Ny

Analise da expressao de receptores para progesterona e estrogeno o em placentas

caninas provenientes de eutocia e distocia
Analysis of the expression of receptors for progesterone and estrogen o. in canine placentas from eutocia and
dystocia

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.39, n.4, p.394-398, out./dec. 2015. Disponivel em www.cbra.org.br

I.F.Costa'”, M.C.R. Luvizotto’, M.F. Costa®, J.A.C. Lourenciio', C.R. Padovani’,
R.L. Amorim', N.C. Prestes’

'"Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Unesp, Botucatu, SP, Brasil.
?Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Unesp, Aragatuba, SP, Brasil.
*Médica veterinria autbnoma, Manduri, SP, Brasil.

“Instituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu, SP, Brasil.
>Correspondéncia: isa_frazon@hotmail.com

Resumo

Para a espécie canina, pouco se conhece a respeito da interacdo hormonio-receptor nos tecidos
reprodutivos. Assim, a administragdo de hormdnios durante a gestagdo e o parto é aplicada de forma empirica
nessa espécie. Objetiva-se com o presente estudo a analise da expressdo RP e do estrogeno a em placentas de
cadelas e a possivel correlacdo com os casos de distocia. Foram coletadas 25 placentas, provenientes de 25
cadelas, com ¢ sem raga definida. Conforme o tipo de parto, as placentas foram divididas em trés grupos
experimentais: GN (n = 13), placentas obtidas de parto normal; GC (n = 9), placentas obtidas de cesariana; e
GAUP (n = 3), placentas oriundas de cadelas em atonia uterina primaria. Os fragmentos placentarios foram
parafinizados e seccionados em cortes de 3um, e a analise imuno-histoquimica foi realizada com incubagdo do
anticorpo primario na diluicdo de 1:50 para progesterona e estrogeno a. A expressdao dos RP foi evidente nas
células deciduais do labirinto placentario no GN e no GC. Nas placentas GAUP, ndo houve marcacgio ou esta se
apresentou fraca e escassa para RP. Nao foi possivel a deteccdo de REa nas placentas dos trés grupos
experimentais. Conclui-se que a expressdo de RP em placentas provenientes de atonia uterina € fraca ou ausente
quando comparada a intensa expressdo encontrada nas placentas provenientes de parto normal e cesarea.
Placentas caninas a termo podem ndo expressar REa.
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Abstract

For the canine species almost nothing we know regarding to the intereaction hormone-receptor in the
reproductive tissues. Thus the administration of hormones during pregnancy and whelping is applied empirically
in this species. The aim of this study is the expression RB analysis and estrogen o. in the bitch placentas and the
possible correlation with the dystocia cases. Were collected 25 placentas from 25 bitch, with and without defined
race. According to the kind of whelping the placentas were divided into three experimental groups, GN (n = 13)
placentas obtained from normal whelping, GC (n = 9) placentas obtained from cesarian section and GAUP (n =
3) placentas from bitch in primary uterine atony. The placenta fragments were paraffin embedded and sectioned
in 3 um cuts, a immunohistochemical analysis was performed with incubation of the primary antibody at a
dilution of 1:50 for progesterone and estrogen o. The expression of RP was evident in the decidual cells in the
placental labyrinth in GN and GC. In the GAUP placentas there was no mark or it performed weak and scarce
for RP. It wasn’t possible to detect REa in the placentas of three experimental groups. We got the conclusion
that the RP expression in placentas from uterine atony is weak or absent when compared to intense expression
found in the placentas from normal whelping and cesarian section. Canine placentas themselves don’t express
REa .

Keywords: bitch, decidual cells, estrogen receptor, placental labyrinth, progesterone receptor.
Introducao

A industria pet brasileira ocupa o segundo lugar absoluto no mercado mundial. O nimero de cies no
pais chega a 52,2 milhdes, equivalente a 1,8 cachorro por domicilio (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE, 2014). Inicialmente as pesquisas pertinentes a reprodugdo animal eram direcionadas aos animais de
producdo. Com a evolugdo do vinculo entre o cdo e o homem, os estudos relacionados a essa espécie tornaram-se
mais relevantes (Aralla et al., 2013).

A placentag@o e o desenvolvimento das membranas fetais na espécie canina atualmente sdo estudados
de forma extensiva, j& que o conhecimento da morfologia placentaria possibilita reconhecer corretamente
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alteragdes patologicas e sua possivel correlagdo com a viabilidade neonatal (Miglino et al., 2006; Aralla
etal., 2013).

