ng/mL), no momento das ovulacdes (CONCANNON,
2011).

As modificagbes morfologicas que ocorrem nos foliculos associadas as
ovulacdes e inicio da formacdo dos CLs em caes foi descrita inicialmente por
Bischoff (1845) que descreveu estruturas semelhantes a tecido liteo com
proliferacbes e dobras nos foliculos pré-ovulatérios. Atualmente, essas
modificacdes tem sido associadas com altas concentragcdoes de prostaglandina

E2 e F2 alfa nos CLs em formacao.
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Figura 1: Controle endécrino do ciclo estral de cées, adaptado de
Kowalewski. (2017)

O desenvolvimento estrutural do CL continua apds a ovulacdo, antes do
término do estro. Nesse momento o CL ja se encontra funcional e
morfologicamente formado e as fémeas entram numa fase de dominancia
ltea, denominada diestro. Em termos hormonais o término do estro ocorre

guando as concentracdes de E2 estdo abaixo de 15 ng/mL que correspondem
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ao comportamento clinico e citologia vaginal compativel com sensibilizagéo
progestacional (CHRISTIANSEN, 1998; CONCANNON, 2011)

As cadelas durante o processo de ovulag&o liberam odcitos primarios,
ainda imaturos, que seréo fertilizados apés 48 a 72 horas, quando se tornarem
oocitos secundérios. Os odcitos nas cadelas sdo fecundados nas tubas
uterinas e migram para o Utero 9 a 10 dias ap0s a ovulagdo, em estdgio de
moérula ou blastocisto inicial (JOHNSTON et al., 2001). Em cadelas gestantes a
secrecdo de progesterona se mantém durante os 63/65 dias e em cadelas nédo
gestantes persistem de uma forma similar, com variacdo de 50 a 80 dias
(AIUDI et al., 2006).

O anestro é a fase em que nao existe atividade ovariana e tem duracao
aproximada de 4 meses. A concentracdo de LH durante o anestro € pulsétil até
a ocorréncia do proximo proestro e os niveis de FSH aumentam durante a
evolucdo do anestro. Durante toda essa fase a concentracado de progesterona
se mantém em niveis basais. Na citologia vaginal do anestro existe o
predominio de células parabasais (CHRISTIANSEN, 1998; JOHNSTON et al.;
2001; FELDMAN e NELSON, 2004).

2.2 Luteogénese

A biologia do CL canino tem sido estudada sob muitos aspectos, desde
a fisiologia latea incluindo o crescimento e manutengéo do CL, até os padrbes
divergentes de regressdo gradual e lutedlise em cadelas gestantes e
pseudogestantes (CONCANNON, 2011, KOWALEWSKI, 2012, PAPA e
HOFFMANN, 2012; KOWALEWSKI, et al. 2013).

O conhecimento existente em relacdo a formacdo do CL provém em sua
maioria de estudos realizados com grandes e pequenos ruminantes e servem
de base para as demais espécies, no entanto, diferentemente dos ruminantes,
o processo de luteinizacdo na cadela ocorre ainda na fase pré-ovulatoria
(CONCANNON e VERSTEGEN, 2005).

Nas cadelas, o processo de luteinizagdo se inicia antes mesmo das
ovulacbes devido a uma mudancga nos receptores de gonadotrofina presentes

nos foliculos ovarianos. Inicialmente é observada uma luteinizagdo de menor
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importancia, mas morfologicamente e endocrinologicamente detectavel, que
ocorre em peguenos pontos no interior da parede folicular, da metade para o
final do proestro. Este periodo corresponde a 2 ou 3 dias anteriores a onda pré-
ovulatéria de LH, resultando em um aumento minimo de P4 sérica, de
concentracfes ndo detectaveis para valores préximos de 0,4 a 0,8 ng/mL
(CONCANNON e VERSTEGEN, 2005).

Secundariamente ha uma luteinizacdo pré-ovulatéria mais notavel, que
ocorre entre o surgimento da onda pré-ovulatéria de LH até 3 dias apés. Nesse
momento, o nivel de P4 encontra-se mais elevado (1,0 a 3,0 ng/ml) e pode ser
correlacionado ao surgimento da onda pré-ovulatéria, que ocorre
aproximadamente 2 dias antes do processo de ovulagdo (CONCANNON e
VERSTEGEN, 2005; CONCANNON, 2011). Nesse tipo de luteinizacdo, as
células proliferam-se rapidamente na periferia dos foliculos pré-ovulatérios e 0s
niveis de P4 sérica podem atingir de 5,0 a 9,0 ng/ml, periodo correspondente
as ovulagdes. A luteinizacdo pré-ovulatoria ndo ocorre apenas nos caes, €
observada também nos suinos, roedores e primatas, porém em menor
intensidade (CONCANNON, 2011).

Apés as ovulagfes, nos ruminantes, 0 espaco anteriormente ocupado
pelo odcito € invadido por células endoteliais, do sistema imune e pelas células
da teca interna e da granulosa que sofrem hiperplasia e hipertrofia. Esse
aglomerado celular é denominado primeiramente de corpo hemorragico. As
células foliculares que originam o corpo lateo sofrem influéncia de diversos
fatores, principalmente das gonadotrofinas, fatores angiogénicos e mitogénicos
como o fator de crescimento dos fibroblastos, fator de crescimento semelhante
a insulina, fator de crescimento semelhante a heparina e fator de crescimento
endotelial vascular entre outros, para se transformarem em células liteas. As
organelas, substratos e enzimas contidas nas células luteas do CL irdo
determinar sua capacidade em sintetizar P4 (BERTAN et al, 2006; SALLES e
ARAUJO, 2010).

As células Iditeas na maioria das espécies sdo classificadas em
pequenas, as quais se originam das células da teca interna, e grandes, as
guais sao originadas das células da granulosa. As células pequenas possuem
altas concentracdes de receptores para LH e secretam estradiol e baixas
concentragfes de progesterona e representam 20% a 30% do volume total das
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células que formam o corpo luteo. Ja as células grandes secretam a maior
parte de progesterona e ocupam 70% do volume do corpo luteo (SALLES e
ARAUJO, 2010). Na espécie canina, no entanto, € descrito que as células
IUteas grandes e pequenas se diferem pouco, assim como nos roedores. As
células esteroidogénicas em cadelas se assemelham com as células grandes
em ruminantes, com elevado conteddo mitocondrial (CONCANNON, 2012).

O CL também é formado por células ndo esteroidogénicas, tais como
fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune (macréfagos e
linfécitos T) (WEBB et al., 2002).

Derrusi et al. (2017), ndo publicado, realizaram um estudo sobre a
caracterizacdo histologica e ultraestrutural de células luteas em corpos Iateos
de cadelas na fase inicial do diestro gestacional e ciclico e evidenciaram uma
acentuada semelhanca no padrdo morfologico das células Iuteas. As amostras
histologicas apresentaram células contendo vacuolos, nucleo central e nucléolo
bem evidente. Em relacdo a analise ultraestrutural foi possivel observar que as
células Iuteas apresentavam tamanhos diversos e diferentes formas:
arredondadas, alongadas, ovaladas e poliédricas. Os nacleos eram grandes e
na sua maioria centralizados. Os citoplasmas eram de tamanhos variados e
foram observados corpusculos intracitoplasméticos densos e de contornos
irregulares. Organelas esparsas como mitocondrias, ribossomos e cisternas de
reticulo endoplasmatico liso e rugoso foram visualizados. As analises
realizadas ndo constataram diferencas entre as células Iuteas provenientes de
CLs de cadelas gestantes e ndo gestantes; em ambas as situagcbes foram
observadas células luteas de tamanhos diferentes.

