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RESUMO

MONTES VERGARA, José Carlos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
maio de 2016. Estudo morfolégico e molecular do endométrio de marras
gestantes de raga Piau e linhagem Comercial durante a fase embrionaria.
Orientador: José Domingos Guimaraes. Coorientadores: Simone Eliza Facioni
Guimaraes, Mariana Machado Neves e Eduardo Paulino da Costa.

O objetivo deste trabalho foi estudar aspectos morfoldgicos e moleculares do
endométrio de marras gestantes de raga Piau e linhagem Comercial durante o
periodo embrionario. Foram usadas 27 marras distribuidas em trés grupos
conforme o cruzamento: G1 (n=9): fémeas de linhagem Comercial x macho de
linhagem Comercial; G2 (n=9): fémeas da raga Piau x macho de linhagem
Comercial e G3 (n=9): fémeas da raca Piau x macho da raga Piau. Cada grupo
foi dividido em trés subgrupos baseado na idade gestacional ao momento do
abate (sete, 15 e 30 dias de gestacao). Logo apds o abate, o utero e os ovarios
de cada fémea foram removidos e mensurados. Amostras de endométrio de
cada fémea foram obtidas para a avaliacado histolégica e expressao génica de
sete genes (HIF1a, FGF9, ANG1, TEK, VEGFA, ANGPT1 e ANGPT2). A taxa
de ovulagao se apresentou superior em marras do grupo G1 em comparagao
as marras dos grupos G2 e G3 (p<0,05). Aos sete e 15 dias, o peso do utero
gestante e numero de embrides foram superiores em marras do grupo G1 em
relacdo a fémeas dos grupos G2 e G3 (p<0,05), porém, ao 30° dia de gestacao
nao houve diferenca entre as marras de todos os grupos (p>0,05). O
comprimento uterino total foi maior em marras do grupo G1 na idade de sete
dias (p<0,05) e o numero de glandulas endometriais teve diferenca entre os
animais dentro de cada grupo com comportamento decrescente conforme
periodo gestacional (p<0,05). Na analise molecular, as marras dos grupos G1 e
G2 apresentaram maior expressao dos genes HIF1a e ANGPT1 aos 15 dias de
gestacdo quando comparados as marras do grupo G3. Ja, o gene FGF9 foi
mais expresso em marras do grupo G1 que em fémeas do grupo G3 aos 30
dias de gestagao (p<0,05). Os resultados observados sugerem que expressao
da angiogénese no endométrio durante a fase embrionaria da gestacdo em
suinos, bem como caracteristicas do desenvolvimento uterino e taxa de

ovulagao sao influenciadas pelo gendétipo do animal.



ABSTRACT

MONTES VERGARA, José Carlos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
May, 2016. Morphological and molecular study from endometrium of
pregnant gilts during the embryonic stage. Adviser. José Domingos
Guimaraes. Co-advisers: Simone Eliza Facioni Guimaraes, Mariana Machado
Neves and Eduardo Paulino da Costa.

The aim was to study morphological and molecular traits from endometrium of
pregnant Piau breed and Commercial line gilts and relationship with pre-natal
use during the embryonic stage. Were used 27 gilts distributed in three groups:
G1: Commercial line females x Commercial line male (n=9); G2: Piau breed
females x Commercial line male (n=9) and G3: Piau breed females x Piau
breed male (n=9). Each group was divided in three subgroups based on the
pregnancy age out slaughter (7, 15 and 30d). After slaughter, the uterus and
ovaries were removed and taken biometric measures. Endometrial samples
were collected for histological and molecular analysis (HIF1a, FGF9, ANG1,
TEK, VEGFA, ANGPT1 and ANGPT2 genes). The ovulation rate was higher in
G1 group that G2 and G3 group (p<0.05). At Day 7 and 30 of gestation, the
uterine weight and number embryos were higher in G1 group than G2 and G3
group (p<0.05), but at 30 Day of gestation there were no difference among
groups (p>0.05). The uterine length was superior in G1 group at Day 7 of
gestation and G1 group (p<0.05) and the endometrial glands had difference
within each group with decreasing as gestation progress (p<0.05). In the
molecular analysis, G1 and G2 groups had more expression of HIF1a and
ANGPT1 genes at 15 Day that G3 group. FGF9 gene was upregulated in G1 at
30 Day (p<0.05) that G3 group. These results suggest that angiogenesis
expression in endometrial tissue during the embryonic stage in pigs, as well as

uterine development traits and ovulation rate are influenced by animal genotype.



1. INTRODUGAO

A eficiéncia da selecdo de animais superiores baseada no tamanho da
leitegada é influenciada por trés caracteristicas principais: taxa de ovulagao,
taxa de fertilizacdo e mortalidade pré-natal (DISTL, 2007). Uma porca ovula
entre 20 a 25 ovdcitos por ciclo e sdo obtidas altas taxas de fertilizagao de até
95 % (KRIDLI et al., 2016), porém, durante a gestacdo a porca apresenta
perdas pré-natais que podem variar entre 30 e 50 % (POPE, 1994).

A taxa de ovulacao interfere expressivamente na eficiéncia da produgao
(GEISERT e SCHMITT, 2002), algumas pesquisas tém observado que a
tendéncia de altas taxas de ovulacdo em fémeas comerciais resulta em
superlotacdo uterina, inclusive na gestacao inicial, com impactos negativos
sobre o desenvolvimento placentario e depois no desenvolvimento fetal
(FOXCROFT et al., 2009; NOVAK et al., 2012).

A mortalidade pré-natal em suinos € mais acentuada durante a fase
embrionaria, que acontece durante os primeiros 35 dias de gestacao
(PANZARDI et al., 2007). Diferentes motivos estdo associados a estas perdas,
tais como assincronia entre ovocitos ovulados, interagao inapropriada entre o
endométrio e o embrido durante a implantacdo e placentagao, déficit de
vascularizacado na interface materno-fetal, entre outros (POPE, 1994; GEISERT
e SCHMITT, 2002; TOWN et al., 2004; VALLET e FREKING, 2007; KRIDLI et
al., 2016). Em todos estes eventos o Utero desempenha papel fundamental no
desenvolvimento embrionario e fetal, bem como na determinacido de
caracteristicas pos-natais.

Spencer et al. (2005) destacam que o utero é considerado o 6rgao
essencial para a reproducao de mamiferos e varios fatores complexos regulam
o seu desenvolvimento que inicia desde a fase fetal. Portanto, o conhecimento
das caracteristicas do utero é necessario para compreender 0s processos que
ocorrem durante a gestacdo. Antes da fertilizagdo, o aumento progressivo de
estrégenos inicia a preparacdo do utero com proliferagdo do epitélio
endometrial e crescimento de ductos glandulares. Posteriormente, com a
formagdo dos corpos luteos e a elevagdo da progesterona ha inducdo do
crescimento das glandulas uterinas com aumento da vascularizagado do 6rgéo e
o aumento das secrecdes que nutrem inicialmente o embrido (ALVAREZ et al.,
2009).



Conforme avanga a gestacao, o utero continua a apresentar diversas
modificagdes morfofisiolégicas como resposta a demanda de nutrientes dos
conceptos em crescimento, aumento do tecido endometrial e do tamanho e
namero de vasos sanguineos uterinos. O fluxo sanguineo que recebem os
conceptos varia na extensao do utero da porca gestante (FORD et al., 2002) e
0 adequado suporte vascular mostra-se determinante no endotélio endometrial

como regulador da mortalidade embrionaria (TAYADE et al., 2007a).

Duas redes génicas que tém grande efeito sobre processos angiogénicos
nas células endoteliais vasculares sao os sistemas de angiopoietina (OLIVER
et al., 2011) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (SURI et al.,
1996; REYNOLDS e REDMER, 2001). Kaczmarek et al. (2009) demonstraram
que a expressao do sistema de receptores VEGF no endométrio de suinos é
controlada por fatores que facilitam a criagcdo de unico microambiente para o

sucesso da implantagdo embrionaria em suinos.

Considerando a relevancia de ampliar o conhecimento sobre eventos da
fase embrionaria da gestacao, este estudo teve como objetivo estudar aspectos
morfolégicos e moleculares do endométrio de marras gestantes de raca Piau e
linhagem Comercial e sua relagdo com o aproveitamento durante o periodo

embrionario.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21. Desenvolvimento uterino

O utero é considerado o 6rgao essencial para a reproducdo de mamiferos e
varios fatores regulam o seu desenvolvimento que inicia na fase fetal da
gestacdo (SPENCER et al., 2005). Segundo a forma dos cornos uterinos nas
porcas, o utero é bicornual e caracteriza-se por ter dois cornos uterinos longos
e um pequeno corpo uterino (SENGER, 2003).