Na cadela, esta ¢ classificada como endoteliocorial, pois apenas o endotélio separa o sangue materno do
tecido fetal, j4 que, durante o periodo de implantacdo, o epitélio e o tecido conjuntivo desaparecem (Banks,
1992). Como do tipo zonaria, com base na localiza¢do central, ao redor dos embrides/fetos, e também em
formato de faixa, na qual as vilosidades coridnicas se agrupam semelhante a uma cinta em contato direto com o
utero. Estas vilosidades também s@o consideradas do tipo invasiva, contém sinciciotrofoblasto, que interfere no
estabelecimento das conexdes com o sangue materno. (Hafeze Hafez, 2004; Lacroix, 2004; Furukawa et al.,
2014).

A placenta ¢ uma estrutura complexa, formada pela unido das membranas fetais com o endométrio.
Existente somente nos mamiferos, ¢ considerada um 6rgéo de transi¢do presente apenas no periodo gestacional e
sua fungdo ¢ a ligacdo entre a mae e o feto para promover suprimento de oxigénio e nutrientes, remogdo de
detritos metabolicos, producdo e secrecdo de hormdnios, fatores de crescimento fetal e regulacdo do ambiente
uterino do feto (Prestes e Landim-Alvarenga, 2006).

Sabe-se que a placenta tem capacidade de produzir e secretar hormonios, além de possuir receptores
hormonais. Os principais hormoénios reguladores da fung@o e do crescimento do trato reprodutivo da fémea sdo a
progesterona e o estrogeno, cuja acdo ¢ mediada pela interagdo especifica com seus receptores intracelulares,
entretanto a presenca desses receptores na placenta canina ainda ndo estd bem estabelecida (Veiga et al., 2009;
Ithurralde et al., 2013).

Conforme descrito por Henriquez et al. (2012), a progesterona integra a formagdo das células deciduais
no utero materno, cuja fungédo € vital para a nutricdo do embrido no inicio do periodo gestacional. Kowalewski
(2012) menciona as células deciduais como sendo a unica célula da placenta canina capaz de expressar
receptores de progesterona (RP).

Alguns estudos demonstraram que o estrogeno ¢ sintetizado na placenta de humanos e animais, no
entanto ndo ha sintese desse horménio na placenta de cles, ratos e coelhos, fato atribuido ao curto periodo
gestacional nestas espécies. Em contrapartida, seres humanos, primatas, ruminantes e equinos sido capazes de
produzir estrégeno placentario por apresentarem longo periodo gestacional (Nishiyama et al., 1999).

A expressdo de RP e de REa estdo significativamente correlacionadas (Veiga et al., 2009. De acordo
com Wu et al. (1993), esses receptores foram observados nas células deciduais de placentas de primatas e
humanos. Segundo Vermeirsch et al. (2000), o RP e o REa estdo presentes apenas na porgdo materna da placenta
canina, acarretando na possivel ndo regulagdo direta da fungdo placentéria por ambos os hormdnios.

Objetiva-se com o presente estudo a analise da expressdo de receptores para progesterona e estrogeno
alfa (o) em placentas de cadelas e a possivel correlagdo com os casos de distocia.

Material e Métodos

Os procedimentos experimentais do presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
Institucional, sob o numero de protocolo 129/2013-Ceua.

Foram coletadas 25 placentas, provenientes de 25 cadelas, com e sem raga definida, idade entre dois e
10 anos, com peso médio de 20kg, primiparas e multiparas, fecundadas por monta natural, previamente
submetidas a exame clinico para confirmagio da higidez.

De acordo com a necessidade apresentada individualmente pelas cadelas, a coleta das placentas foi
realizada por meio de parto normal, cesariana ou pelo uso de farmacos indutores do parto, sendo o protocolo
utilizado: ocitocina 1UI/kg por via subcutanea, gluconato de calcio 50mg/kg por via intravenosa (IV) e glicose
0,5g/kg/IV/h. Conforme o tipo de parto, as placentas foram divididas em trés grupos experimentais: GN (n = 13),
placentas obtidas de parto normal; GC (n = 9), placentas obtidas de cesariana; e GAUP (n = 3), placentas
oriundas de cadelas em atonia uterina primaria.

Fragmentos placentarios 1 x lcm foram seccionados da regido préoxima ao corddo umbilical e
armazenados em formol tamponado 10% durante 48h e posteriormente incluidos em parafina na orientagdo
transversal.