De acordo com Papa et al.(2014), o inicio da fase latea, apdés a
ovulacdo, é caracterizado por uma intensa atividade proliferativa e vascular
resultante pelo menos em parte, de um mecanismo de hipOxia, associada com
uma infiltracdo aumentada de células imunoldgicas, gerando um aumento
continuo e cumulativo da atividade esteroidogénica; essa situacao se reflete
numa expressao elevada proteina esteroidogénica regulatéria aguda (STAR) e
da 3[B-hidroxiesteréide — desidrogenase (33-HSD). Durante esse periodo, o CL
€ responsavel por fornecer P4 requerida para o preparo do Utero para a

implantacdo embrionaria. Durante a implantagdo, que nos caes ocorre



13

aproximadamente entre os dias 17/18 poOs cobertura, o CL ja esta bem
desenvolvido atingindo um estado de maturidade caracterizado por atividade
esteroidogénica maxima (20 a 25 dias pés-ovulacdo); nessa fase tanto a P4
como o E2 sdo considerados fatores luteotréficos e agem por intermédios de
seus receptores.

Apos a ovulagéo, as células remanescentes da teca e da granulosa do
foliculo ovulatério, que até entdo sintetizavam estradiol, sdo reorganizadas para
formarem o CL e sintetizarem P4. Para tal mudanca de especialidade, ocorre
uma diminuicdo na expressdo da enzima P450aromatase, que converte a
androstenediona em estradiol. Tal mudancga determina o inicio da luteinizagédo
das células da teca e da granulosa. Entretanto, para que a P4 seja sintetizada
em grande quantidade, além da diferenciacéo celular, necessariamente devera
ocorrer um aumento na expressao das enzimas necessarias para a conversao
do colesterol em P4 e das proteinas transportadoras de colesterol (STAR) para
o Iinterior da membrana mitocondrial (NISWENDER,1994). O colesterol
transportado para membrana mitocondrial interna interage com a enzima
P450scc que o cliva, transformando-o em pregnenolona. Este precursor &
transportado para o reticulo endoplasmatico liso e, por acdo da enzima 33-HSD
€ convertido em P4. Assim, a producdo de P4 no CL é caracterizada por um
aumento na expressao das enzimas que convertem o colesterol em P4 (P-
450scc e 3[B-HSD) e por um decréscimo na expressdao das enzimas que
convertem P4 em estrogeno (P450 17a-hidroxilase e P450aromatase)
(BERTAN et al, 2006).

Embora a PRL e o LH sejam considerados fatores luteotroficos nos
cées, com a PRL sendo a luteotrofina predominante, esses fatores agem por
volta do 25° dia apds o pico de LH; durante essa fase, o CL passa por um
periodo de transicdo independente de gonadotrofina e a prostaglandina
produzida localmente (intra CL), especialmente a PGE2 parece ser o fator
luteotrofico mais relevante (KOWALEWSKI et al.2006, 2008, 2009). O
desenvolvimento do CL nesse periodo, estd associado com conteudo
aumentado de PGE2 e baixo de PGF2a (KOWALEWSKI et al. 2014).

O papel luteotréfico da PGE, produzida localmente no CL, tem sido
guestionado nos caes. Acredita-se que PGE2 controle o fornecimento de P4

levando subsequentemente a supressao funcional da esteroidogénese, até a
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lutedlise, desempenhando também um importante papel na segunda metade
do diestro. A PGE2 parece estar envolvida indiretamente com a funcéo
luteotréfica da PRL, estimulando a expressao de seu receptor. O LH parece
também nado estimular a secrecdo de P4 diretamente, especialmente na fase
lutea tardia, mas sim atuar no aumento de concentragfes de prolactina, tendo,
portanto, um papel indireto na regulacdo da fungéo lutea (KOWALEWSKI et al.,
2011). De acordo com Kowalewski (2014) esse mecanismo regulatdrio € novo
e ainda ndo esta completamente descrito para espécies dependentes de LH
para a manutencao litea como 0s ruminantes e suinos.

A Unica fonte de progesterona durante a gestacdo nas fémeas caninas €
o corpo luteo. Apos 15 a 30 dias da onda pré-ovulatoria de LH a secrecao de
progesterona pelo CL atinge uma concentracdo maxima em torno de 15 a 80
ng/mL, com uma variagdo individual grande (CONCANNON et al.,, 1989;
CONCANNON, 2011). A partir desse ponto uma regressao gradual torna-se
obvia e os niveis de P4 diminuem lentamente (HOFFMANN et al., 1992;
JOHNSTON et al., 2001). Apo6s a implantacdo e formacgéo da placenta os niveis
médios de P4 tendem a ser numericamente, mas ndo estatisticamente mais
alto nas cadelas gestantes, excluindo o uso da P4 como marcador externo da
gestacdo. Essa divergéncia numérica nos niveis de P4 entre fémeas gestantes
e ndo gestantes na segunda metade da gestagcéo é provavelmente resultado de
uma concentracdo mais elevada de prolactina (PRL) nas cadelas gestantes.
Nesse contexto € importante considerar que as variagfes individuais de
prolactina durante a pseudogestacao, semelhante a P4, impedem a utilizacdo
da prolactina como um marcador endécrino da gestacdo (KOWALEWSKI,
2017).

Quando cadelas prenhes sdo submetidas a ovariectomia ocorre a
reabsorgédo ou abortamento dos fetos. A placenta da cadela pode metabolizar
progesterona administrada experimentalmente, mas nao é capaz de sintetizar
progesterona natural em concentragfes elevadas (JOHNSTON et al., 2001;
FELDMAN e NELSON, 2004), logo a presenca do CL é essencial para a
manutencdo da gestacdo. Uma das acgles da progesterona observadas tanto
em cadelas gestantes quanto em cadelas ndo gestante € o aumento da
glandula mamaria. A lactagdo no final do diestro também pode ocorrer em
ambos o0s casos e tem relagdo com a queda da concentragdo sérica de
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progesterona e a consequente elevacao de prolactina que ocorre no fim do
diestro. A queda da progesterona que ocorre na evolugcdo do diestro ndo tem
relacdo com a queda dos horménios luteotréficos. As concentracdes séricas de
LH e prolactina aumentam na fase final do diestro, mostrando que nao

contribuem para a formacao do corpo luteo. (JOHNSTON et al., 2001).

2.3 Reconhecimento Materno da Gestacdo em Cadelas

O mecanismo no qual o utero prenhe sinaliza ao CL que o concepto esta
presente varia desde uma secre¢ao de gonadotrofina coribnica em primatas e
equinos, a secrecao de fatores luteoliticos nos ruminantes domeésticos e a um
reflexo neuro-endécrino que modifica o padrao de secrecdo dos horménios da
adenohipdfise na maioria dos roedores (NISWENDER et al. 2000).

O conhecimento exato do processo de maturagdo oocitaria in vivo, 0
tempo do desenvolvimento embriondrio € mandatorio para o entendimento da
fisiologia reprodutiva; nas cadelas 0 momento em que ocorrem esses eventos
sdo imprecisos devido as diferencas e as dificuldades na identificacdo dos
momentos iniciais dos eventos endocrinos, morfolégicos e comportamentais
relacionados a ovulacdo, a onda pré-ovulatoria de LH, aos niveis de P4
periférica, a aceitagdo dos machos e a citologia vaginal. A maturacédo oocitéria,
e o reinicio da meiose se completam no interior das tubas uterinas nas cadelas,
ao contrario dos outros mamiferos, nos quais esses processos ocorrem no
interior dos foliculos ovarianos; isso complica muito o estudo da fertilizagédo e
do desenvolvimento embrionario inicial nos cdes (CONCANNON et al. 2001).

A atividade secretéria do endométrio e a estimulagdo da expressao dos
genes envolvidos na receptividade uterina em animais ciclicos e/ou gestantes
sdo pelo menos em parte devido a P4, pois indiretamente esse hormdénio
regula o desenvolvimento embrionario inicial pela manutengdo do Utero num
estagio de receptividade fisiolégica. O Gtero canino é normalmente exposto a
concentracbes de P4 muito maiores do que aquelas necessarias para a
manutencdo da gestacdo, portanto a P4 é predominante, sendo 0 Unico
hormdnio necessario para a implantacdo e placentacdo nas fémeas caninas.

N&o ha aumento de E2 durante a gesta¢cdo nas cadelas e 0s niveis observados
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na segunda metade da gestacdo ndo excede aqueles observados antes da
ovulacdo (KOWALEWSKI, 2017).