Histologicamente, o utero estda formado por perimétrio, miométrio e
endométrio. O perimétrio € a camada mais externa de tecido conjuntivo e
imediatamente, esta o miométrio que é a camada intermediaria composta de
fibras circulares e longitudinais de musculo liso, separadas por tecido
conjuntivo frouxo. O endométrio € formado por um epitélio cilindrico simples,
onde aparecem alternadamente células ciliadas e glandulas tubulares
(ALVAREZ et al., 2009).

Em todos os mamiferos, o utero se desenvolve a partir dos ductos
paramesonéfricos ou de Miller, os quais dao origem as tubas uterinas, utero,
cérvix e vagina. O desenvolvimento uterino inicia na fase fetal, contudo,
somente esta completo apés o0 nascimento com a diferenciacdo e
desenvolvimento das glandulas endometriais. De acordo com Spencer e Bazer
(2004) alguns eventos morfolégicos comuns ao desenvolvimento do utero
incluem a diferenciacdo e crescimento do miométrio, diferenciacao e
morfogénese das glandulas endometriais e a organizacao e estratificacdo do
estroma endometrial.

Monteiro e Carvalho (2006) avaliando o utero de fémeas suinas recém-
nascidas, pré-puberes e puberes observaram diferengcas no desenvolvimento
uterino. Em fémeas recém-nascidas constataram epitélio pseudoestratificado e
auséncia de glandulas endometriais. Nas fémeas pré-puberes e puberes
apresentaram glandulas endometriais com epitélio simples cubico e cilindrico
baixo, sendo nas puberes, epitélio simples cilindrico e pseudoestratificado, e
miométrio com as duas camadas evidentes e presenga do estrato vascular.

Quando a fémea atinge a puberdade, o desenvolvimento endometrial nos
primeiros trés ciclos € gradual, havendo no terceiro ciclo maior densidade de

glandulas endometriais que evidenciam diferenga qualitativa e quantitativa nos
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componentes uterinos (SOGBE et al., 2001), sendo essenciais para boa
fertilidade, como demostram estudos em ovelhas e porcas (VALLET et al.,
2013).

Durante o ciclo estral e na gestagcdo, o endomeétrio apresenta mudangas
periddicas. A partir do proestro, 0 aumento progressivo de estrégenos ocasiona
proliferacdo do epitélio endometrial e crescimento de ductos glandulares.
Posteriormente, com a formagdo dos corpos luteos e a elevagao da
progesterona ha indugao do crescimento das glandulas uterinas com aumento
da vascularizagdo do 6rgdo e o aumento das secregdes que nutrem
inicialmente ao embrido (ALVAREZ et al., 2009).

Além do fluxo sanguineo e fung¢do glandular, outro fator provavelmente
relacionado com a funcionalidade e desenvolvimento do utero é o comprimento
uterino. Em suinos, s&o necessarios aproximadamente 20 cm de comprimento
uterino para suportar o desenvolvimento do concepto, o qual, além da
capacidade de alongar, migra durante o desenvolvimento. Por ser uma
caracteristica altamente variavel entre porcas, € considerada uma oportunidade

de selegao para melhorar a capacidade reprodutiva (VALLET et al., 2013).

2.2. Fase embrionaria da gestacao

A gestacao € um delicado e complexo processo fisioldgico que se estende
desde a fertilizagao até o parto, durante o qual o utero encontra-se ocupado por
um ou mais embrides. Esta etapa é acompanhada de anestro fisiolégico
(ALVAREZ et al., 2009) e requer participacdo de muitos fatores como
horménios, fatores de crescimento, citoquinas e receptores entre a mae e o
concepto para garantir a sobrevivéncia dos conceptos a termo (KRIDLI et al.,
2016).

O periodo de gestacado nas porcas dura aproximadamente 114 -116 dias
e pode ser influenciado por fatores como genética, tamanho da leitegada,
estacdo do ano e condi¢gdes ambientais (MUIRHEAD e ALEXANDER, 2001).
No 35° dia de gestacado completa-se a transicdo da fase embrionaria para fase
fetal, que parte do momento em que a placentacdo esta concluida, a
organogénese esta completa e a deposi¢cao de calcio no esqueleto é observada
(PANZARDI et al., 2007).

Durante a gestacao, a fémea apresenta mudancas fisiolégicas que sao

produto das agdes hormonais, e para isto, os 6rgaos genitais da fémea iniciam
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a preparacao em cada ciclo estral e antes que ocorra a fertilizagdo. A formacéao
dos corpos luteos e a elevagao da progesterona induzem o crescimento das
glandulas uterinas com aumento da vascularizagdo do utero e o aumento das
secrecdes que nutrem inicialmente os embrides (ALVAREZ et al., 2009).

Apos a fertilizagao, os embrides continuam o transito na tuba uterina e
entram no utero no estadio de quatro a oito células e no dia cinco se
desenvolvem em blastocistos. Com a eclosao dos blastocistos, os embrides
ficam expostos ao epitélio uterino e marca o inicio do alongamento e
subsequente ligagao uterina, a qual € necessaria para o sucesso da gestacao e
€ facilitada pela progesterona que regula a acao de citoquinas, horménios e
outros fatores (KRIDLI et al., 2016).

A producéao de progesterona nas porcas pelos corpos luteos € necessaria
por todo periodo de gestacdo, com limiar de 6 ng/mL de progesterona sérica e
no minimo quatro embrides viaveis no lume uterino de forma que exista um
sinal embriotréfico adequado (PTASZYNSKA, 2001; SQUIRES, 2006). O
estrogeno, como sinal de reconhecimento materno essencial, ajuda na
manutencao dos corpos luteos funcionais prevenindo a regressao induzida pela
PGF.a. A secregao de estrogeno € diretamente relacionada ao estagio de
desenvolvimento do concepto (KRIDLI et al., 2016).

No reconhecimento materno da gestacdo em suinos participam
mecanismos que impedem a chegada da PGF.a ao corpo luteo para prevenir
sua regressao. Aproximadamente, entre os dias 10 e 12 de gestagado, os
embrides produzem estrégenos que alteram a dire¢cdo da PGF,a produzida no
endométrio, passando de secre¢ao enddcrina que levaria a PGF,a até o corpo
luteo e induzir a lutedlise para secregado exocrina onde a PGF,a é sequestrada
e degradada no lume uterino para prevenir a lutedlise (BAZER, 2013). Os
estrégenos também aumentam a secrecdo endometrial de PGE,, a qual estaria
envolvida na protecdo do corpo luteo da agao da PGF,a (CONLEY e FORD,
1989).

Em outro estudo, Alminana et al. (2012) observaram que no dia seis de
gestagcao existe um sistema de reconhecimento no corno uterino que alerta a
mae da presenga do embrido, o qual sugere uma resposta local do utero diante
a presenca dos embrides antes de que o estrogeno do embrido inicie a
sinalizagdo. Depois do reconhecimento materno, os embrides suinos

permanecem flutuantes no lume uterino e caracterizam-se por apresentar
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migracao antes da implantag¢ao, o qual € controlado pelo estrogeno embrionario
(VALLET et al., 2013).

Entre os dias 13 e 14 de gestagcdo, os embrides se aproximam e
posteriormente se unem ao epitélio luminal uterino, iniciando a implantacgao,
periodo no qual, o concepto sofre mudancas morfoldégicas onde os blastocistos
se tornam filamentosos, delgados e alongados com aproximadamente 20 cm
(GEISERT et al., 1982). Até a implantacdo ocorrer, os embrides sao
suplementados pela nutricao histotrofica derivada das glandulas uterinas. Entre
os dias 15 e 20 de gestacdo, uma transicdo gradual nos nutrientes
embrionarios ocorre, de nutricao histotréfica para hemotrofica, dependente das
interacdes entre endométrio e placenta (STROBAND et al, 1986).

Proximo ao 15° dia de gestacdo, ocorrem as maiores mudancgas
vasculares e angiogénese no endométrio para facilitar o grande suprimento
sanguineo que demanda o crescimento e desenvolvimento dos conceptos
(KRIDLI et al., 2016). A medida que avanca a gestacdo, ha aumento do fluxo
sanguineo e distribuicdo de nutrientes na superficie uterina, enquanto a area
de contato entre os tecidos materno-fetal aumenta.

