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RESUMO GERAL

BARBOSA, Livia Maria dos Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2020.
A suplementacio dietética de l-arginina, a posicao fetal, e o ambiente uterino de porcas
no inicio da gestacao. Orientador: Alysson Saraiva.

Dois experimentos foram conduzidos para avaliar os efeitos da suplementacdo com L-arginina
e da posicdo fetal no ambiente uterino de porcas aos 36 dias de gestacdo. No primeiro
experimento (Expl), 16 fémeas suinas de linhagem comercial foram distribuidas em
delineamento experimental inteiramente casualizado, em dois tratamentos, porcas alimentadas
com ragdo controle (CON) a base de milho e farelo de soja ou racdo CON suplementada com
1,0% de L- arginina (ARG). No segundo experimento (Exp2), oito porcas de linhagem
comercial, alimentadas com racdo a base de milho e farelo de soja, foram distribuidas em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com medidas repetidas no espaco
(posi¢des de implantacdo fetal no corno uterino). Em ambos os experimentos, as racdes foram
fornecidas em quantidades iguais as 07:30 e 16:00 h, totalizando 1,8 kg de racao/dia até o dia
4 de gestacdo e 2,2 kg de racdo/dia do dia 5 até o dia 36 de gestacdo. Aos 36 dias de gestagao,
as fémeas suinas foram insensibilizadas por eletronarcose e abatidas. No Exp1, foram avaliadas
as caracteristicas fenotipicas das fémeas e fetos, as concentra¢des sanguineas de metabdlitos da
arginina, o estresse oxidativo das porcas e a vascularizagdo placentdria e endometrial nas
posicdes extremas do corno uterino (regido Utero-tubdria/cranial ou regido da cérvix/caudal).
No Exp2, foram coletadas amostras de tecidos uterinos referentes aos dois primeiros (regidao
utero-tubdria, 1 e 2) e dois ultimos fetos (regido da cérvix, 3 e 4) localizados nas regides
extremas do corno uterino direito e foram avaliadas as diferencas fenotipicas dos fetos e a
vascularizacao da interface materno-fetal. No Exp1, houve redu¢do (P=0,008) da concentracdo
de serina e tendéncia de reducao (P=0,07) da concentragdo de glutamina no plasma das porcas
alimentadas com a ragdo ARG comparado as porcas alimentadas com a racdo CON. A
concentracdo de ureia no soro sanguineo foi maior (P=0,04) para fémeas ARG. Porcas
alimentadas com a racdo ARG tenderam (P=0,07) a ter aumentada a atividade de SOD no
plasma sanguineo. A produgcdo de H20> foi maior (P=0,02) nas porcas ARG. Maior
concentracdo (P=0,007) de NO foi observada no plasma de fémeas ARG. A expressdo dos
genes eNOS, ANG1 e ANG2 foi maior (P<0,001) nos tecidos placentarios craniais ao corno
uterino das fémeas ARG. Houve aumento (P=0,05) da expressao do gene PIGF e tendéncia ao
aumento (P=0,10) da expressdao do gene ODC nos tecidos placentdrios caudais das fémeas
ARG. Na regido cranial do corno uterino, maior nimero de vasos (P=0,01) e maior

percentagem (P=0,03) de glandulas uterinas foram observados no tecido uterino materno