Os fragmentos placentarios parafinizados foram seccionados em cortes de 3pum de espessura e
colocados em laminas silanizadas, posteriormente desparafinizados em xilol e seguidamente hidratados em
banhos de alcool. A recuperacdo antigénica foi realizada em soluggo de citrato de sodio 10mM, pH 6,0 corrigido
com hidréxido de sédio, com incubagdo em panela de pressdo tipo pascal (Dako, USA).

O bloqueio das peroxidases enddgenas ocorreu em solucdo de peroxido de hidrogénio a 8% por 20min;
em seguida, o bloqueio das ligagdes inespecificas foi realizado com leite em pd desnatado ( g/100 mL) por
60min e, posteriormente, por lavagens em solugdo tampao Tris-pH 7,4.

Foi realizada a incubag@o com o anticorpo primario na dilui¢do de 1:50 para progesterona e estrégeno o
(anticorpo monoclonal cat. n° 1546, Immunotech, France e anticorpo Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen
Receptor a clone 1D5 - Dako - CA, USA, Cod M7047, respectivamente) em camara imida, durante 18h a 4°C.
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Para ambos os receptores, os controles positivos utilizados foram cortes histologicos de endométrio
canino com hiperplasia endometrial cistica e glandula mamaria canina com presenca de células tumorais
(Srisuwatanasagul et al., 2005; Volpato et al., 2012; Mainenti et al., 2014). Como controle negativo, a lamina
contendo tecido placentario foi incubada omitindo o anticorpo primario.

Apds o periodo de incubagdo, as laminas foram submetidas a banhos de TRIS e, posteriormente,
incubadas com o anticorpo secundario Histofine® (polimero hrp - Nichirei Bioscience cod. 414154f) por 30min
em estufa a 27°C. Ao término dessa etapa, foi realizada nova lavagem com solugdo tampao TRIS - pH 7,4 e
revelagdo com o cromdgeno 3,3 -diaminobenzidina (DAB) durante cinco minutos.

Os cortes histologicos foram contracorados com hematoxilina de Mayer por dois minutos; em seguida,
foi realizada a desidratagdo do material com banhos de alcool e xilol. Por fim, as ldminas foram montadas
utilizando-se resina sintética e, posteriormente, avaliadas em microscopia Optica quanto a intensidade da
imunomarcagdo, de acordo com o descrito por Hewitt et al. (2011), para marcacdo nuclear: 0, auséncia de
coloragdo; 1, coloragdo fraca em menos de 50% das células; 2, coloragdo forte em menos de 50% das células ou
coloragdo fraca em mais de 50% das células; e 3, coloracao forte em mais de 50% das células.

Para a associacdo das variaveis imunomarcagdo das células para estrogeno a e progesterona nos tecidos
placentarios dos grupos experimentais, utilizou-se o teste de Goodman, complementado com as comparagdes
multiplas entre e dentro de populagdes multinomiais, no nivel de 5% de significancia (Goodman, 1964, 1965).

Resultados e Discussio

Nos controles negativos, ndo houve marcacdo; ja os controles positivos exibiram marcagdo para ambos
os anticorpos utilizados.

A fim de chegar aos resultados pertinentes a este estudo, inicialmente foi testado o receptor de
progesterona (RP), clone 1A6 (cod M3529) Dako, contudo sem resultados satisfatorios nas diluigdes empregadas
para o tecido placentario. Testou-se também aliquota dos anticorpos Monoclonal Rabbit Estrogen receptor clone
SP1, Biogen® e RP clone SP42, Biogen®, nas dilui¢cdes 1:50 e 1:100, porém eles ndo demonstraram éxito para
este estudo.

A expressdo dos receptores para progesterona foi nuclear, corroborando com Vermeirsch et al. (2000) e
Veiga et al. (2009). Segundo esses autores, ndo ha evidéncia da expressdo do RP na porgdo fetal da placenta, ou
seja, ela esta presente apenas nos tecidos de origem materna.

Sabe-se que ha declinio plasmatico das concentragdes de progesterona anteriormente ao parto,
entretanto o mesmo fato ndo ocorre com a disponibilidade do receptor, o que explica a intensa expressdo de RP
nas placentas do GN (Fig. 1a) e do GC. Dessa maneira, sugere-se que a redugdo da concentracdo sérica da
progesterona seja mais importante para o desencadeamento do trabalho de parto do que a disponibilidade de seus
receptores placentarios, de acordo com a literatura (Vermeirsch et al., 2000).