Outra caracteristica da placentagao dos conceptos suinos estd em nao
compartilhar suprimento sanguineo, o qual ajuda a serem independentes um
do outro (KRIDLI et al.,, 2016). Além dos suinos, outras espécies que
apresentam este tipo de placentagdo sado os equinos, macacos, alpacas,

Ihamas e alguns marsupiais (CHUCRI et al., 2010).

2.3. Mortalidade pré-natal

Os suinos tém um grande potencial para produzir leitegadas numerosas. No
entanto, durante o periodo de gestagcdo a porca apresenta momentos criticos
de perda embrionaria e fetal que definem o tamanho da leitegada, sendo
afetado por fatores complexos como taxa de ovulagdo, assincronia do
desenvolvimento embrionario, comunicacéo inapropriada entre os conceptos e
a mae, capacidade uterina, nutricdo, genética, eficiéncia placentaria e déficit de
vascularizacao na interface materno-fetal (KRIDLI et al., 2016).

As porcas ovulam entre 20 a 25 ovdcitos por ciclo (KRIDLI et al., 2016) e
consequentemente, a perda embrionaria substancial pode ocorrer, como visto
na sobrevivéncia embrionaria ao 30° dia de gestagao (NOVAK et al., 2012). A

selecdo para aumentar tamanho da leitegada em porcas de linhagens
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comerciais tem resultado em altas taxas de ovulagdo em fémeas multiparas
que podem exceder a capacidade uterina, inclusive na gestacéo inicial
(FOXCROFT et al., 2009). Além disso, a selecao genética para o tamanho da
leitegada tem resultado em leitegadas numerosas com baixo peso e baixa
sobrevivéncia pré-desmame (VALLET et al., 2013).

A morte pré-natal em suinos chega a ser de 50 % durante o periodo de
gestacdo, com dois momentos durante a fase embrionaria, um primeiro
momento de perda embrionaria entre os dias 12 e 15 de gestacdo e
posteriormente entre os dias 25 e 30 de gestacdo (POPE, 1994; FORD et al.,
2002). No periodo inicial da gestacado, a mortalidade embrionaria € bastante
alta e ocorre durante os eventos de reconhecimento materno e implantagéo. As
causas principais consideradas nesta fase sdo assincronia no desenvolvimento
dos embrides no utero materno e inapropriada interagao entre o endométrio e
os embrides durante a implantacdo e placentacdo (MORGAN et al., 1987;
GEISERT et al., 1991; POPE, 1994).

Durante o periodo peri-implantagdo quando os conceptos estdo se
ligando ao endométrio, variagcbes no crescimento embrionario e taxas de
alongamento alteram o ambiente uterino conduzindo a baixa sobrevivéncia dos
conceptos menos desenvolvidos (KRIDLI et al., 2016). Este periodo também
coincide com o enriquecimento de células imunes na interface materno-fetal.
Estes eventos sao caracterizados pelo alongamento do trofoblasto e aumento
na producao de estrogenos pelos conceptos nos dias 11-12 de gestagao. Essa
produgcdo de estrégenos ocasiona aumento de proteinas no lume endometrial
(SIMMEN et al., 1992), fato que poderia estar relacionado com mudangas do
ambiente uterino, estimuladas principalmente pelos embrides mais avangados
levando a perda de embrides menos desenvolvidos (FORD et al., 1993).

Tayade et al. (2007a) observaram que células imunes detectam sinais de
estresse derivados de trofoblasto e retiram localmente o suporte vascular para
assegurar que um concepto especifico nao desenvolva futuramente. Altas
taxas de perda embrionaria durante a fixagdo no utero podem estar associadas
a competicdo entre conceptos por espago endometrial e inadequado
desenvolvimento vascular.

Adicionalmente, a taxa de fluxo sanguineo e o suprimento de nutrientes
aos conceptos variam na extensdo do utero da porca gestante devido a

diferengas na estrutura e densidade da vascularidade (FORD et al., 2002).
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Como resposta a demanda de nutrientes dos fetos em crescimento e aumento
do tecido endometrial, o tamanho e numero de vasos sanguineos uterinos sao

aumentados evidentemente durante a gestacéo.

2.4. Angiogénese na gestagao de suinos

A angiogénese € um processo onde novos capilares se desenvolvem a
partir dos vasos sanguineos ja existentes e desempenha papel essencial em
processos fisiolégicos como o desenvolvimento e a reproducado (GAO e XU,
2008). Fisiologicamente, a angiogénese ocorre na interface materno-fetal e é
crucial para o crescimento e o0 desenvolvimento dos conceptos. Tanto a
angiogénese materna como a fetal sdo requeridas para o sucesso da gestacao
(TAYADE et al., 2007a).

Em torno do 15° dia de gestagao, o plexo sub-epitelial é caracterizado por
maior angiogénese que coincide com vasta infiltracdo de células imunes a
interface materno-fetal. O eixo imuno-angiogénico esta envolvido na promogao
do desenvolvimento de novos vasos sanguineos, regulando a resposta
inflamatdria e finalmente contribuindo no sucesso da gestagao (KRIDLI et al.,
2016).

O suporte angiogénico endometrial para a placenta € um meio regulatério
da sobrevivéncia embrionaria (WESSELS et al., 2007). Tayade et al. (2007a)
sugerem que em algumas instancias de perda fetal, o endométrio materno
pode ser o principal regulador de morte fetal mediante inadequado suporte para
a angiogénese.

Durante a gestacdo, o aumento da demanda de nutrientes se deve ao
fluxo sanguineo aumentado, como aumento associado na angiogénese e a
formagao de novos vasos sanguineos (REYNOLDS et al., 2010a, 2010b). Este
suprimento sanguineo que recebem os conceptos aumenta durante a gestacao
e define o desenvolvimento dos mesmos.

Duas ondas discretas de angiogénese placentaria tém sido descritas
durante a gestacdo em suinos, desde a implantagao até o 20° dia de gestacao
e a outra novamente do 50° ao 70° dia de gestagao. A primeira onda ocorre
como resposta a produgao de estrogenos pelos conceptos (NOVAK et al.,
2012). Sobre os processos angiogénicos nas células endoteliais vasculares,
duas redes génicas que tém grande efeito sdo os sistemas de angiopoietina e o

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) envolvidos na fisiologia e
8



transtornos do crescimento vascular (SURI et al.,, 1996; REYNOLDS e
REDMER, 2001).

VEGF é um potente fator de crescimento que aumenta a proliferagcao
endotelial, migragcao e permeabilidade vascular (NOVAK et al., 2012). A familia
do VEGF tem varios membros, incluindo VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
fator de crescimento placentario (PIGF) e alguns homodlogos com atividade
similar ao VEGF (FERRARA et al., 2003). VEGF-B é expresso em tecidos
neurais e VEGF-C e VEGF-D s&o principalmente linfoangiogénicos (VALDES e
CORTHORN, 2011).

VEGF-A representa o principal fator de desenvolvimento vascular
(TAMMELA et al., 2005). Entre os eventos relacionados entre si incluem a
estimulacéo da proliferacdo celular e a indugao da migracao celular endotelial
(EC), divisao e sobrevivéncia. Durante a gestacdo normal em suinos, VEGF é
ativamente transcrito pelo tecido materno e o trofoblasto (WESSELS et al.,
2007).

A transcricao de VEGF-A é induzida pelo fator indutor de hipdxia 1 (HIF-1)
e suas agdes sao mediadas via duas isoformas de receptores tirosina kinase,
VEGFR1(Flt-1) e VEGFR2 (KDR). VEGFR1 estimula a formacédo do tubo,
enquanto que VEGFR?2 induz a proliferacdo de células endoteliais (VALDES e
CORTHORN, 2011). VEGF-A estimula a liberacdo de oxido nitrico (NO)
mediante a ativagcao do VEGFR2, o qual aumenta a expressao e fosforila a NO
sintase endotelial (eNOS) (AHMED et al., 1997; PARENTI et al., 1998).
Kaczmarek et al. (2009) demonstraram que a expressdo do sistema de
receptores VEGF no endométrio de suinos é controlada por fatores que
facilitam a criagdo de um unico microambiente para o sucesso da implantagao

embrionaria em suinos.