(endométrio adjacente) de porcas alimentadas com a ragdao CON. Entretanto, nos tecidos dos
fetos das fémeas ARG foi observada maior propor¢ao (P=0,007) de vasos sanguineos. Na
regido caudal do corno uterino, maior nimero de vasos (P<0,0001), maior percentagem de
vasos sanguineos (P<0,001) e menor percentagem de tecido conjuntivo (P=0,03) foram
observados nos tecidos uterinos fetais de porcas ARG. Para a mesma regido, a proporcao
volumétrica de vasos sanguineos no tecido uterino materno foi maior (P=0,05) em porcas ARG.
No Exp2, a expressdo do gene ANGI foi aumentada (P<,0,05) no tecido placentdrio coletado
nas posicoes 1 e 2, comparado as posi¢des 3 e 4. Também foi observado aumento (P<0,05) da
expressao do gene ANG?2 nas posi¢des 1 e 2, comparado as posi¢des 3 e 4. A razdo entre a
expressao da ANG2:ANGI foi maior (P<,0,05) em tecidos placentdrios localizados nas regides
1 e 2 comparado as regides 3 e 4. Para o gene TIE2, houve tendéncia ao aumento (P=0.10) da
expressdo em tecidos placentarios localizados na posicdo 3 comparado a posi¢do 2. Em
comparagdo as posicoes uterinas 1 e 2, menor expressao foi observada para o gene eNOS nas
posicdes 3 e 4. Menor nimero de vasos/mm? foi observado nos tecidos uterinos fetais na
posicdo 4 do corno uterino direito das porcas, comparado a posicdo 1. Tecidos placentarios
fetais localizados na posi¢do 1 do corno uterino tiverem tendéncia ao aumento (P=0,08) e
aumento (P=0.01) da expressdo do gene ODC em comparagdo a tecidos localizados nas regides
3 e 4, respectivamente. Para o mesmo gene, houve reducdo da expressiao em tecidos placentérios
localizados nas posi¢des 3 (P=0,01) e 4 (P=0,001) se comparado a posi¢do 2. Em conclusao,
no Expl, a suplementacido com 1,0% de L-arginina nos primeiros 36 dias de gestacao influencia
na reducdo do estresse oxidativo da porca e no aumento da vascularizag@o na interface materno-
fetal em tecidos localizados nos extremos do corno uterino, atuando de forma singular nas
regides craniais ou caudais ao corno. No Exp2, maior expressdo de fatores proangiogénicos e
relacionados a proliferacdo celular foram observados em tecidos placentarios coletados da

regido utero-tubdria de fémeas suinas aos 36 dias de gestacdo, comparado a regido da cérvix.

Palavras-chave: Desenvolvimento fetal. Vascularizagdo. Placenta. Uniformidade

intraleitegada.



ABSTRACT

BARBOSA, Livia Maria dos Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020. L-
arginine supplementation, fetal position, and sow's uterine environment in early gestation.
Adviser: Alysson Saraiva.

Two experiments were conducted to evaluate the effects of L-arginine supplementation and
fetal position in uterine environment of sows at 36 days of gestation. In the first experiment
(Expl), 16 commercial sows were randomly assigned in two treatments, sows fed with control
diet (CON) based on corn and soybean meal or CON diet supplemented with 1.0% L-arginine
(ARG). In the second experiment (Exp2), eight commercial sows, fed a diet based on corn and
soybean meal, were allotted in a completely randomized design with repeated measurements in
space (positions of fetal implantation in the uterine horn). In both experiments, the diets were
supplied in equal quantities at 07:30 and 16:00 h, totaling 1.8 kg of diet/day between days 1
and 4 of gestation and 2.200 kg of diet/day between days 5 and 36 of gestation. At 36 days of
gestation, the females were desensitized by electronarcosis and slaughtered. In Expl, the
phenotypic characteristics of females and fetuses, blood concentrations of arginine metabolites,
oxidative stress of sows, placental and endometrial vascularization in the extreme positions of
the uterine horn (utero-tubal/cranial or toward the cervix/caudal) were evaluated. In Exp2,
uterine tissues samples were collected referring to the first two (uterus-tubal region, 1 and 2)
and two last fetuses (cervix region, 3 and 4) located in the extreme regions of the right uterine
horn. Phenotypic differences of the fetuses and the vascularization of the maternal-fetal
interface were evaluated. In Expl, there was a reduction (P=0.008) in the serine concentration
and a trend of decrease (P=0.07) in the plasma glutamine concentration of ARG fed sows
compared to CON fed sows. The concentration of urea in the blood serum was higher (P = 0.04)
for ARG females. Sows fed with ARG diets tended (P = 0.07) to have increased SOD activity
in blood plasma. H>O> production was higher (P=0.02) in ARG sows. Higher concentration
(P=0.007) of NO was observed in the plasma of ARG females. The expression of the eNOS,
ANGI and ANG?2 genes was higher (P<0.001) in the cranial placental tissues of ARG sows.
There was an increase (P=0.05) in the expression of the PIGF gene and a tendency to increase
(P=0.10) the expression of ODC gene in placental tissues positioned towards the cervix of the
ARG fed sows. In the cranial region of the right uterine horn, a higher number of vessels
(P=0.01) and a higher percentage (P=0.03) of uterine glands were observed in the maternal
uterine tissue (adjacent endometrium) of sows fed with CON diet. However, in the tissues of
the fetuses of the ARG females, a higher proportion (P = 0.007) of blood vessels was observed.

