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O modelo de estudo GRMD (Golden Retrievier Muscular Dystrophy) apresenta sintomas clinicos
fenotipicamente caracteristicos da DMD (Distrofia Muscular de Duchenne) em humanos e, por esta
razdo, tem sido amplamente utilizado como modelo de estudos pré-clinicos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o tecido muscular, ao longo da gestacdo, no modelo canino. De acordo com 0s principios
éticos de experimentacdo animal da “Comissdo de ética no uso de animais”, protocolado sob o n°
3018/2013. Fémeas, portadoras do gene distréfico, foram monitoradas por citologia vaginal e dosagem
de progesterona (P4). O momento da ovulagdo foi monitorado pelo exame clinico, citologia vaginal e
determinagdo dos niveis séricos de P4, em dias alternados, a partir do surgimento dos sinais de
proestro. O dia da ovulacdo (dia 0) foi definido como o dia em que a concentracdo de P4 atingiu
valores > a 5 ng/ml. Durante a ovulacéo, as fémeas foram inseminadas com sémen fresco. No 25° dia,
pos-inseminacdo, as fémeas foram submetidas a exames de ultrassonografia para confirmar a gestacéo.
As fémeas gestantes passaram por uma ovariosalpingohisterectomia (OSH) para a retirada dos
embrides e fetos nos seguintes periodos gestacionais: 28°, 33° e 38° dias. Apds coleta, 0s animais
foram divididos em trés grupos, de acordo com a idade gestacional, totalizando 23 amostras.
Posteriormente, foi realizada morfometria das amostras e fragmentos de tecido muscular foram
utilizados para PCR convencional, histologia e imuno-histoquimica. Por intermédio da microscopia de
luz, nota-se que nas idades de 33° e 38° dias de gestacdo, 0 grupo controle apresentou uma intensa
atividade celular de fibras musculares primarias e secundarias, demonstrando que estas fibras ja estdo
se diferenciando. No grupo afetado, ndo foi observado tais caracteristicas teciduais, 0 que corrobora
com um desenvolvimento tardio, apesar de serem embrides e fetos gerados de uma mesma gestacdo. A
distrofina esta ausente em animais distréficos adultos, porém, na analise de imuno-histoquimica,
comprovou-se a marcagdo positiva para distrofina em ambos os grupos. Estes dados sugerem que
animais distréficos apresentam musculo sadio durante a fase gestacional Sugerimos que estudos futuro
sejam realizados em fases precoces, ainda in-utero ou na fase neonatal de animais distréficos por
expressarem distrofina e por ndo apresentarem alteragdes inflamatorias no tecido.
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O Sistema Renina-Angiotensina (SRA), conhecido por seu papel na regulacdo da pressdo sanguinea e
do volume hidroeletrolitico, foi descrito em ovarios de diversas espécies, onde participa de maneira
paracrina da fisiologia ovariana. Dados do nosso grupo de pesquisa mostraram a presenca da
Angiotensina(1-7) [Ang(1-7)], um novo componente biologicamente ativo do SRA, e seu receptor
Mas no foliculo ovariano de coelhas, ratas e mulheres, além do efeito estimulatorio desse peptideo
sobre o desenvolvimento folicular, esteroidogénese, maturagdo oocitéria e ovulagdo. O objetivo deste
trabalho foi investigar a imunorreatividade para Ang(1-7) através de imunohistoquimica (IHQ), e a
expressdao do mRNA para o receptor Mas e para a enzima conversora de angiotensina do tipo 2
(ECAZ2), principal formadora da Ang(1-7), em fases distintas do desenvolvimento de corpos IGteos
(CL) em ratas. O presente estudo é parte de um projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas
com Animais da UFS (Protocolo n° 11/2010-CEPA/UFS). Neste estudo, utilizamos 26 ratas Wistar
pré-plberes (23-25 dias) que foram submetidas ao protocolo de superovulacdo com PMSG/hCG e o0s
experimentos realizados 24h (Grupo 1; n=6), 72h (Grupo 2; n=6) ou 120h (Grupo 3; n=6) ap06s o0
tratamento para a obtencdo de CL em diferentes fases de desenvolvimento. O grupo controle (CONT)
recebeu solucéo salina (n=8). No dia do experimento, as ratas foram anestesiadas (ketamina 90mg/kg
+ xilazina 10 mg/kg), submetidas a laparotomia e os ovarios esquerdos imediatamente removidos,
congelados em N, liquido e mantidos a -20 °C para ensaios de PCR em tempo real. Em seguida, as
ratas foram perfundidas via ventriculo esquerdo, até exsanguinacao total, com tampdo PBS contendo
inibidores de proteases, seguido por perfusdo com paraformaldeido, processo que leva & morte dos
animais. Os ovarios direitos foram removidos, fixados em paraformaldeido e incluidos em parafina.
Imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada pelo método da avidina-biotina peroxidase, com anticorpo
monoclonal anti-Ang(1-7). Para avaliacdo da expressdo do mRNA do receptor Mas e ECA2, 0 RNA
total foi extraido do homogenato ovariano com Trizol e quantificado por PCR em tempo real usando
Kit Sybr Green. Os dados da IHQ mostraram imunorreatividade para Ang(1-7) em todas as fases do
desenvolvimento dos corpos lUteos, entretanto a marcagdo foi mais intensa nas células luteinicas do
Grupo 2, comparada aos Grupos 1, 3 e CONT. Os resultados obtidos com o PCR em tempo real
(média £ EPM) mostraram maior expressao do receptor Mas no Grupo 2 (3,36+0,48) comparado aos
Grupos 1 (1,66+0,46), 3 (1,25+0,32) e CONT (1,02+0,25). Expressao para ECA2 também foi maior
no grupo 2 (2,45+0,26) comparado aos Grupos 1 (1,29+0,25), 3 (1,85+£0,47) e CONT (1,00+0,20).
Concluimos neste estudo que ocorre um aumento da expressdo dos componentes do eixo
ECA2/Ang(1-7)/receptor Mas em CL maduros em relagdo aos CL nas fases iniciais de formacdo e de
regressao, apontando para a participagcdo da Ang(1-7) como um regulador local do desenvolvimento
do CL.
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