O sistema angiopoeitina esta envolvido na sobrevivéncia celular e
maturacdo vascular e compromete interacbes dos ligantes ANGPT1
(Angiopoietina 1) e ANGPT2 (Angiopoietina 2) com TEK (Tirosina Kinase
Endotelial), o receptor para essas duas proteinas (OLIVER et al., 2011). A
sinalizagao de TEK esta envolvida em varios passos do processo angiogénico
durante o desenvolvimento, incluindo a desestabilizagdo dos vasos existentes,
migracao celular, formagao do tubo e a subsequente estabilizacdo de novos

tubos formados pelas células mesenquimais (EKLUND e OLSEN, 2006).
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As angiopoietinas regulam o crescimento e o desenvolvimento vascular
tanto em forma negativa como positiva. ANGPT1 é um agonista de TEK para o
desenvolvimento vascular embrionario, € embrides que perdem ANGPT1
exibem defeitos cardiovasculares e morrem na metade da gestacdo. ANGPT2,
produzido principalmente em células periendoteliais, promove a maturidade
vascular mediante organizagdo microvascular e sobrevivéncia de células
endoteliais, ndo tem efeito proliferativo. ANGPT2 é um antagonista natural do
gene TEK e parece modular o crescimento vascular. ANGPT1 é expresso no
trofoblasto e células perivasculares (VALDES e CORTHORN, 2011).

Vérios fatores de crescimento tém sido demonstrados no endométrio de
porcas gestantes, dentre si, o fator de crescimento fibroblastico 9 (FGF-9).
FGF-9 tem mostrado alta expressdo no endométrio de marras desde o dia 12
de gestacao, e sua localizagdo no epitélio glandular sugerindo que pode estar
aumentado pelo efeito do estrogeno liberado pelos conceptos, atuando como
importante fator de crescimento embrionario (JSTRUP, 2010; SAMBORSKI et
al., 2013).

Outro fator angiogénico € a angiogenina 1 (ANG1) que induz a
angiogénese mediante processos bioldgicos como a organizagao microvascular,
estabilizagcao e sobrevivéncia requerida para a remodelacao vascular (BAZER,
2010). Como um dos principais fatores angiogénicos, o gene ANG pode ser
alvo ideal para a terapia anti-angiogénese e o entendimento do mecanismo de
acao do gene ANG facilitaria a compreensado da angiogénese e a descoberta
de inibidores da angiogénese. O gene ANG interage com células endoteliais e
musculares lisas para induzir amplas variedades de respostas celulares que
incluem a migragao celular, invasao, proliferacdo e formagao de estruturas
tubulares (GAO e XU, 2008).

Considerando o suporte angiogénico endometrial um meio regulatério da
sobrevivéncia embrionaria (WESSELS et al., 2007), o qual é baseado na
participacdo de um grande numero de moléculas no utero materno, este estudo
prevé que existem diferencas na expressdo de genes associados a
angiogénese que possam contribuir ao entendimento da sobrevivéncia e perda
embrionaria nos grupos genéticos da raca Piau e fémeas de linhagem

Comercial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagao e aspecto ético

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Vigosa (UFV),
na cidade de Vigosa, Minas Gerais-Brasil, localizada a 660 metros de altitude,
com latitude 20°45'43,5”S e longitude 42°52°09,3"0. A parte experimental de
campo foi realizada na Granja de Melhoramento Genético de Suinos -
GMS/DZO e a parte laboratorial foi conduzida no Laboratério de Biotecnologia
Animal (Labtec) e no Laboratério de Biologia Estrutural.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais -
CEUA/UFV, processo 14/2013, sob a responsabilidade do médico veterinario
José Domingos Guimaraes, CRMV-MG 5379, estando de acordo com as
Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensao da
UFV.

3.2. Animais e delineamento experimental

Foram selecionadas 27 nuliparas pertencentes a GMS, nove de
Linhagem Comercial e 18 da racga local Piau, higidas. As fémeas foram lotadas
em unico galpao e alojadas em baias coletivas de 4 x 2,5 metros, em grupos de
cinco fémeas por baia, com fornecimento de racdo compativel para fase de
gestacao conforme o manejo nutricional da GMS e agua ad libitum pelo método
de bebedouro tipo chupeta.

Com idade média de oito meses, tempo em que as fémeas
apresentaram o terceiro estro, foram programadas inseminag¢des conforme aos
seguintes grupos: G1: fémeas de linhagem Comercial inseminadas com sémen
de macho de linhagem Comercial (n=9); G2: fémeas da raca Piau inseminadas
com sémen de macho de linhagem Comercial (n=9) e G3: fémeas da raca Piau
inseminadas com sémen de macho da raca Piau (n=9). Foram realizadas duas
inseminagdes, a primeira, 12 horas apés a manifestagao do estro e a segunda,

12 horas ap0s a primeira inseminagao, ambas com a mesma partida de sémen.

O sémen usado neste estudo foi coletado de reprodutores de eficiéncia
reprodutiva comprovada (exame androlégico e histérico do animal, pertencente
ao mesmo rebanho) e foram preparadas doses de 100 mL (diluidor BTS® +
sémen total) a uma concentracédo de trés bilhdes de espermatozéides/dose e

estocadas a 15 °C até 72 horas. A inseminacéao artificial foi feita utilizando o
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método de fixacdo da pipeta na cérvix com deposicao intracervical profunda do
sémen, mantendo os cuidados de higiene e estimulando a fémea durante o

tempo de inseminagao mediante a presenga do macho.

O delineamento utilizado neste estudo considerou trés gendtipos de
conceptos e trés idades gestacionais. Cada grupo foi composto por nove

fémeas divididas em trés idades gestacionais (sete, 15 e 30 dias), como segue:

Grupo G1 (n=9) G2 (n=9) G3 (n=9)
Cruzamento @ Com x & Com Q Piau x & Com Q Piau x & Piau
Idade de 7 15 30 7 15 30 7 15 30

gestagéo (dias) (n=3) (n=3) =3) =3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

3.3. Avaliagdao morfométrica dos 6rgaos genitais e coleta de amostras

As fémeas foram abatidas nas idades anteriormente mencionadas, onde
apos o abate, os 6rgaos genitais foram pesados e mensurados. Os luteos
corpos dos ovarios coletados de cada fémea foram contados para determinar a

taxa de ovulagao.

O utero foi pesado e, posteriormente, os embrides de sete e 15 dias de
gestacao foram obtidos por duas lavagens dos cornos uterinos com 120 mL de
meio PBS e passagem em filtro coletor de malha de 80 pym. Posteriormente, os
embrides foram rastreados com auxilio de estereomicroscopio, em aumento de
30 — 40 X. Para obter os embrides de 30 dias, foi feita uma incisdo longitudinal

na borda antimesometrial do utero para exposi¢ao e a retirada dos mesmos.

Apos a retirada dos embrides, os cornos uterinos foram dissecados e
mensurados desde o ligamento intercornual até a jungédo utero-tubarica para
mensuragcao do comprimento uterino total. Em todas as idades gestacional do
experimento foram contados os conceptos para determinar a taxa de
sobrevivéncia ((Numero de conceptos viaveis/numero de corpos luteos) *100).
Os conceptos com auséncia de sinais de degeneragao ou absorgcdo foram

considerados viaveis.
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Posterior as mensuragdes foram coletadas as amostras de endométrio
para ensaio histolégico e molecular. As amostras para analise histolégica foram
coletadas de trés regides pré-fixadas do corno uterino esquerdo: regido
proximal (perto da tuba uterina), regiao intermédia e regidao distal (perto do
corpo uterino) (figura 1). O tamanho da amostra do utero foi de
aproximadamente 2 x 0,3 cm de comprimento e largura, respectivamente,
conservando as camadas de miométrio e perimétrio como referéncia, e
colocada em paraformaldeido a 4 % (VONNAHME, 2003). Posteriormente,
foram transportadas ao Laboratério de Biologia Estrutural e incubadas durante
a noite e estocadas a 15 °C até 72 horas em temperatura ambiente por 24
horas. Apds a fixagao, as amostras foram conservadas em etanol 70 % até o
processamento para a confeccdo dos blocos e cortes histologicos (NEVES,
2003).