In the caudal region of the right uterine horn, a higher number of vessels (P <0.0001), a higher



percentage of blood vessels (P <0.001) and a lower percentage of connective tissue (P = 0.03)
were observed in the fetal uterine tissues of ARG sows. For the same region, the volumetric
proportion of blood vessels in maternal uterine tissue was higher (P =0.05) in ARG fed sows. In
Exp2, the expression of the ANGI1 gene was increased (P<0.05) in the placental tissues
collected in positions 1 and 2 compared to positions 3 and 4. There was an increase (P<0.05)
in the expression of the ANG2 gene at positions 1 and 2, compared to positions 3 and 4. The
ratio between the expression of ANG2:ANG 1 was higher (P <0.01) in placental tissues located
in regions 1 and 2, compared to regions 3 and 4. For the TIE2 gene, there was a tendency to
increase (P=0.10) the expression in placental tissues located in position 3 compared to position
2. Greater expression (P <0.05) for the eNOS gene was observed in placental tissues located in
positions 1 and 2, compared to positions 3 and 4. Lesser number of vessels/mm? was observed
in fetal uterine tissues in position 4 of the right uterine horn of sows, compared to position 1.
Fetal placental tissues located in position 1 of the uterine horn tend to increase (P = 0.08) and
increase (P = 0.01) of the expression of the ODC gene compared to tissues located in regions 3
and 4, respectively. For the same gene, there was a reduction in expression in placental tissues
located at positions 3 (P = 0.01) and 4 (P = 0.001) when compared to position 2. In Expl,
supplementation with 1.0% L-arginine in first 36 days of gestation influences the reduction of
oxidative stress of the sow and the increase of vascularization at the maternal-fetal interface in
tissues located at the ends of the uterine horn, acting singularly in the cranial or caudal regions
to the horn. In Exp2, greater expression of proangiogenic factors and related to cell proliferation
were observed in placental tissues collected from the uterus-tubal region of sows at 36 days of

gestation, compared to the cervix region.

Keywords: Fetal development. Vascularization. Placenta. Within-litter uniformity.
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CAPITULO I - Artigo formatado de acordo com as normas da revista Theriogenology.

L-arginina reduz o estresse oxidativo e modula o ambiente intrauterino de porcas

suplementadas no inicio da gestacao

Running title: L-arginine suplementation on sows’ intrauterine environment

RESUMO

A arginina, aminodcido precursor de moléculas de grande importancia biolégica como
o oxido nitrico (NO) e poliaminas, desempenha papel chave na modulacdo do ambiente
intrauterino e no desenvolvimento fetal. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da
suplementa¢do com 1,0% de L-arginina (ARG) aos 36 dias de gestacdo de fémeas suinas, sobre
caracteristicas fenotipicas das fémeas e fetos, concentragdes sanguineas de metabdlitos da
arginina, estresse oxidativo das porcas, bem como angiogénese e na vascularizacdo placentaria
e endometrial nas posi¢des extremas do corno uterino. Houve reducdo (P=0,008) da
concentracdo de serina e tendéncia de reducdo (P=0,07) da concentracdo de glutamina no
plasma das porcas alimentadas com a racdo ARG comparado as porcas alimentadas com a ragdo
CON. A concentragdo de ureia no soro sanguineo foi maior (P=0,04) para fémeas ARG. Porcas
alimentadas com racdes ARG tenderam (P=0,07) a ter aumentada a atividade de SOD no
plasma sanguineo. A produgcdo de H>O> foi maior (P=0,02) nas porcas ARG. Maior
concentracdo (P=0,007) de NO foi observada no plasma de fémeas ARG. A expressdo dos
genes eNOS, ANGI e ANG?2 foi maior (P<0,001) nos tecidos placentdrios craniais ao corno
uterino direito das fémeas ARG. Houve aumento (P=0,05) da expressdo do gene PIGF e
tendéncia ao aumento (P=0,10) da expressdo do gene ODC nos tecidos placentérios caudais ao
corno uterino das fémeas ARG. Na regido cranial do corno uterino direito, maior nimero de
vasos (P=0,01) e maior percentagem (P=0,03) de glandulas uterinas foram observados no
tecido uterino materno (endométrio adjacente) de porcas alimentadas com a racdo CON.
Entretanto, nos tecidos dos fetos das fémeas ARG foi observada maior proporcao (P=0,007) de
vasos sanguineos. Na regido caudal do corno uterino direito, maior nimero de vasos (P<0,0001)
foi observado nos tecidos uterinos fetais de porcas ARG. Para a mesma regido, a proporcao
volumétrica de vasos sanguineos no tecido uterino materno foi maior (P=0,05) em porcas ARG.
Maior percentagem de vasos sanguineos (P<0,001) e menor percentagem de tecido conjuntivo
(P=0,03) foram observadas nos tecidos fetais uterinos de fémeas ARG. Esses resultados

evidenciam que a suplementac¢do com 1,0%
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de L-arginina nos primeiros 36 dias de gestacao influencia na reducdo do estresse oxidativo da
porca e no aumento da vasculariza¢do na interface materno-fetal em tecidos localizados nos

extremos do corno uterino, atuando de forma singular nas regides craniais ou caudais ao corno.