O céo doméstico parece ser a unica espécie animal desprovida de um
agente luteolitico ativo na auséncia da gestacdo, exibindo um perfil hormonal
semelhante durante a gestacéo e a pseudogestacao; os caes ndo possuem um
mecanismo regulatério que poderia facilitar os eventos reprodutivos que
permitissem uma procriacdo mais rapida, pelo encurtamento dos ciclos néo
gestantes. Essa situacdo contrasta com a maioria das espécies domeésticas
onde a ciclicidade € mantida devido a secrecao peridédica de PGF2a. Para o
estabelecimento da gestacdo e prevencdo da lutedlise, os embrides de
ruminantes produzem o interferon tau (IFN-T) cuja funcao, entre outras, é o de
suprimir a secrecao de PGF2a, inibindo os receptores estrogénicos alfa (ERa)
e 0s receptores de ocitocina (OXTR); em suinos o trofoblasto produz E2 que
redireciona a secrecdo de PGF2a de exoOcrina para secrecdo endocrina
prevenindo a lutedlise. O céo deve ter algum tipo de mecanismo que facilite a
sincronizagao entre o blastocisto em crescimento e o preparo do Utero para dar
sequéncia a gestacdo, mesmo que esse mecanismo ndo suprima a lutedlise
(KOWALEWSKI, 2017).

Alguns estudos argumentaram a favor das caracteristicas bioguimicas e
endocrinas do Utero no inicio da gestacdo; uma concentracdo elevada de
proteinas de fase aguda foi descoberta na circulacdo de cadelas gestantes nos
dias 28 a 37 poés fertilizacdo o que ndo ocorreu no sangue de cadelas
saudaveis ndo gestantes. Um aumento dos niveis de relaxina, fibrinogénio e
proteina C reativa foram observadas em cadelas prenhes entre os dias 21 e 50
pés onda de LH, entretanto essas proteinas com excecao da relaxina, ndo sao
especificas da gestacdo (KOWALEWSKI et al. 2011)

Estudos estdo sendo desenvolvidos para caracterizar a secre¢ao de
proteinas sintetizadas durante a gestagdo: uteros foram coletados durante o
diestro gestacional antes dos embriGes atingirem o Utero e antes da
implantac@o e no diestro ciclico em periodos correspondentes; dois complexos
proteicos denominados de Cp5 e Cp6 foram detectados e diferencialmente
expressos. Esses complexos proteicos apresentaram diferengas significativas
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relacionadas aos dias considerados mas nao entre os grupos (gestantes vs
ciclicos).

Schafer-Somi et al. (2008) investigaram a expressao de algumas
citocinas e fatores de crescimento no inicio da gestagcdo, periodo preé-
implantacéo (dia 10 da gestacéo), e compararam essa expressao com aquelas
observadas em cadelas ndo gestantes em periodos correspondentes. As
citocinas mais expressas em fémeas gestantes foram as CDS8, IL4 e RNAmM
IFNy, enquanto as citocinas CD4, TNFa e IL6 foram encontradas
abundantemente no utero de cadelas ciclicas. No mesmo trabalho transcritos
de TGFp, IL2, IL10 e LIF foram identificados apenas nos Uteros gestantes. A
expressdo do FAZ ligante (Faz L) e seu receptor nao diferiram entre Gteros
gestantes e nao gestantes (SCHAFER-SOMI et al. 2008)

Em contraste aos roedores e primatas nos quais a PRL é um dos
marcadores mais importantes envolvidos na decidualizacdo, o Utero canino ndo
mostra uma intensa capacidade de expressar PRL. Sua expresséao foi baixa,
sugerindo que o Utero ndo contribui de forma relevante para a circulacdo de
PRL nos cées. A despeito desses resultados Kowalewski et al. (2011) e Kautz
et al. (2014) encontraram uma expressdo aumentada de receptores da PRL
(PRLR) o que poderia compensar a baixa expressdo de PRL observada no
Utero. Os receptores de LH foram reduzidos de forma significativa no utero de
cadelas gestantes.

Uma interferéncia do embrido/feto sobre o organismo materno pode
modificar a bioquimica e a morfologia uterina; recentemente estudos sobre as
mudancas uterinas influenciadas pelo embrido resultaram em um
remodelamento estrutural do Utero e formagcdo de uma decidua canina de
modo a formar a placenta endotéliocorial caracteristica dessa espécie; ha forte
indicacdo que a decidualizagéo é formada pelas células deciduais derivadas do
estroma materno. Essas células modificam suas caracteristicas morfolégicas e
junto com as células endoteliais dos vasos maternos alteram suas
caracteristicas bioguimicas prevenindo sua invasao pelos trofoblastos fetais. As
células deciduais maternas sdo as unicas células da placenta que expressam
os receptores de progesterona (PGR) (KOWALEWSKI et al., 2010); qualquer
interferéncia com essa fungcdo protetora, como a aplicacdo antigestagenos
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provoca o aborto/parto prematuro. Isso refor¢a a importancia dessas células no
estabelecimento e manutencdo da gestacao canina.

Os efeitos dos embrides livres sobre o Gtero foram investigados no inicio
da gestacéo e alguns marcadores da decidualizagao foram descobertos: alguns
deles foram modulados pela presenca dos embribes como os receptores de
prolactina (PRLR), receptores de estrogénio alfa (ERaq), receptores de
estrégeno 1 (ESR1), membros da familia VEGF (fator de crescimento endotélio
vascular). Fatores do sistema PG foram altamente representados,
especialmente a PGE2 sintetase (PTGES) e seus dois receptores PTGER2 e
PTGR4 - conhecidos como EP2 e EP4. Além de seus efeitos luteotroficos, a
PGE2 parece acelerar a decidualizagdo mediada pela P4 e AMPc em humanos
e nos roedores(KOWALEWSKI et al., 2010).

2.4Luteblise

Loeb (1923) foi o primeiro pesquisador a demonstrar a importancia do
Utero no controle da regressao do corpo luteo, quando relatou que a
histerectomia em cobaias interrompia a ciclo estral e causava a persisténcia do
CL (BERTAN et al, 2006). Esses efeitos foram observados posteriormente em
varias espécies que possuem utero bicorno, porém a histerectomia em
primatas, ndo tem efeito sobre o ciclo ovariano ou no periodo de vida do corpo

lGteo.

A regressao lenta evidenciada no CL de cadelas ap6s o 25° dia pés
ovulagcdo parece ser um processo dinamico de degeneracdo celular e
remodelamento estrutural. O suporte luteotréfico durante esse periodo esta
mais relacionado com a manutencdo da funcdo do CL do que com a
estimulacdo da producao de P4. Os primeiros sinais de degeneragéo estrutural
foram observados ultra estruturalmente apos o 30° dia das ovulagdes; o
reticulo endoplasmético liso das células lateas exibiu estruturas semelhantes a
turbilndo junto a periferia das células e por volta do dia 45 pdés ovulacao
apareceram grandes gotas de gorduras no citoplasma sugerindo uma

degeneracdo gordurosa. O numero de mitocondrias diminuiu e o citoplasma
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apresentou grandes vacuolos, outro sinal de degeneracdo. A distancia
intercelular entre as células Idateas aumentou com acumulo de tecido
conjuntivo.

A densidade da vascularizagdo e a expressédo de fatores vasculares e
vasoativos diminuiram juntamente com a diminuicdo da atividade
esteroidogénica, como indicado pela reducdo da expressao da STAR e 3[3-
HSD. Além disso, o remodelamento estrutural e proliferacdo de tecido
conjuntivo completaram o processo de reducdo progressiva da funcéo latea e
formagéao do corpo albicans.

O CL canino permanece inalterado pela histerectomia, esse fato revela
uma vida util inerente, onde as cadelas ndo prenhes sdo independentes de
gualquer mecanismo regulatério agudo. Essa vida util pode durar de 1 a 3
meses até que as concentracdes de P4 atinjam niveis basais inferiores a
1ng/mL, indicando por definicdo o inicio da fase de anestro do ciclo estral
(OKKENS et al. 1985; KOWALEWSKI 2012, 2014).