Figura 1. Anatomia do Utero de porca com a identificagdo das regides amostradas no
corno esquerdo; 1: regido proximal, 2: regidao intermédia e 3: regido distal

(http://www.ansci.wisc.edu/jjp1/ansci repro/lec/lec1/female hist.html)

Para o estudo molecular, o tamanho da amostra do endométrio foi
aproximadamente de 2,0 x 1,0 cm de comprimento e largura, respectivamente,
retirada da regido intermediaria do corno esquerdo e colocada em tubo de
fundo cbnico de 15 mL com solugcdo de RNA-Holder® (BioAgency
Biotecnologia) a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram
transportadas ao Labtec e estocadas a -20 °C até o momento de
processamento (SKOWRONSKI, 2009).
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3.4. Processamento e avaliagao histolégica

As amostras do utero anteriormente fixadas foram desidratadas em
series crescentes de solugdes de etanol (70, 80, 90 e absoluto — 100 %) por 2
horas/alcool, diafanizadas em xilol durante uma hora e incluidos em parafina
para a confecgdao dos blocos. Os blocos contendo os fragmentos do utero
foram cortados com 4 um de espessura em microtomo e corados com
Hematoxilina-Eosina (HE; NEVES, 2003).

Para a avaliacdo do endométrio, foi realizada uma analise morfométrica
considerando o tipo de epitélio de revestimento, espessura do endométrio,
presenca de glandulas uterinas € numeros de vasos sanguineos (MONTEIRO
e CARVALHO, 2006). Essas avaliagbes morfométricas foram obtidas pelo

programa Image ProPlus, verséo 4.5.

3.5. Processamento e avaliagao molecular

O processo de extragao do RNA iniciou-se colocando 50 mg de amostra
de endométrio em reagente TRIzol® (Ambion - Life Technologies, Califérnia,
EUA) dentro de um tubo para microcentrifuga de 2 mL, para ser
homogeneizada mediante homogeneizador elétrico. Posteriormente, foi
adicionado cloroformio e submetido a centrifugacédo refrigerada. Apos este
passo, foi recuperado o sobrenadante em um novo tubo e acrescentado
isopropanol para favorecer a precipitacdo do RNA. Apds nova centrifugacao
formou-se o pellet com o RNA e adicionou-se etanol 75 %. Em seguida, apés
nova centrifugagdo, o pellet foi reidratado com 30 uL de agua UltraPure®
DNase/RNAase-Free.

Posteriormente, foi estimada a concentracdto do RNA em
espectofotbmetro NanoVue Plus™ (GE Healthcare, Munique, Alemanha),
observando-se a razao A260/A280 entre 1,8 a 2,0 como controle de pureza.
Logo apés, a qualidade e integridade do material extraido foi verificado usando
gel de Agarose 1 %. Na sequéncia as amostras foram tratadas com DNase e
realizada a sintese da primeira fita mediante Kit cDNA GoScript™ Reverse
Transcription System (Promega®, Madison, WI, USA), seguindo as
recomendagdes do fabricante. As concentracées de cDNA das amostras foram
estimadas por espectrofotometria, e o cDNA foi estocado a -20 °C até o uso na

técnica de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR).
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Os primers para amplificagdo dos fragmentos dos genes alvo (HIF1aq,
FGF9, ANG1, TEK, VEGFA, ANGPT1 e ANGPT2) e enddgeno (GAPDH, B-
ACTIN e HPRT1) (Tabela 1) foram desenhados por meio do programa
PrimerQuest fornecido pela Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville, 1A) a
partir das sequéncias de nucleotideos obtidas do banco de dados do
GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Foi feita a otimizagdo para cada
primer, a fim de calcular a eficiéncia (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 1. Primers usados para amplificagao nas reagtes de PCR em tempo real

Gene Numero de acesso Sequéncia dos primers
e oo ESCRONTCICGAOOAOTANG
VEGEA NM_214084.1 F: GCACATAGGAGAGATGAGCTTC

R: CAAGGCCCACAGGGATTT

F: ACAGAGCCACCACCAATAAC

ANGPTT NM_213959.1 R: GTGCAAAGGTTGACGAGATTATG

F: CTGAGCTGTGATCTCGTCTTG

ANGPT2 NM_213808.1 R: CTGAACCTGATACTGCCTCTTC

F: CAAAGTGGACATTGTCGCCATCA

GAPDH NM_001206359.1 R: AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT

F: CTCTTCCATCGTGTCCTTCTAC

B-ACTIN U07786.1 R: CCTCAGACTTGTCGATCTTCTG

F: GCTGACCTGCTGGATTACAT

HPRT1 NW_003540069.1 F: GCTGACCTGCTGGATTACAT

Como controle endégeno, foram testados os genes (-actina (B-ACTIN),
o gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH) e a hipoxantina guanina
fosforiboxiltransferase (HPRT1). Esses genes foram selecionados com base no
perfil da curva de amplificagcdo e de dissociagao. Além disso, verificou-se a
estabilidade de amplificacdo destes genes entre os tratamentos, onde o melhor

controle endégeno foi a GAPDH.

A expressao génica foi avaliada mediante a técnica qTR-PCR em tempo
real e para isto, as reagdes foram efetuadas em termociclador ABI Prism 7300

Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA),
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utilizando o kit de SYBR Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, C.A., EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As reagdes
foram submetidas ao protocolo de ciclos conforme o programa: 3 minutos a 95
°C, 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos e 1 minuto a 60 °C. Todas as reagdes

para um mesmo gene alvo foram feitas em duplicatas técnicas.

3.6. Agrupamento da expressao relativa dos genes

O agrupamento hierarquico foi realizado com os valores de ACt (Ct do
alvo — Ct da referéncia enddégena) de expressao génica. Os valores de
expressao dos sete genes nas trés idades e nos trés grupos genéticos foram
usados para o agrupamento hierarquico de acordo com o método de Ligacao

Completa e correlacao Euclidiana (EISEN et al., 1998).

3.7. Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a estatistica descritiva com obtencao
das médias e desvios-padrao. Os dados quantitativos (niumero de corpos luteos,
peso do utero gestante, comprimento uterino total, numero de glandulas e
espessura do endométrio) foram submetidos aos testes de Lillierfors e Bartlett,
para verificar respectivamente, a normalidade dos dados e a homocidacidade
das variancias. A anadlise de variancia (ANOVA) foi usada para verificar a
interacao entre o grupo genético e as idades gestacionais e para as avaliagdes
de todos os dados obtidos que atendessem as premissas da ANOVA e
ocorrendo significancia foram submetidos aos testes de comparagao de médias.
Caso contrario, foram submetidos a analise ndo paramétrica, com comparacgao
das médias pelos testes de Kruskal Wallis. Correlacbes Simples de Pearson
foram realizadas para analisar as relagdes entre todas as caracteristicas
estudadas. Para todas as analises foi empregada a probabilidade de erro de
5 %. As analises estatisticas foram realizadas no programa SAEG-9.1 (SAEG-
UFV, 2007).

Os dados obtidos na reacdao de qRT-PCR foram gerados pelo
equipamento na forma de valores Ct, que representam o ciclo de inicio da
deteccdo do produto amplificado. Os valores médios de Ct foram subtraidos
entre si para o calculo de ACt (Ct do alvo — Ct da referéncia enddégena), a fim

de minimizar as possiveis variagdes quanto a quantidade de mRNA inicial e a
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eficiéncia na transcricdo reversa. A expressao relativa do gene alvo foi
calculada pela formula 22°* (PFAFFL, 2001).

Posteriormente, esses dados foram analisados utilizando a
macro %QPCR_MIXED desenvolvida no SAS®

(www.msu.edu/~steibelj/JP_files/QPCR.html) segundo a metodologia proposta

por Steibel et al. (2009), onde os valores de Ct individuais para cada gene alvo
foram normalizados com base nos valores de Ct dos genes enddgenos. Os
resultados foram submetidos a analise de varidncia de acordo com o seguinte

modelo:
Ygi= U+ Gig + lig + (G ™ l)gjj + Egj
Em que:
Ygi: variavel resposta, o Ct do gth gene;
M: média da populacgao;
Gig: efeito do ith grupo genético no gth gene;
lig: efeito da jth idade gestacional no gth gene;
(G*l)yj: efeito da interagéo entre o ith nivel de G e o jth nivel de | no gth gene;
Egi: erro aleatdrio.

Foi considerado 5 % de probabilidade de erro para as comparagdes
entre as médias. Para a analise e comparagdao do padrao de expressao,

2ACt

utilizou-se a metodologia da expresséao relativa € para a comparagao entre

os grupos, utilizou-se (fold-change), 22", descrito por Livak e Schmittgen
(2001).

4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de desenvolvimento uterino e desempenho

reprodutivo

Os resultados das caracteristicas de desenvolvimento uterino e

desempenho reprodutivo das fémeas dos grupos G1, G2 e G3 durante a fase
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embrionaria estdo sumariados na tabela 2. A taxa de ovulagao foi superior em
marras de linhagem Comercial do grupo G1 em comparacao as marras de raca
Piau dos grupos G2 e G3 (p<0,05). O numero de embrides viaveis foi superior
aos sete e 15 dias no grupo G1 em relagdo as marras dos grupos G2 e G3
(p<0,05), porém ao 30° dia de gestacdo nao houve diferenca entre as marras
dos grupos (p>0,05).