Palavras-chave: aminodcido funcional; angiogénese; desenvolvimento placentério;

nutrigendmica; vascularizagao.

1. INTRODUCAO

A mortalidade pré-natal (até 50%), € um grande desafio ao desempenho reprodutivo de
porcas hiperprolificas, sendo este o maior problema reprodutivo dos mamiferos, incluindo
humanos (Li et al., 2014). Dessa forma, é de interesse o desenvolvimento de estratégias
nutricionais que possam contribuir para a redu¢do destas perdas. Considerando que o aporte de
nutrientes para o utero ou para o feto é determinado tanto pela taxa de fluxo sanguineo quanto
pelas concentracdes de nutrientes no sangue arterial e venoso (Wu et al, 2013; Wu et al., 2018),
o desenvolvimento da vascularizacdio do endométrio e da placenta sdo importantes na
sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento do concepto (Bidarimath & Tayade, 2017).

As taxas de fluxo sanguineo utero-placentdria sdo dependentes da vascularizacdo da
placenta, caracteristica altamente influenciada pela disponibilidade de oxido nitrico (NO) e de
poliaminas (putrescina, espermina e espermidina) (Reynolds et al. 2006; Khalil et al., 2015;
Hussain et al., 2017), sendo a arginina, precursora da sintese dessas moléculas de grande
importancia bioldgica (Wu et al., 2013). O NO e as poliaminas estimulam a proliferagdo e
migracdo de células, remodelamento celular, angiogénese e a dilatacdo de vasos sanguineos
(Wu et al., 2006; Hsu &Tain, 2019).

Além disso, a arginina e seus metabdlitos atuam em diversas fun¢des no organismos,
como a sintese de proteinas através de estimulo a mTOR (Kong et al., 2012), detoxificacdo de
ureia e amonia (Zeng et al., 2008; Li et al., 2015), reducdo do estresse oxidativo (Tan et al.,
2010; Liang et al., 2018), secrecao hormonal (Liu et al., 2012; Steinhauser et al, 2017), sintese
de prolina, ornitina, glutamina, creatina e agmatina (Gao et al., 2012; Wu et al., 2013; Che et
al., 2013; Guo et al., 2016) e na proliferacdo e apoptose celular (Tan et al., 2010).

De forma interessante, Kim et al. (2013) e Che et al. (2016), reportaram que o peso fetal
€ menor na regido da cérvix (caudal) se comparado a regido utero-tubdria (cranial) no terco final
gestacdo de suinos. Assim, o entendimento dos mecanismos que envolvem essa disparidade e
suas possiveis formas de atenuacao, podem ser de interesse da producao de suinos.

Embora alguns estudos demonstrem que a suplementacdo com arginina no inicio da

gestacao melhora o desempenho reprodutivo de fémeas suinas (Gao et al., 2012; Li et al., 2014;
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Li et al., 2015), ainda permanecem em grande parte elusivos 0os mecanismos subjacentes pelos
quais a suplementa¢do com arginina pode influenciar a angiogénese placentdria e endometrial,
o aumento da capacidade antioxidante e/ou a reducdo do estresse oxidativo na fémea suina,
assim como, seus efeitos sobre os padrdes de sobrevivéncia e de desenvolvimento fetal nas
diferentes posi¢cdes do corno uterino. Nesse sentido, objetivou-se avaliar os efeitos da

suplementagdo com 1,0% de L-arginina na dieta, durante o inicio da gestacdo de fémeas suinas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Delineamento experimental e manejo das fémeas

O protocolo experimental foi realizado de acordo com os principios éticos em pesquisa
animal e aprovado pelo comité de Etica no Uso de Animais de Producio (CEUAP) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais, Brasil [protocolo no. 08/2017]. Foram
utilizadas 16 fémeas suinas de linhagem comercial (Large White x Landrace x Duroc) de
terceiro parto, alojadas individualmente em baias. A temperatura e umidade no interior das
instalacOes foi registrada a cada hora por meio de dispositivo datalogger (Akso, Sdo Leopoldo,
Brasil). A sincronizacdo do cio foi realizada utilizando Regumate® (Merk Animal Health,
Madison, EUA). A identificacdo do estro foi feita duas vezes ao dia através da constatacdo do
reflexo de tolerancia a0 homem com auxilio do macho.