A gestacdo nas cadelas termina rapidamente cerca de 60/63 dias apos
as ovulacdes, quando a regressao latea lenta é interrompida por um abrupto
declinio de P4 pouco antes do parto, referido como lutedlise pré-parto. Essa
situacdo no cdo como em outras espécies de mamiferos € um pré-requisito
para o parto (KOWALEWSKI, 2017). Aproximadamente no dia 60 da fase |Utea,
o perfil de P4, que até esse momento € semelhante nas cadelas gestantes ou e
ndo gestantes comeca a divergir. Nesse momento evidencia-se um declinio
abrupto de P4 nas cadelas gestantes, sinalizando a lutedlise pré-parto. Essa
situacdo € acompanhada por um aumento nas concentracdes de PGF2a na
circulacdo materna indicando a associagdo da PGF2a tanto na lutedlise como
no parto (KOWALEWSKI et al. 2010; GRAM et al. 2013).

A lutedlise ou regressédo do corpo luteo nos bovinos é caracterizada pelo
declinio inicial da secrecdo de progesterona (lutedlise funcional) seguido pela
mudanca da estrutura celular do espaco fisico do CL (lutedlise estrutural). Ou
seja, pela cessacao da producao de progesterona e perda dos componentes e
da integridade celular (regresséo funcional e morfoldgica), incluindo reducéo do
suprimento vascular, proliferagdo do tecido conjuntivo, aumento da
desorganizacao celular, degeneracao e fagocitose das células lateas, influxo de
calcio, ativagdo de endonucleases e morte celular (NISWENDER et al., 2000).
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Embora o mecanismo luteolitico agudo nas cadelas gestantes esteja
associado com um aumento intenso de PGF2a no sangue periférico materno
poucas informagBes existem sobre 0s mecanismos responsaveis por essa
producdo. Recentes observagfes sugerem que 0S mecanismos envolvendo o
aumento de PGFS/AKR1C3 (Prostaglandina sintetase F/aldo-ceto redutase C3)
ndo participam desse processo. Coincidente com a viabilidade diminuida da
PGFS/AKR1C3 uma expressdo aumentada de RNAM/PTGE no momento da
lutedlise pré-parto sugere uma possibilidade alternativa que é PGF2a sintética
ou seja, aquela que utiliza a PGE2 como substrato para a sintese de PGF2a
(KOWALEWSKI et al. 2010; GRAM et al. 2013).

Como observado nos bovinos a PGE2 poderia servir de substrato para a
sintese de PGF2a devido a atividade da 9-ceto-PGE2 redutase. A conversao
PGE2/PGF2a parece ser importante para o inicio do parto em humanos onde
um aumento dessa conversdo € um dos mecanismos envolvidos na producéo
de PGF2a mediado pelo cortisol nas células fibroblastica do amnio. Os
elevados niveis de cortisol observado no sangue periférico materno nao sao
mandatorios para o parto normal, mas podem refletir o aumento de cortisol no
feto nesse momento; pouco se conhece a respeito dos efeitos locais do cortisol
na placenta e Utero, além disso a atividade aumentada da 9-K-PGR durante a
lutedlise pré-parto poderia ser um importante mecanismo facilitador da sintese
de PGF2aq.

Nos cdes ndo ha um aumento de E2 associado a gestacdo; o E2
apresenta um perfil, pelo menos em parte, paralelo ao da P4. Nas cadelas
prenhes, diferentes de outras espécies domésticas uma diminuicdo de E2 é
observada durante a lutedlise pré-parto. Nenhuma atividade aromatase foi
evidenciada na placenta e nenhuma expressdo da enzima aromatase foi
identificada na placenta canina (HOFFMANN et al., 1994) uma expressao
aumentada foi, entretanto, confirmada no CL de caes. Tanto o E2 como a P4
parecem exercer efeitos paracrinos e autécrinos no CL de cadelas; a
expressdo de seus receptores PGR, ERA/ESR1, ERB/ESR2 foram detectados
ao longo da fase Iatea em células esteroidogénicas e células nao
esteroidogénicas (HOFFMANN et al., 2004; PAPA e HOFFMANN, 2011). A
expressao de glicocorticoide na placenta é elevada nos caes durante a lutedlise
pré parto, mas ndo em resposta ao tratamento de antigestagenos quando
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administrado na metade da gestacéo, isto sugere que o cortisol pode estar
envolvido com a queda de P4 no momento do parto fisioldgico, lembrando o
mecanismo de parto na mulher, portanto, além da P4 ser divergente em
fémeas gestantes e pseudogestantes, também o E2 e o padréo de secrecao de
cortisol indicam mecanismos regulatérios distintos associados ao término da
funcéo lutea e inicio do parto em cadelas.

Adicionalmente, as agbes combinadas entre a PGF2a, a liberagdo de
ocitocina local, a liberacdo deendotelina (ET), podem levar a vasoconstri¢ao,
isquemia, quimiotaxia de células imunolégicas e a seguir uma redugdo dos
niveis de progesterona. Esta hipoxia e isquemia levam ndo somente a
diminuicdo da secrecao de progesterona, mas também a apoptose das células
nao lateas, primeiramente as células endoteliais, depois parénquimas e por
ultimo os fibroblastos (PATE e KEYES, 2001).

Nas cadelas nao gestantes todas as alteragbes descritas anteriormente
ocorrem na auséncia de eventos apoptéticos, que sao observados
esporadicamente sugerindo que a regressao lutea é passiva, pré-programada;
essa situacdo € exatamente ao contrario do que ocorre nas cadelas gestantes
onde a lutedlise pré-parto é associada a um aumento da PGF2a e grande
atividade apoptética no interior do CL. Essa atividade apoptética nas fémeas
gestantes pode ser vista microscopicamente e por forte expressao da atividade
das caspases (HOFFMANN et al. 2004; KOWALEW SKI, 2014).

O processo de morte celular que ocorre na lutedlise parece estar
relacionado com a morte celular programada ou apoptose e se refere a um
processo fisioldgico ativo, que requer energia e implica em trocas bioquimicas
e morfologicas nas células (PATE,1994), no entanto, um aspecto intrigante nas
cadelas € a vida util média do corpo Iuteo ciclico ser superior ao do CL
gestacional (CONCANNON e DIGREGORIO, 1986), esse fato pode ser
sugestivo de que o processo de lutedlise ocorra de forma distinta.

A necrose ao contrario da apoptose, € um tipo de morte na qual as
células sofrem um insulto que resulta no aumento do volume celular,
agregacgéo da cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade
da membrana plasmatica e consequente ruptura celular. Durante a necrose, 0
conteudo celular é liberado, causando danos as células vizinhas e uma reagao

inflamatoria no local. E considerada uma resposta passiva a injaria celular,



22

entretanto estudos recentes sugerem que a necrose também pode ser regulada
geneticamente(CONCANNON e DIGREGORIO, 1986).

Em trabalho realizado por Derussi et al, (2018) com o objetivo de
investigar o mecanismo de morte celular (apoptose/necrose) em células lateas
ciclicas e gestacionais caninas, nos dias 40 e 60 pds cultivo celular, constatou-
se que as células lateas das cadelas em diestro ciclico apresentaram-se em
uma fase classificada como de parada de crescimento no 40°dia pos ovulagéo,
apresentando apoptose apenas no 60° dia. O grupo gestante apresentou
células luteas em apoptose tanto no 40°como no 60°dia, sugerindo que a morte

celular por apoptose se inicia antes no diestro gestacional.