Tabela 2. Caracteristicas biométricas de uUtero, ovario e embrides na fase embrionaria
da gestagdo em marras de Linhagem Comercial (G1) e raga Piau (G2) acasaladas

com macho de Linhagem Comercial e marrds de ragca Piau (G3) acasaladas com
macho da raga Piau.

Grupo genético

Variaveis G G2 G3
7 dias de gestagao
Taxa de ovulagdo 14,3 £1,9° 10,1 £ 1,4° 10,0 £1,7°
N° embrides viaveis 13,0 + 0,0 9,6+0,6° 8,6+1,1°
Sobrevivéncia embrionaria (%) 100,0 + 0,0° 93,9+ 5,2° 89,6 + 10,0°
Peso de utero gestante (kg) 0,74 +0,2° 0,29+ 0,1° 0,26 +0,1°
Comprimento total uterino (cm) 285,5 +40,1° 151,2 + 13,7° 126,7 £ 17,7°
15 dias de gestacgéao
Taxa de ovulagdo 15,3 £2,1° 9,3+2,1° 9,0+ 0,0°
N° embrides viaveis 13,3+ 1,2° 9,0+0,0° 9,0+0,0°
Sobrevivéncia embrionaria (%) 87,4 +5,0° 81,8+0,0° 100,0 + 0,0°
Peso de Utero gestante (kg) 0,61 +0,1° 0,25 +0,0° 0,27 +0,0°
Comprimento total uterino (cm) 275,9 + 88,07 157,5 + 14,8° 143,3 + 15,6°
30 dias de gestagao
Taxa de ovulagdo 14,3 +2,8° 10,3+ 1,5° 9,0+1,7°
N° embrides viaveis 9,3+5,0° 9,0 +1,0° 8,3+2,3°
Sobrevivéncia embrionaria (%) 64,9 + 28,1° 87,7 £ 10,7° 91,6 +7,2°
Peso de utero gestante (kg) 4,2 +1,0° 3,1+0,7° 3,1+0,6°
Comprimento total uterino (cm) 177,9 £ 5,37 154,5 + 39,3° 136,7 + 19,1°

Médias seguidas de diferentes letras na mesma linha diferiram entre si (p<0,05) pelo teste de Duncan.

A sobrevivéncia embrionaria foi maior nas marras do grupo G3 aos 15
dias de gestacao (p<0,05), enquanto na idade de sete e 30 dias ndo houve
diferenca entre as fémeas dos grupos para esta caracteristica (p>0,05). O peso
do utero gestante foi maior em marras do grupo G1 aos sete e 15 dias e
gestacdo (p<0,05), enquanto que aos 30 dias nado houve diferenca entre as
fémeas dos grupos (p>0,05). O comprimento uterino total teve diferenga entre
as marras dos grupos so na idade de sete dias, sendo maior nas marras do
grupo G1 (p<0,05).
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4.2. Caracteristicas histolégicas do endométrio

Nas analises dos cortes histologicos de endométrio verificou-se no
epitélio de revestimento predominancia do tipo pseudo-estratificado cilindrico,
com algumas regides do tipo cilindrico simples. Foi observada uma lamina
prépria e submucosa composta de fina camada sub-epitelial vascularizada de
tecido conjuntivo frouxo, € uma camada glandular composta de glandulas
endometriais tubulares rodeadas de tecido conjuntivo, proximo ao miomeétrio

(figura 2).

Figura 2. Endométrio aos sete dias de gestacdo de marra do grupo G2. 1: Epitélio de
revestimento; 2: Tecido conjuntivo frouxo com presenca de glandulas e 3: Miométrio.
Coloragao H-E

Na analise da espessura da camada endometrial verificou-se diferencga
entre os valores obtidos de marras dos grupos em todas as idades e entre as
idades dentro de cada grupo (p<0,05), porém, sem evidenciar um padrao nas
caracteristicas endometriais nos diferentes gendétipos e idades gestacionais.
Em relagdo ao numero de glandulas endometriais, ndo houve diferengca entre
as marras dos grupos avaliados dentro das idades gestacionais (p>0,05), no
entanto, foi observada diferengca dentro de cada grupo com comportamento
decrescente ao decorrer da idade gestacional (p<0,05; tabela 3). Ja, o numero
de vasos sanguineos no endométrio ndo apresentou diferenga entre os grupos

genéticos e as idades avaliadas para cada grupo (p>0,05; tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas histolégicas do endométrio na fase embrionaria da gestacao
em marras de Linhagem Comercial (G1) e raca Piau (G2) acasaladas com macho de
Linhagem Comercial e marras de raga Piau (G3) acasaladas com macho da raga Piau.

Grupo genético

Variaveis

G1 G2 G3
7 dias de gestagao

Espessura endometrial (um) 1474,8 + 380,5°°  1720,1 £ 427,7*  1267,5 + 358,1°°

N° glandulas endometriais 4596 + 142,3" 481,9 + 117,1* 4528 + 143,9°"

N° de vasos no endométrio 18,6 + 6,5 18,0 + 6,0 18,2 +6,2"
15 dias de gestacgéao

Espessura endometrial (um) 1793,7 +493,0 15755 +661,7°°  1791,3 + 465,3*"

N° glandulas endometriais 313,0 + 100,2%° 310,5 + 81,6%° 262,8 + 129,7%®

N° de vasos no endométrio 18,4 + 5,4 14,0 £ 2,3* 13,5 + 54"
30 dias de gestagao

Espessura endometrial (um) 1724,3 +522,2°"*  1013,2 +£380,9°°  842,9 + 416,9°

N° glandulas endometriais 209,4 + 79,8% 215,4 + 98,3% 202,2 + 77,9%

N° de vasos no endométrio 18,6 + 6,4 16,0 + 3,5 17,4 + 6,4°"

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha e letras maiusculas na mesma coluna,

diferiram entre si (p<0,05) pelo teste de Duncan.

4.3. Genes associados a angiogénese endometrial

Na analise molecular, a expressao génica foi identificada para todos os
genes avaliados. Aos sete dias de gestacado nao foi observada diferenga entre
0s grupos genéticos para nenhum dos genes avaliados (p>0,05). Aos 15 dias
de gestacao se observou diferengas entre as marras dos grupos genéticos para
os genes expressos HIF1a, ANG1 e ANGPT1 e para o gene FGF9 aos 30 dias
de gestacao (p<0,05). Na analise entre os grupos genéticos nao foi observada
diferenca na expressdao dos genes TEK, VEGFA e ANGPT2 em todas as

idades gestacionais e grupos genotipicos avaliados (p>0,05; figura 3).

O agrupamento hierarquico baseado nos valores de expressdo génica
(ACt) nos trés grupos genotipicos avaliados durante as trés idades gestacionais
evidenciaram a expressao dos sete genes (figura 4), com a formagao de quatro
clusters. O cluster 1 corresponde ao gene ANGPT1 com baixa expressao nas
trés idades gestacionais avaliadas nos trés grupos. O cluster 2 corresponde
aos genes VEGFA e ANGPT2 com diminuicdo da expressao aos 15 dias e
aumento aos 30 dias de gestacédo. O cluster 3 corresponde ao gene HIF1a com
alta expressao no inicio da gestacdo e diminuicdo ao decorrer da idade

gestacional.

O cluster 4 corresponde aos genes TEK e FGF9, os quais apresentaram

aumento da expressao aos 15 dias e reducao aos 30 dias de gestagao. O gene
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Grupos genéticos

TEK em todas as idades aumentou a expressao aos 15 dias de gestagao
e posterior reducdo aos 30 dias de gestacdo. O mesmo comportamento foi
verificado para o gene FGF9 em marras do grupo G3. Nos grupos G1 e G2, a
expressdo do gene FGF9 apresentou comportamento crescente. Ja, o gene
ANG1 apresentou expressao alta expressdo durante as trés idades

gestacionais nos animais dos trés grupos estudados.
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Figura 4. Agrupamento hierarquico para os genes avaliados no endométrio de marras
de Linhagem Comercial (G1) e raga Piau acasaladas com macho de Linhagem
Comercial (G2) e raca Piau acasaladas com macho da raga Piau (G3), nas idades
gestacionais de sete, 15 e 30 dias. A cor negra representa uma expressao similar ou
igual a zero; verde uma expressdo aumentada e vermelho uma expresséao reduzida.