A expressdo dos receptores de progesterona foi evidente (Fig. 1) em toda a regido do labirinto
placentario, provavelmente nas células deciduais, pois estas foram citadas por Kowalewski et al. (2010) como as
unicas capazes de expressar RP.

Nas placentas do GAUP, a marcagdo foi fraca (Fig. 1b) ou ndo houve marcagdo (Fig. 1c) para RP.
Segundo Kowalewski et al. (2010) e Gram et al. (2014), os receptores de ocitocina também sdo expressos nas
células deciduais placentarias, portanto colocalizados aos RP. Como neste grupo houve a administragdo de
ocitocina exogena a fim de promover estimulos as contragdes uterinas, acredita-se que tal fato possa ter inibido a
expressdo dos RP nessas placentas.

Embora Vermeirsch et al. (2000) tenham demonstrado a expressdo de REa nas placentas caninas, nas
condigdes em que este trabalho foi realizado, utilizando a técnica de imuno-histoquimica, ndo foi possivel a
deteccdo de REa nas placentas dos trés grupos experimentais (Fig. 1d). Contudo, Al-Blander (2006), em seu
estudo com ratas, sugeriu que, no transcorrer da gestagao, ha uma diminui¢do dos REa placentarios devido a um
mecanismo protetor contra os efeitos deletérios do estrogeno ao final da gestacdo, pois existe aumento sérico
desse hormdnio para desencadear o trabalho de parto e, por consequéncia, nesse periodo a placenta apresenta
menor capacidade de resposta aos estimulos desse hormonio.

As placentas analisadas neste estudo foram obtidas de gestacdo a termo, visto que Veiga (2008),
utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢do de RE placentario em cadelas,
concluiu que o acido ribonucleico mensageiro (RNAm) para REo possui maior expressdo até 40° dia de
gestacdo, portanto placentas a termo tendem a apresentar pouca expressdo ou ndo apresentar REa, o que pode
esclarecer a ndo exibicdo desses receptores nas placentas avaliadas.

De acordo com Shoni et al. (2013), placentas normais ou com doengas trofoblasticas gestacionais em
humanos possuem REa nas células deciduais, porém estes encontram-se em niveis ndo detectaveis imuno-
histoquimicamente. Em contrapartida, Rawden e Leavitt (1980) descreveram a inibi¢do de REa devido a intensa
expressao de RP pela acdo paracrina entre esses receptores. No presente estudo, as placentas do GN e do GC
expressaram RP nas células deciduais do labirinto placentario, o que pode ter ocasionado a ndo expressdo dos
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Tabela 1. Distribuicdo imuno-histoquimica da expressdo do receptor para progesterona nas células do labirinto
placentério segundo os grupos experimentais na espécie canina.

Grupo Ausente Fraca Forte < 50% ou fraca Forte > 50% Total
> 50%
GN 0%(0/13)** 7,7%(1/13)* 61,5%(8/13)" 30,8%(4/13)"B 13
GC 0%(0/9)** 11,1%(1/9)*8 55,6%(5/9)"® 33,3%(3/9)P 9
GAUP 33,3%(1/3)** 66,7%(2/3)" 0%(0/3)** 0%(0/3)** 3

GN:grupo parto normal; GC: grupo cesariana; GAUP: grupo atonia uterina primaria. **Comparagéo de grupos
fixada a categoria de resposta (P < 0,05). “BComparagdo das categorias de resposta dentro do grupo (P < 0,05).
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Figura 1. Fotomicrografia da zona lamelar de placenta de cadela; (a) GN - imunomarcag@o nuclear intensa para
progesterona, hematoxilina de Mayer 40x; (b) GAUP - imunomarcacdo para progesterona, intensidade fraca,
hematoxilina de Mayer 40x; (c) GAUP - auséncia de imunomarcacdo para progesterona, hematoxilina de Mayer
40x; (d) GN - auséncia de imunomarcagdo para estrogeno o, hematoxilina de Mayer 20x. Fonte: Arquivo
pessoal.

Conclusdes
Com base no presente estudo, conclui-se que a expressdo de receptores para progesterona em placentas
provenientes de atonia uterina ¢ fraca ou ausente quando comparada a intensa expressdo encontrada nas
placentas provenientes de parto normal e cesaria. Placentas caninas a termo podem ndo expressar receptores para
estrogeno .
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