Um indicativo de apoptose é a ruptura do DNA com formacédo de
oligonucleossomas, estruturas identificadas durante a lutedlise induzida pela
PGF2a (PATE, 1994). Nesse processo, as células iniciam um mecanismo de
autodestruicdo em resposta a um sinal (MARTINS et al., 2007) que pode ser a
falta de suporte tréfico de uma grande variedade de estimulos levando a
lutedlise pelos seguintes mecanismos sequenciais: (1) fagocitose pelos
macroéfagos das células luteinicas em apoptose, (2) liberacdo das citocinas e
TNFa e (3) alteracdo quimica de mondcitos/macrofagos, acompanhada de
aumento da atividade lisossébmica, de metaloproteinases que levam a
degradacdo estrutural das células lateas transformando-as em componentes
estranhos ao organismo (SALLES e ARAUJO, 2010). Representagio
esquematica dos mecanismos hormonais regulando a funcédo latea durante a

gestacédo de cadelas prenhes e pseudoprenhes encontram-se na fig.2.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos mecanismos hormonais
regulando a funcdo IUtea durante a gestacdo de cadelas prenhes e
pseudoprenhes. Adaptado de KOWALEWSKI, 2017.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Apoés revisdo de literatura pertinente é incontestavel que o ciclo estral em
cadelas é diferente de outros animais domésticos, principalmente no que
concerne a fase lutea. Na fémea canina o corpo liteo gestacional e o ciclico
possuem semelhancas atuando por longos periodos em ambos 0s casos e é a
Gnica estrutura responsavel pela manutencdo da gestacdo. Devido as poucas
informacdes na Medicina Veterinaria em relacdo ao corpo Idteo canino esse
tema é foco de estudo relevante em projetos de pesquisa.

A similaridade entre a fase lUtea ciclica e gestacional nas cadelas
permanece sendo uma das questdes mais intrigantes da reproducéo canina.
Muitos estudos acerca da funcdo reprodutiva de caes vém ocorrendo nos
altimos anos, no entanto, a grande parte das informacdes obtidas refere-se
principalmente as técnicas de reproducdo artificial. Os estudos basicos

relacionados a formag¢ao, manutencdo e regressao do CL sdo mais escassos.



24

Os processos fisioldgicos associados a regressao do CL (lutedlise) ainda ndo
sdo totalmente compreendidos na cadelas e existem duvidas sobre as vias
moleculares de regulagdo da lutedlise em cadelas ndo prenhes, a qual
aparenta ser um processo passivo degenerativo na auséncia de uma lutedlise
ativa.

De forma geral a lutedlise em cadelas gestantes esta mais
caracterizada, pois 0s mecanismos regulatorios parecem ser semelhantes a de
outras espécies domeésticas, com envolvimento de fatores luteoliticos
controlando a sobrevida do CL; em compensacdo as fémeas ciclicas
necessitam de maiores estudos para a identificacdo dos mecanismos

envolvidos na regresséo do CL.
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4. OBJETIVOS

Avaliar e comparar a expressado dos fatores angiogénicos em corpos
liteos de cadelas gestantes e ndo gestantes nos diferentes momentos do
diestro gestacional e ciclico (10, 20, 40 e 60 p6s onda de LH).

Validar a expressdo de VEGFA, endotelina, IGFBP5, THBS2 e TGFB1
em corpos lateos ciclicos e gestacionais por meio das técnicas de qRT-PCR e

imunofluorescéncia.
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1. INTRODUCAO

A fisiologia reprodutiva canina apresenta diversas particularidades e a
semelhanca entre a duragdo da fase litea em cadelas gestantes e néo-
gestantes continua sendo uma das caracteristicas mais intrigante e ainda alvo
de muitos estudos [1, 2, 3]. A fase latea nas cadelas é identificada por uma
acdo plena do corpo luteo: glandula enddcrina transitoria,caracterizada por um
rapido crescimento das células da teca e da granulosa de foliculos ovulatorios
[4, 5]. Durante a fase lutea das cadelas ndo existem variacdes consideraveis
nos processos de formacdo e manutencdo do corpo luteo (CL) e nem mesmo
diferencas significativas no perfil esteroidogénico entre fémeas em diestro
ciclico e gestacional [6].

A Unica fonte de progesterona durante a gestacdo nas fémeas caninas €
o corpo luteo. Apos 15 a 30 dias da onda pré-ovulatoria de LH a secrecao de
progesterona pelo CL atinge uma concentracdo maxima em torno de 15 a 80
ng/mL, com uma variacéo individual grande [6, 7]. A partir desse ponto uma
regressao gradual torna-se obvia e os niveis de P4 diminuem lentamente [8, 9].

A regulacdo da funcdo lutea é realizada por um grupo de agentes que
interagem na busca da homeostasia da glandula, portanto, as células que
originam o corpo lateo sofrem influéncia de varios fatores angiogénicos e
mitogénicos [10]. Os reguladores primarios da angiogénese ovariana
pertencem as familias dos fatores de crescimento do endotélio vascular
(VEGFs) [11]; outros fatores envolvidos na angiogénese sao os fatores de
crescimento semelhante a insulina (IGFs) e suas proteinas de ligacao
(IGFBPs), fatores vasoativos (endotelina, angiotensina, 6xido nitrico) e fatores
antiangiogénicos (THBS e TGFB1). Esses agentes angiogénicos atuam no
processo de formacgédo do CL, mas também agem diretamente na regressao do
CL [12]. Durante a lutedlise, o CL perde a capacidade de sintetizar P4, devido a
uma diminui¢cdo do aporte sanguineo as células luteas e um aumento na acéo
do sistema imunolégico com envolvimento de agentes vasoconstritores e
guimiotaticos, seguido pela perda das células que o compbem [13].

A maioria dos fatores angiogénicos ja caracterizados estao relacionados
com a fase de formacdo do CL, portanto a maior parte das informacgdes

existentes refere-se principalmente aos mecanismos luteotroficos. Os
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mecanismos associados a lutedlise e as vias moleculares de sua regulagdo em
cadelas prenhes e ndo prenhes ainda ndo sdo bem elucidados. De maneira
geral, muitos fatores estdo envolvidos nos processos de regressao funcional e
estrutural do CL na espécie canina, assim como no desencadeamento do seu
processo de lise. Portanto o objetivo desse trabalho foi avaliar a expresséo de
fatores angiogénicos - VEGFA, IGFBP5, Endotelina, THBS2 e TGFB1
previamente selecionados pela técnica de RNAseq — em diversos momentos
da fase Iutea (10, 20, 40 e 60 dias) de fémeas gestantes e néo-gestantes
através das técnicas de gRT-PCR e imunofluorescéncia.

2. MATERIAIS E METODOS
Essa proposta foi aprovada pelo comité de ética da Universidade
Estadual Paulista — UNESP-Botucatu, sob registro 168/2013 CEUA.

2.1.Animais

Foram utilizadas 40 cadelas, sem raga definida, com idade entre 1 a 6
anos, pesos equivalentes, boa condicdo de saude, com histérico de fertilidade
comprovada, atendidas no Ambulatério de Reproducdo de Pequenos Animais
do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Botucatu, cujos
proprietarios tinham interesse em realizar a ovariohisterectomia (OSH) eletiva

em seus animais.

2.2.Estimativa do momento de ovulacao

A ovulagéo foi estimada baseando-se na concentracdo sérica de P4 e
citologia vaginal. No momento em que a concentracao de P4 atingiu 4 ng/ml, e
a porcentagem de células superficiais igual ou superior a 90% na citologia
vaginal, foi considerado como o dia da ovulagéo, ou seja, dia 2 (48 horas apés
onda pré-ovulatéria de LH) [14].

2.3. Citologia vaginal
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Os exames citoldgicos foram realizados com o0 uso de escova
ginecoldgica. As laminas foram coradas pelo Panético (Hematocor®) e a
identificagdo dos tipos celulares foi baseada nos critérios adotados por
Johnston et al. [9], 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.

2.4. Dosagem de progesterona sérica

As dosagens de P, foram realizadas no momento do exame clinico
inicial, prosseguindo em dias alternados a partir do momento em que as células
superficiais atingiram 80% no exame de citologia vaginal até a realizacdo da
segunda inseminacédo e também no dia da OSH.

2.5. Protocolo de inseminacgéo artificial (1.A.)

Foram realizadas duas I.A. no fundo da vagina, com intervalo de 48
horas, nos dias D4 e D6 da onda pré-ovulatéria de LH. O sémen foi obtido
sempre de um mesmo macho adulto, saudavel, com testes negativo para

brucelose e leptospirose.