Foram observadas algumas correlagbes entre caracteristicas de
viabilidade embrionaria e do endométrio com os genes avaliados (tabela 4). No
grupo G1 verificou-se correlagdes positivas entre niumero de embrides e
sobrevivéncia embrionaria com todos os genes com excegao do gene ANG1.
Em relacdo a numero de glandulas endometriais e espessura de endométrio
nao foi observada correlagdo com os genes avaliados. No grupo G2, os genes
foram correlacionados principalmente com numero de embrides e
sobrevivéncia embrionaria. No entanto, o numero de glandulas endometriais
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correlacionou-se somente com a expressao do gene FGF9 (r=-0,81) e a
espessura de endométrio somente com a expressao do gene HIF1a (r=0,86).
No grupo G3 foram observadas maior niumero de correlagdes dos genes com
as caracteristicas de numero de embrides, sobrevivéncia embrionaria, numero
de glandulas e espessura de endométrio (tabela 4).

Na analise de regressao, foi observada a alteragdo do comportamento
de expressao génica de alguns genes em funcao da idade gestacional (tabela
5). No grupo G2, a expressao dos genes ANG1, VEGFA e ANGPT2
apresentaram comportamento quadratico, no entanto, a expressao do gene
FGF9 apresentou comportamento linear. No grupo 3, a expressao dos genes
FGF9, ANG1, TEK e ANGPT2 apresentaram comportamento quadratico. Neste
grupo, somente a expressao do gene HIF1a apresentou o comportamento

linear.

Tabela 4. Correlagbes Simples de Pearson entre genes angiogénicos expressos no
endomeétrio e caracteristicas histolégicas e de desempenho reprodutivo de marras de
Linhagem Comercial (G1) e raga Piau acasaladas com macho de Linhagem Comercial
(G2) e raca Piau acasaladas com macho da raga Piau (G3), p<0,05

Variaveis
Genes N° de embrides % Sobrevivéncia N° de glandulas Espessura de
viaveis embrionaria endometriais endométrio

Grupo 1
HIF1a 0,32 NS NS NS
FGF9 0,90 0,83 NS NS
ANG1 NS NS NS NS
TEK 0,71 0,62 NS NS
VEGFA 0,80 0,64 NS NS
ANGPT1 0,71 0,70 NS NS
ANGPT2 0,64 0,57 NS NS

Grupo 2
HIF1a -0,87 0,79 NS 0,86
FGF9 0,61 .-0,84 -0,81 NS
ANG1 -0,46 -0,51 NS NS
TEK -0,55 NS NS NS
VEGFA 0,81 -0,64 NS NS
ANGPT1 NS -0,84 NS NS
ANGPT2 0,78 -0,65 NS NS

Grupo 3
HIF1a NS NS 0,72 NS
FGF9 0,69 0,83 NS 0,70
ANG1 -0,38 NS NS NS
TEK NS NS NS NS
VEGFA -0,77 -0,70 -0,67 -0,76
ANGPT1 -0,82 -0,70 -0,78 -0,66
ANGPT2 -0,63 -0,60 -0,72 -0,76

NS: nao significativo (P<0,05).
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Tabela 5. Regressbes dos genes angiogénicos expressos no endométrio nas idades
gestacionais de sete, 15 e 30 dias de marras de Linhagem Comercial (G1) e raga Piau
acasaladas com macho de Linhagem Comercial (G2) e ragca Piau acasaladas com
macho da raga Piau (G3), p<0,05

Grupos genéticos

Gene G1 G2 G3
Y=1,91-0,61X
HIF1a p>0,05 p>0,05 (R%=0,82: p<0,006)
Y =-0,49 + 0,67X Y =-1,59 + 2,16X -0,51X?
FGF9 p>0.05 (R?=0,83; p<0,006) (R?=0,81; p<0,005)
ANGH Y =-3,43 +4,93X -1,15X> ¥ =-8,01 + 11,06X - 2,67X> ¥ =-1,99 + 3,12X -0,74X?
(R?=0,92; p<0,006) (R?=0,91; p<0,008) (R?=0,81; p<0,004)
Y =-1,84 + 2,50X -0,57X?
TEK p>0,05 p>0,05 (RP0.81: p<0,0007)
Y =1,95-2,64X + 0,84X>
VEGFA p>0,05 (R=0,99, p<0,0002) p>0,05
ANGPT1 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Y =1,07-1,50X + 0,48X> Y =1,45-2,06X +0,67X>
ANGPT2 p>0,05 (R?=0,99; p<0,00001) (R?=0,73; p<0,04)
5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram diferengas entre os
grupos genéticos em relagdo a taxa de ovulacdo, desenvolvimento uterino,
sobrevivéncia embrionaria, caracteristicas histologicas e expressao de genes

relacionados com a fung¢ao de angiogénese.

Os valores superiores obtidos no presente estudo para o peso do utero
gestante e comprimento uterino total em marras do grupo G1 aos sete e 15
dias de gestagcdo (tabela 2) pode estar relacionado com o maior
desenvolvimento corporal destas fémeas que atingem a idade ao primeiro
servigo (170,8 vs 190,3 dias de idade para linhagem Comercial e raga Piau,
respectivamente) e com maior peso corporal (91,7 vs 53,9 kg para linhagem
Comercial e raca Piau, respectivamente), sendo estas caracteristicas resultante
de processos de selecdo e melhoramento genético em animais de linhagens

comerciais que objetivam maiores ganhos de peso durante o tempo de
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producao (MONTES, 2013). Tummaruk e Kesdangsakonwut (2014)
observaram em fémeas de linhagem Comercial Landrace x Yorkshire que o
peso corporal e a taxa de crescimento das marras influenciam o peso e
comprimento uterino. Além disso, o comprimento uterino se destaca como
caracteristica importante para selecdo de fémeas com maior potencial
reprodutivo, visto que, cada embrido precisa de 20 cm aproximadamente para
se desenvolver durante o periodo gestacional (KRIDLI et al., 2016).

Nos processos de selecao genética, as taxas de ovulagdo tém sido uma
caracteristica considerada em linhagens comerciais (DILST, 2007), visto que,
interfere expressivamente na eficiéncia da producado (GEISERT e SCHMITT,
2002). No presente estudo, fémeas de linhagem Comercial apresentaram taxas
de ovulagao mais altas (tabela 2) e com maior numero de embrides viaveis aos
sete e 15 dias de gestacdo. Porém, no 30° dia de gestacdo nao houve
diferenga entre o numero de embrides viaveis nas marras de todos os grupos,

havendo perda embrionaria em marras do grupo G1 (p<0,05; tabela 1).

As perdas durante a fase embrionaria podem estar relacionadas com o
desenvolvimento dos embrides no utero materno e inapropriada interagao entre
o endométrio e os embrides durante a implantacao e placentacdo (MORGAN et
al., 1987; GEISERT et al.,, 1991; POPE, 1994). Adicionalmente, os estudos
realizados por FOXCROFT et al. (2009) e NOVAK et al. (2012) verificaram que
a tendéncia de altas taxas de ovulacdo em fémeas comerciais se deve a
superlotacdo uterina, inclusive na gestacao inicial, com impactos negativos

sobre o desenvolvimento placentario e depois no desenvolvimento fetal.

Por outro lado, fémeas de raga Piau dos grupos G2 e G3 tiveram taxas de
ovulagdo mais baixas que as marras do grupo G1, no entanto, numero similar
de embrides viaveis aos 30 dias de gestagdo, indicando menor perda
embrionaria nos grupos compostos por fémeas da ragca Piau. Estudos
anteriores realizados pela equipe do presente estudo observaram que a raga
Piau possui comportamento diferente das caracteristicas reprodutivas das
fémeas de linhagens comerciais e provavelmente apresente melhor
aproveitamento dos embrides resultantes das ovulagbes e fecundagdes no
estro correspondente (SILVA et al., 2011; ALVIM, 2012; MONTES, 2013;
SILVA et al, 2014).
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Spencer et al. (2005) destacaram que o utero é considerado o 6rgao
essencial para a reproducdo de mamiferos e na fase embrionaria a
comunicacdo entre o endométrio e os embridbes é determinante no
desenvolvimento embrionario. As glandulas endometriais se tornam essenciais
nesta fase para suprir as necessidades nutricionais dos embrides e o estrogeno
seria responsavel pela hipertrofia e hiperplasia glandular do endométrio
(SPENCER e BAZER, 2004) no inicio da gestacao.