2.6. Ovariosalpingohisterectomia (OSH)

As medidas pré-operatorias adotadas incluiam: jejum sélido de 12 horas
e hidrico de 3 horas. O procedimento anestésico consistiu em: 0,05 mg/Kg de
acepromazina e 0,5 mg/Kg de morfina, por via intramuscular como medicacéo
pré-anestésica e apo0s 10 minutos foi realizada a inducdo anestésica com 5
mg/kg de ketamina e 0,25 mg/Kg de diazepam, por via intravenosa e
manutencdo da anestesia inalatéria com isoflurano. Como terapia poés-
operatoria, foi recomendado 0,1 mg/Kg de meloxican durante 2 dias e
antibioticoterapia.

2.7. Divisédo dos grupos experimentais:

As cadelas foram divididas em 02 grupos:
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GRUPO | (diestro ciclico) - 20 cadelas, ndo inseminadas, que foram
submetidas a ovariohisterectomia, em varias fases do diestro ciclico. Este
grupo foi subdividido em:

% Grupo IA: 5 cadelas submetidas a OSH, 10 dias ap6s a onda pré-ovulatéria
de LH

% Grupo IB: 5 cadelas submetidas a OSH, 20 dias ap6s a onda pré-ovulatoria
de LH

% Grupo IC: 5 cadelas submetidas a OSH, 40 dias apGs a onda pré-ovulatéria
de LH

% Grupo ID: 5 cadelas submetidas a OSH, 60 dias apGs a onda pré-ovulatéria
de LH

GRUPO I (diestro gestacional) — 20 cadelas inseminadas, via vaginal, com

sémen fresco. ApOs a inseminacdao artificial este grupo foi subdividido em:

% Grupo llA: constituido de 05 fémeas inseminadas e submetidas & OSH
no 10°dia ap6s a onda pré-ovulatéria de LH.

% Grupo 1IB: constituido de 05 fémeas inseminadas e submetidas & OSH
no 20°dia ap6s a onda pré-ovulatéria de LH.

% Grupo IIC: constituido de 05 fémeas inseminadas e submetidas a OSH
no 40° dia ap6s a onda pré-ovulatéria de LH.

% Grupo 1ID: constituido de 05 fémeas inseminadas e submetidas a OSH
no 60° dia ap6s a onda pré-ovulatéria de LH.

2.8. Constatacdo da gestacgéo:

Apds a OSH, as tubas uterinas, utero e ovarios foram devidamente
isolados em ambos o0s grupos. A constatacdo da presenca da gestacao no
grupo IlIA e 1B, diestro gestacional, foi realizada através do meétodo de
flushing[15] das tubas uterinas e cornos uterinos. Essas estruturas foram
lavadas para a recuperacdo de embrides com solucdo PBS, acrescida de
alcool polivinil e heparina. Nos grupos IIC e IID a verificacdo da presenca da
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gestacdo foi realizada através da deteccdo da presenca de vesiculas

embrionarias ou fetos.

2.9. Coletados ovarios

Os ovéarios foram coletados apds a remocdo da bursa ovérica,
separados e identificados para andlise da expressao de fatores angiogénicos
por meio das técnicas de gqRT-PCR e imunofluorescéncia

2.10. Reacédo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QRT-PCR)

A validagao da expressao génica, por PCR em tempo real, foi realizada
utilizando os fatores angiogénicos: VEGFA, endotelina, IGF2, IGFBP5, THBS2
e TGFB1 (Tabela 1) presentes em corpos lUteos caninos provenientes do
diestro ciclico e gestacional nos periodos equivalentes. Esses fatores foram
selecionados para validacéo, devido aos resultados obtidos por meio da técnica
de RNAseq realizada anteriormente. Foram selecionados 0s genes que
apresentaram o maior nimero de reads (Tabela 2).

Os pares de primers foram desenhados com base na sequéncia
completa do mRNA dos genes, depositados no  GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov) com 0] programa Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cqgi-bin/primer3plus/primer3plu.cgi). Por meio do

programa NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprimer.html)
foi analisada a qualidade desses primers e testada a especificidade dos
mesmos com o0 uso da ferramenta BLAST(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

Através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada a
otimizacdo dos primers e foram estabelecidas as condi¢cdes ideais de
temperatura de anelamento para cada par de primers, por meio de gradientes
de temperaturas. Em seguida, o produto de PCR foi submetido a eletroforese

em gel de agarose a 1,5 % para a confirmacgéo da amplificagéo.

Os genes selecionados para validagdo a partir de todas as amostras
coletadas foram submetidos ao PCR em tempo real em aparelho QuantStudio
12K Flex (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) e amplificados
utilizando GoTaq gPCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, W1, EUA).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plu.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Como controle interno das reacdes de PCR em tempo real foi utlizado a
amplificacdo dos genes de referéncia, a fim de normalizar os resultados obtidos
para os genes-alvo. Anterior a validagdo dos genes de interesse por qRT-PCR,
os genes de referéncia foram selecionados e testados, sendo que todos
mostraram-se adequados para utilizacdo, como pode ser visto no Gréfico 1.
Entre os genes de referéncia testados (GAPDH, RPL13, RPL19), foi
selecionado o RPL13 por ser considerado 0 mais estavel.

A fim de eliminar qualquer contaminagdo com DNA gendmico, as
amostras de RNA total foram submetidas ao tratamento com o kit DNAse |
(Fermentas), seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, o
RNA total foi transcrito reversamente em cDNA com o uso do kit SuperScript 11l
First-Strand Syntesis SuperMix (Invitrogen), de acordo com as especificagoes
do fabricante. As reacdes foram realizadas utilizando o sistema TagMan®
(AppliedBiosystems, Foster, USA). Os PCRs foram conduzidos em duplicatas
para cada amostra e a expressao foi determinada pela quantificagdo em
relacdo ao gene controle. Foi considerada a eficiéncia média com base na
curva de amplificagéo individual de cada amostra.

Tabela 1. Fatores angiogénicos selecionados e validados pela técnica de gRT-

PCR em amostras de C.L. canino.

GENE

GENES SELECIONADOS D SENTIDO SEQUENCIA DO PRIMER
VEGFA Forward CCCACTGAGGAGTTCAACATCA
(vascular endotelial growth 403802 CACAGGGATTTTCTTGCCTTGC
Reverse
factor A) TC
IGF2 483664 Forward TACTTCAGACTTCCAGGCAGG
(Insulin-like growth factor 2) Reverse GACACGTCCCTCTCGGACTT
IGFBP5 Forward GTGACCGCAAAGGGTTCTACA
(insulin-like growth factor - 610316
o i Reverse = CACTTGGAGGTGAAGGGTTTCT
binding protein 5)
CTATTATCTCCACACTGTCACC
) Forward
Endothelin 486161 CC
Reverse TGTGACCGCCGCTTGAT
THBS 2 484087 Forward CAGGCTACATAAGGGTCTTGGT
(thrombospondin 2) Reverse GGTTTGGTCATAGATGGGTCC

TGFB1 481519 Forward AGACGAGTCCTGACAGACGA



4
5

(transforming growth factor -

beta induced 1)

Reverse

40

GTGGATCTGGATGCCCGAAT

Tabela 2. Fatores angiogénicos com variacdo na expressdo génica entre o

diestro ciclico e gestacional avaliados pela técnica de RNAseq.

Periodo
Simbolo do gene GENE I.D. Expresséo Reads
Diferencial
VEGFA 403802 d.40, d.60 3671
FGF7 403915 d.20, d.40 21
FGF10 612454 d.6e0 86
FGF9 477340 d.10, d.20 90
HBEGF 607007 d.6e0 224
IGFBP1 480812 d.10, d.20, d.60 13
IGFBP6 607374 d.20, d.60 1562
IGF2 483664 d.60 2342
IGFBP5 610316 d.60 455
IGFBP2 488516 d.40, d.60 302
IGDBPL1 481621 d.10, d.60 43
ANGPT1 403656 d.20, d.40, d.60 88
TGFB1 481519 d. 60 1136
IL8 403850 d.10, d.20, d.40 212
IL 18 403796 d.20, d.40 87
Endothelin 486161 d.40, d.60 40119
THBS 2 484087 d.20, d.60 2772

Negrito:Fatores angiogénicos selecionados para validacéo com variagéo na expressdo génica

entre o diestro ciclico e gestacional.
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Gréfico 1. Avaliacao do gene de referéncia para ser utilizado como controle da

técnica gRT-PCR em amostras de CLs caninos.
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2.11. Imunofluorescéncia:

Para a técnica de imunofluoréscencia (IF), os corpos lateos foram
fixados em blocos de parafina e montados em laminas de microscépio. Os
cortes ovarianos foram desparafinados duas vezes em xileno durante 10
minutos e reidratados em etanol 100%, 90% e 70% - 5 minutos cada. Os cortes
foram entdo incubados em solucdo tampao de citrato de sédio a 95°C durante
30 minutos para recuperagdo antigénica. Apos essa etapa, foi realizado
bloqueio com BSA (albumina sérica bovina) durante 1 hora em uma camara
escura a temperatura ambiente. Apdés o bloqueio, os cortes foram incubados
com o anticorpo primario durante a noite a 4°C. Ap0s isso, eles foram lavados
com PBST (Phosphate Buffered Saline Tween 20) 3 vezes de 5 minutos e
entdo, incubados com o anticorpo secundario apropriado CY3 - conjugado,
diluicdo 1:300 durante 1 hora em temperatura ambiente. Os anticorpos
primérios e secundarios utilizados estdo listados nas tabelas 3 e 4

respectivamente. Os nudcleos foram marcados com DAPI (diamini-2-
phenylindole) na diluicdo 1:100 (Sigma). Finalmente, os cortes foram selados
com uma gota de solugcdo de montagem Permafluor (Thermo Scientific) e
laminulas adequadas. As imagens foram capturadas no aumento de 200x,

utilizando um microscopio de fluorescéncia ASLMD (Leica) e visualizadas com
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um Fotomicroscoépio Zeiss Il (Carl Zeiss, Thornwood, NJ) equipado com um
conjunto de filtros de isotiocianato de fluoresceina com medidas de intensidade
de fluorescéncia. A mensuracdo da intensidade da imunofluorescéncia foi

guantificada por meio do Sotware CellProfiler

Tabela 3. Anticorpos primarios utilizados na técnica de imunofluorescéncia com

amostras de CL canino para validacéo de fatores angiogénicos.

Gene Companhia/Codigo Isotipo Controle Positivo
Endotelina ABCAM - AB2786 IgG Monoclonal de Linfonodo canino
Camundongo
VEGFA BIORBYT - lgG Policlonal de Linfonodo canino
ORB191500 Coelho
TGFBL1 - proteina  ABBEXA - lgG Policlonal de Linfonodo Canino
ABX008643 Coelho

TGFBL1 - receptor | SANTA CRUZ (V-22) 1gG Policlonal de Linfonodo Canino
- SC-398 Coelho

TGFB1 - receptor SANTA CRUZ (E-6) - 1gG Policlonal de Linfonodo Canino
I SC-17792 Coelho

Tabela 4. Anticorpos secundarios utilizados na técnica de imunofluorescéncia

com amostras de CL canino para validacao dos fatores angiogénicos.

Nome Companhia/codigo

Anticorpo cy3 conjugado de cabra anti-coelho Jackson Immuno Research

Anticorpo cy3 conjugado de cabra anti- ABCAM - AB6785

camundongo

2.12. Anédlise Estatistica:

Os dados obtidos a partr das técnicas de qRT-PCR e
imunofluorescéncia foram avaliados por meio do teste t student. Esses dados
de validacdo foram analisados através do programa estatistico GraphPadPrism
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6 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA) sendo consideradas

diferencas significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
Quantitativa(QRT — PCR)

A analise dos resultados obtidos na técnica de gRT-PCR sao descritas

nos graficos 02 a 07.
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Gréafico 2 - Avaliacdo da expressdo de VEGFA no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando gRT-PCR
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Grafico 3 - Avaliacdo da expressao de IGF2 no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando gRT-PCR
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Gréfico 4 - Avaliacdo da expressdo de IGFBP5 no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando gRT-PCR
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Grafico 5 - Avaliacdo da expressdo de Endotelina no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando gRT-PCR
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Gréfico 6 - Avaliacdo da expressdo de THBS2 no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando gRT-PCR
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Grafico 7 - Avaliacdo da expressdo de TGFB1 no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando gRT-PCR
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As expressoes de VEGFA, IGFBP5, Endotelina, THBS2 e TGFB1 foram
reguladas de maneira distinta nos periodos de tempo avaliados, principalmente
no terco final (40 e 60 dias). Durante o periodo de 40 dias, houve diferenca
estatistica na expressdo dos fatores VEGFA e endotelina, ambos no grupo
gestante. No momento 60 dias houve diferenca na expressdo dos genes
IGFBP5, THBS2 e TGFB1 no grupo gestante, enquanto que a endotelina

apresentou maior diferenca no grupo diestro ciclico.

3.2 — Imunofluorescéncia (IF)

Nem todos os fatores angiogénicos testados na técnica de gRT-PCR,
foram validados pela IF. As exceg¢bes foram: O IGF2 nao foi empregado na
técnica de IF por ndo apresentar diferenca estatistica no qRT-PCR; o IGBP5 e
THBS2, ndo foram validados pela técnica de IF pois ndo foram encontrados os
anticorpos primarios com reatividade para a espécie canina, ja os receptores |
e Il de TGFB1 foram incluidos e avaliados pela técnica de IF.

Os controles positivos utilizados na IF estao representados na figura 01.
As imagens resultantes da técnica de IF estdo expostos nas figuras 02 a 06 e a

analise dos resultados sdo descritas nos gréaficos 08 a 12.



Controles positivos:

Endotelina

Figura 01: Controles positivos (linfonodos caninos) usados em técnicas de IF
de receptores angiogénicos (TGFBL1 - receptor |, TGFBL1 - receptor Il, VEGFA,
TGFB1 - proteina e Endotelina).
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Endotelina
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Figura 02: Imunofluorescéncia de Endotelina em amostras luteais caninas nos
grupos gestante e ndo-gestante em diferentes periodos de tempo. Figuras
representativas sao exibidas para d.10, d.20, d.40 e d.60

Mensuracao da intensidade da imunofluorescéncia de
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Grafico 08 - Avaliacéo da expresséo de Endotelina no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando IF
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Figura 03: Imunofluorescéncia de Endotelina em amostras luteais caninas nos
grupos gestante e ndo-gestante em diferentes periodos de tempo. Figuras
representativas sao exibidas para d.10, d.20, d.40 e d.60

Mensuracao da intensidade da imunofluorescéncia de VEGFA
utilizando o Software CellProfiler
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Grafico 09 - Avaliacdo da expressdo de VEGFA no C.L. nos grupos gestante e
nao-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando IF
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Figura 04: Imunofluorescéncia da proteina TGFB1 em amostras luteais caninas
nos grupos gestante e nao-gestante em diferentes periodos de tempo. Figuras
representativas sao exibidas para d.10, d.20, d.40 e d.60

Mensuracao da intensidade da imunofluorescéncia da proteina
TGFBL1 utilizando o Software CellProfiler

Proteina TGFB1

0.4- )

Il N3o-gestante
T 0 Gestante

0.3+ T
O r<0.05

0.2+

0.1+

0.0~

&‘bfa 6\0“' b\‘br’ &%9
N DY ®© S

Grafico 10 - Avaliagdo da expressdo da proteina TGFB1 no C.L. nos grupos
gestante e ndo-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando IF.
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Figura 05: Imunofluorescéncia do receptor | de TGFB1 em amostras luteais
caninas nos grupos gestante e ndo-gestante em diferentes periodos de tempo.
Figuras representativas sédo exibidas para d.10, d.20, d.40 e d.60
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Grafico 11 - Avaliacdo da expressao de TGFB1 - receptor | no C.L. nos grupos
gestante e ndo-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando IF.
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Figura 06: Imunofluorescéncia do receptor Il de TGFB1 em amostras luteais
caninas nos grupos gestante e ndo-gestante em diferentes periodos de tempo.
Figuras representativas sédo exibidas para d.10, d.20, d.40 e d.60

Mensuracédo da intensidade da imunofluorescéncia do
receptor Il de TGFBL utilizando 0 Software

TGFB1 - receptor i

0.3+ }
Il N3o-gestante

| Gestante

Grafico 12 - Avaliacdo da expressdo de TGFB1 - receptor Il no C.L. nos grupos
gestante e ndo-gestante em diferentes periodos do diestro canino usando IF.
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Os receptores | e Il de TGFB1 avaliados pela técnica de IF, néo
apresentaram diferengas estatisticas em nenhum dos momentos avaliados (10,
20, 40, 60). No entanto, a proteina TGFB1 apresentou diferenca estatistica no
dia 60, tanto no gRT-PCR quanto na IF. Esses resultados mostram que a
proteina TGFB1 é diferentemente expressa entre 0s grupos gestante e nao-
gestante, mas a expressao dos seus receptores | e Il ndo se alteraram.
Acredita-se que nesse caso, um outro receptor de TGFB1l possa estar
associado, possivelmente o receptor lll.