Comportamento semelhante foi observado no presente estudo, visto que
dentro de cada grupo de animais avaliados houve redugdo no numero de
glandulas presentes no endométrio no decorrer da idade gestacional (p<0,05;
tabela 3), o qual ressalta a importancia da nutrigdo proporcionada pelo utero
aos embrides no inicio da gestagdo. Com a formagdo da placenta, passa
também a nutrir os embrides, e ha diminuigdo do numero de glandulas
endometriais a medida que avancga a gestacao.

Segundo STROBAND et al. (1990) com o avango do periodo gestacional,
entre os dias 15 a 20 ocorre transigao gradual da nutrigdo dos embrides, esta
deixa de ser nutricao histotrofica para ser hemotroéfica, sendo dependente das
interacdes entre endométrio e placenta. O suporte angiogénico no inicio da
gestacdo é fundamental na criagdo do microambiente uterino favoravel para a
implantacao e outros eventos na fase embrionaria (KACZMAREK et al., 2009) e
foi observado no presente estudo que o numero de vasos sanguineos no
endométrio se manteve sem diferenca entre os grupos genéticos e as idades
gestacionais avaliadas.

Em relagdo aos genes considerados no presente estudo associados a
funcdo de angiogénese no endométrio, observa-se que na idade de sete dias,
mesmo nao existindo diferengca na expressdo dos genes entre os grupos
(p>0,05), houve expressao de todos os genes (figura 3). Destaca-se nesta
idade o gene HIF1a nos trés grupos (figura 4), o qual tem comportamento
descrescente com alta expressdo no inicio e redugido ao decorrer da idade
gestacional, o que favoreceria a condigdo vascular para o desenvolvimento dos

embrides no inicio da gestacgao.

Ainda considerando os diferentes grupos genéticos, as diferengcas foram
principalmente na idade gestacional de 15 dias (p<0,05; figura 3), periodo

proximo do inicio da primeira onda de angiogénese, que comega com a
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implantacdo dos embrides entre 14° a 18° dia de gestacédo. No entanto, aos 15
dias de gestacdo, a maior expressao foi observada em marras do grupo G1
(figura 3), o qual pode estar relacionado com o maior numero de embrides
presentes no utero, o que também se evidencia nas correlagbes positivas dos
valores obtidos nas marras do grupo G1 entre os genes avaliados € o numero

de embrides viaveis (tabela 4).

A expressao dos genes HIF1a e ANGPT1, genes importantes para a
vascularizacado e desenvolvimento embrionario, foram maiores nas fémeas dos
grupos G1 e G2 quando comparados com as fémeas do grupo G3 aos 15 dias
de gestacao (figura 3). A expressao do gene HIF1a regula a angiogénese peri-
implantacdo em muitas espécies (TAYADE et al., 2007b) e Croy et al. (2009)
observaram que nos sitios de implantacao saudaveis, os linfécitos endometriais

tém contribuicao significativa em transcritos do gene.

O gene HIF1a também é indutor de transcricdo de VEGFA (VALDES e
CORTHORN, 2011), considerado o principal fator de desenvolvimento vascular
(TAMMELA et al., 2005). No presente estudo nao foi observada diferenga entre
0s grupos para a expressao do gene VEGFA (figura 3), embora se manteve
presente a expressdo com tendéncia superior aos 30 dias de gestacgao,
indicando sua participagcao nesta fase da gestacao (figura 4). As correlagdes
positivas do gene com o numero de embrides viaveis no grupo G1 (r=0,80) e
G2 (r=0,81) também poderiam ser indicativos do suporte angiogénico
endometrial destas fémeas (tabela 4). Oliver et al. (2011) avaliando um modelo
de restricao alimentar em fémeas suinas de linhagens Comerciais aos 30 dias
de gestacao, observaram maior expressao do gene VEGFA no grupo controle e

sugerem um papel especifico no tecido endometrial.

Outro fator de crescimento importante para os embrides é a expressao
do gene FGF9, mostrando-se com a expressao aumentada no endométrio de
porcas gestantes (USTRUP (2010) e sua transcricdo no inicio da gestacéo
pode estar relacionado com regulacdo pelos estrégenos produzidos pelos
conceptos (SAMBORSKI et al., 2013). No presente estudo, aos 30 dias de
gestacdo, o gene FGF9 foi mais expresso nas fémeas do grupo G1 quando
comparado as fémeas do grupo G2 e G3 (p<0,05; figura 3), o qual pode estar
relacionado com o maior desenvolvimento dos embrides de fémeas de

linhagens comerciais na idade de 30 dias de gestacdo, no qual & respaldo
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pelas correlacbes deste gene com o numero de embrides viaveis (r=0,90) e

sobrevivéncia embrionaria (r=0,83) para as marras do grupo G1 (tabela 5).

O sistema angiopoietina esta envolvido na sobrevivéncia celular endotelial
e maturagdo vascular e envolve interacbes dos genes ANGPT1 e ANGPT2
com o gene TEK, o receptor para ambas as proteinas (MILKIEWICZ et al.,
2006). Observa-se na figura 4 que o gene ANGPT1 tem baixa expressao com
leve aumento na idade de 15 dias nas marras de todos os grupos estudados,
comportamento similar foi observado para o gene TEK, com expressao alta aos
15 dias de gestacao, periodo préximo do aumento de estrégeno e que pode

favorecer o desenvolvimento vascular embrionario.

No presente estudo, a expressdo dos genes TEK e ANGPT2 néo
apresentaram diferencas entre as marras dos grupos, porém, a expressao do
gene ANGPT1 apresentou maior expressao aos 15 dias de gestacdo nos
animais do grupo G1 e G2 quando comparado com as fémeas do grupo G3
(figura 3), o que possivelmente favoreca a estabilizagcdo de capilares recém-
formados e a maturagdo dos vasos sanguineos (WULFF et al., 2000) nestes

grupos.

A maior expressao de genes relacionados a angiogénese em marras do
grupo G1 pode também estar relacionada a maior demanda de nutrientes pelos
embrides, associada provavelmente, ao aumento na formagao de novos vasos
sanguineos (REYNOLDS et al., 2010a, 2010b). Considerando que existem
duas ondas discretas de angiogénese na gestacdo de suinos, o presente

estudo se situa na primeira onda que inicia desde a implantacao até o 20° dia

de gestacao (TAYADE et al., 2007a).

A expressao do gene ANG1 nao apresentou diferengca nas marras dos
grupos avaliados (p>0,05; figura 3), porém sua expressao foi alta em todos os
grupos genotipicos e idades gestacionais, manifestando comportamento
quadratico (tabela 5). A alta expressao deste fator angiogénico destaca sua
importancia durante a fase embrionaria da gestacdo, estando envolvido na
inducdo da angiogénese mediante processos bioldgicos como a organizagao
microvascular, estabilizagdo e sobrevivéncia requerida para a remodelagao
vascular (BAZER, 2010).
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Geralmente, sempre que houve diferenca, a expressao génica foi maior
nas fémeas dos grupos G1 e G2. Considerando o exposto anteriormente e que
as fémeas do grupo G2 sao da raga Piau, ha possibilidade de que a genética
do macho empregado no acasalamento, ou seja, o gendtipo F1 dos conceptos
tenha influenciado o resultado mediante a resposta local dos embrides no
utero. Também se observa que sempre que houve diferenca entre as
expressdes génicas entre animais dos grupos genéticos, as marras do grupo
G1 sempre mostraram maiores expressdoes génicas que as marras do grupo
G2, o que corrobora a hipétese de que a genética do macho pode influenciar a

expressao dos genes avaliados neste estudo.

CONCLUSOES

De acordo com as observacgdes realizadas no presente estudo, ha efeito
diferencial sobre as caracteristicas do utero e embrides, estando relacionados
aos genotipos das fémeas bem como a influéncia do gendétipo paterno, as quais
sao importantes que sejam consideradas dentre as vantagens reprodutivas que
cada grupo genético pode oferecer nos sistemas de produgdo. As fémeas de
linhagem Comercial apresentam caracteristicas favoraveis para obter
leitegadas numerosas, porém sao necessarios novos estudos na fase
embrionaria que reduzam a perda durante este periodo para obter maior
aproveitamento com leitegadas mais homogéneas. A ragca Piau se mostra
como modelo para pesquisa de caracteristicas de interesse econdmico,
adaptabilidade e por favorecer o entendimento da fisiologia reprodutiva em

suinos.
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