As técnicas de validagdo utlizadas, qRT-PCR e imunofluorescéncia
foram consideradas apropriadas e satisfatérias foram observados resultados
compativeis no qRT-PCR e IF realizados, confirmando e tornando os
resultados mais seguros e fidedignos. Todos resultados apresentaram
resultados semelhantes e compativeis em ambas as técnicas empregadas. A
maioria dos fatores angiogénicos testados apresentaram variacdes na
expressdo no dia 60 (p<0.05), as unicas duas excecbes foram: VEGFA na
técnica gRT-PCR (gréfico 2), outra excecdo foi com a endotelina no dia 40 na

IF (figura 2 e gréfico 8).

4. DISCUSSAO

No presente trabalho foram avaliadas as expressbes de fatores
angiogénicos e antiangiogénicos presentes em CLs de cadelas gestantes e néo
gestantes em momentos distintos do diestro (10, 20, 40 e 60 dias). Esses
fatores foram selecionados com base nos resultados que apresentaram maior
expressdo génica na técnica de RNAseq, portanto, a selecdo dos genes
avaliados foi baseada em um método seguro e ndo apenas na literatura
pertinente. Muitas vezes o0s genes selecionados para avaliacdo partem de
estudos realizados em outras espécies ou evidenciados em trabalhos
realizados em outros laboratorios.

No presente estudo os resultados mais significativos apontam para a
expressao génica dos inibidores da angiogénese. O THBS2 e o TGFB1
desempenham um papel importante na inibicdo da angiogénese. Ambos os
genes apresentaram maior expressao génica em cadelas prenhes no momento
60 dias. Esses resultados revelam um efeito direto do THBS2 e TGFB1 no
processo de regresséo e lise do CL, nas cadelas gestantes. Esses mesmos
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genes a despeito de estarem presentes no grupo de cadelas ndo gestantes séao
menos expressos quando comparados com o grupo de fémeas gestantes. Essa
situacao talvez esteja relacionada com um processo de lutedlise mais rapida e
aguda no grupo gestante do que nas pseudogestantes.

O VEGFA é considerado um potente fator de regulacdo da angiogénese
e é expresso em diversos tecidos, cérebro, rim, figado, coracdo. Durante a fase
lutea esse fator é requisitado para manutencdo da funcao e estrutura vascular,
sendo predominantemente encontrado nas células lateas originarias da teca e
granulosa [12]. No corpo lateo de cadelas, a proteina do VEGFA foi detectada
por imunohistoquimica nas células lateas ao longo do diestro ciclico e
gestacional [16, 17]. Neste estudo, observou-se que a expressao de VEGFA foi
maior no dia 40 do grupo gestante em ambas as técnicas aplicadas e
apresentou diferenca significativa no dia 60, apenas na técnica de IF também
no grupo gestante. Esse resultado reforca a ideia de que o sistema VEGF além
de ser importante na formacao do CL, também participa da regressao estrutural
[18]. Existem duas isoformas do VEGFA: a e b, a isoforma b é pouco
conhecida, mas acredita-se que possa funcionar como um fator
antiangiogénico. Recentes estudos demonstraram que essa isoforma b foi
expressa em maior quantidade no processo de regresséao luteal [19]. Nesse
trabalho ndo foi possivel diferenciar as isoformas, talvez nossos resultados
estejam mais relacionados com a isoforma b, uma vez que a maior expressao
foi vista aos 40 e 60 dias em cadelas gestantes gestacdo onde a lutedlise é
mais aguda.

A endotelina é um peptideo vasoativo, produzida por células endoteliais
e que apresenta um potente efeito vasoconstritor. Nossos resultados mostram
0 gene da endotelina expresso em dois momentos: 40 e 60 dias, apresentando
maior expressao no grupo gestante em 40 dias e no grupo controle em 60 dias.
Em 60 dias foi observada diferenca estatistica em ambas as técnicas, no
entanto em 40 dias houve diferenca apenas no gRT-PCR. A partir desses
dados, nota-se uma relagéo estreita entre a endotelina e a lutedlise levando a
uma vasoconstricdo da rede vascular que compdem o CL [12]. As
prostaglandinas influenciam a secrecado de endotelina e evidéncias sugerem
gue a endotelina promova a regressao latea, modulando o tébnus vascular, a

producéo de progesterona e morte de células Iuteas [20].
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Outros elementos envolvidos no desenvolvimento do corpo luteo das
espécies domeésticas sdo os IGFs e suas proteinas de ligacdo (IGFBPs). Em
nosso estudo, apenas o IGFBP5 apresentou maior expressao génica no
periodo de 60 dias, no grupo das cadelas prenhes. Isso revela que esse
sistema pode ter efeitos diretos e indiretos na angiogénese do corpo luteo,

atuando diretamente sob as células endoteliais e luteas [12].

Os resultados obtidos neste estudo fornecem informac¢des importantes
que colaboram no entendimento dos mecanismos luteoliticos na espécie
canina. O processo de regressao latea parece estar diretamente relacionado
com o suprimento sanguineo do CL pela inibicdo e vasoconstricdo dos vasos
sanguineos, uma vez que a maior expressdo dos genes reguladores da
angiogénese foi identificada no tercgo final dos tempos avaliados (60 dias), com
destaque para os agentes inibidores (THBS2 e TGFB1). Essa elevacao na
expressdo génica dos fatores THBS2 e TGFB1 no momento do parto pode
estar diretamente relacionada com a acdo de PGF2a. A expressao dos fatores
inibidores foi semelhante nos momentos 10, 20 e 40 dias mas superior no
periodo de 60 dias. Evidéncias convincentes sugerem que as prostaglandinas
estimulam os genes anti-angiogénicos a promoverem a regressao lutea e que

esses mecanismos culminam com a morte celular [20].

Segundo Kowalewski et al. [3, 21] a lutedlise observada em cadelas pré
parto parece estar relacionada a um processo imunolégico agudo guiado pela
PGF2a proveniente da complexo utero/placenta, controle negativo da
angiogénese e esteroidogénese, degradacao de mitocondrias e apoptose,
contrastando com um processo lento de remodelamento morfolégico e
funcional do corpo albicans em cadelas n&o gestantes, sem o envolvimento do
sistema imune. Essa descricdo nos parece ldgica quando confrontamos os
resultados obtidos nesse experimento onde fatores anti-angiogénicos - THBS2
e TGFB1, IGFBP5 e VEGFA sdo mais expressos no grupo de fémeas
gestantes no dia 60 que poderiam ser controlados pela PGF2q, iniciando assim

uma das vias importantes da lutedlise gestacional canina.

5. CONCLUSOES
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Os fatores angiogénicos selecionados foram diferencialmente expressos
nos dias 40 e 60, especialmente no grupo das cadelas gestantes. Nos outros
momentos avaliados ndo foram observadas diferencas na expressdo dos
fatores angiogénicos selecionados

Os fatores anti-angiogénicos THBS2, TGFB1, VEGFA e IGFBP5
apresentaram acentuada expressdo no momento 60 dias do diestro
gestacional. A endotelina foi mais expressa no dia 60, no grupo das cadelas
pseudogestantes.

As técnicas de RT-PCR e imunofluorescéncia foram satisfatérias e

apresentaram resultados compativeis entre si.
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