As fémeas inseminadas duas vezes com sémen diluido de dois machos de linhagem
comercial (Large White x Pietrain x Duroc x Landrace), 12 e 24 horas ap06s a identificacdo do
estro. Os parametros do s€men atenderam aos requisitos para uso em programas de insemina¢ao
artificial (IA) de suinos recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢do Animal (2013).
O primeiro dia de inseminagdo foi considerado o dia zero de gestacdo. O inicio do fornecimento
das ragdes experimentais ocorreu 24h apds a tultima inseminac¢do (dia 1), de modo a evitar
problemas reprodutivos reportados por Li et al. (2010).

Os animais foram distribuidos em delineamento experimental inteiramente casualizado,
em dois tratamentos, porcas alimentadas com racdo controle (CON) a base de milho e farelo de
soja, suplementada com minerais e vitaminas, formulada para atender as exigéncias nutricionais
de porcas em gestacao (Rostagno et al., 2017) ou racdo CON suplementada com 1,0% de L-
arginina (ARG, Ajinomoto, Saga, Japan). Foram utilizadas oito fémeas com peso médio inicial
de 253,5 + 5,59 kg para o tratamento CON e oito fémeas com peso médio inicial de 252,8 +
1,81 kg para o tratamento ARG, sendo cada fémea considerada uma unidade experimental.
Duas fémeas do grupo ARG foram excluidas por ndo estarem gestantes aos 28 dias, quando foi

realizado o exame de ultrassonografia (DP 2200 VET, 5 MHz transdutor convexo, Mindray,
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China). Em ambos os tratamentos, CON ou ARG, foram utilizados s€men dos dois machos para
igual nimero de fémeas.

A suplementacdo com 1,0% de L-arginina foi realizada em substitui¢do ao caulim. Os
niveis nutricionais para energia metabolizdvel (3148 kcal/kg), cédlcio (0,750%), fésforo
disponivel (0,395%) e aminoécidos digestiveis: lisina (0,535%), metionina + cistina (0,381%),
treonina (0,385%), triptofano (0,113%) e valina (0,490%) foram mantidos para as duas ragoes.
Os niveis de proteina bruta das ragcdes CON e ARG foram, respectivamente, 12,16 vs 14,17%
e de arginina digestivel de 0,67 vs 1,60%. Com o objetivo de evitar competi¢do por
transportadores de aminodcidos bdésicos, buscou-se ndo exceder o nivel critico de 2,0% da
concentracdo de arginina nas dietas e ndo ultrapassar a relagdo de arginina digestivel com a
lisina digestivel de 3,0 (Wu et al., 2013).

As ragdes experimentais foram fornecidas em quantidades iguais as 07:30 e 16:00 h,
totalizando 1,8 kg de racao/dia até o dia 4 de gestacdo e 2,2 kg de rac@o/dia do dia 5 até o dia
36 de gestacdo. As porcas tiveram livre acesso a dgua durante todo o periodo experimental e

consumiram toda a rac¢ao ofertada.

2.2.  Abate, coleta de dados e de amostras das fémeas e fetos

Aos 36 dias de gestacdo, as porcas foram pesadas e abatidas apds insensibiliza¢do por
eletronarcose (240V, 1.3A). Nas fémeas, as seguintes caracteristicas foram avaliadas: peso ao
abate (PA, kg), peso do utero (PU, kg), comprimento do corno uterino esquerdo (CCE cm),
comprimento do corno uterino direito (CCD, cm), niimero de corpos liteos no ovario esquerdo
(CLE), nimero de corpos ldteos no ovério direito (CLD), nimero total de corpos ldteos (CLT),
peso do ovario esquerdo (POE, g), peso do ovario direito (POD, g), peso total dos ovarios (PTO,
g), nimero de fetos (NF), numero de fetos vidveis (NFV) e taxa de mortalidade (TM, %),

Numero de fetos viaveis

calculada pela férmula: [100 — ( X 100)]. Em todos os fetos foram

Numero de corpos luteos
avaliados: peso (PF, g) em balanca de precisdao (Tecnal, Piracicaba, Brasil), comprimento
cefdlico-caudal (CC, mm), mensurado através de paquimetro digital (ZAAS Precision,

Piracicaba, Brasil), seguindo metodologia proposta por Guimaraes et al. (2014) e o coeficiente

Desvio padrio do peso dos fetos

de variacdo do peso dos fetos, calculado pela formula: ( X 100)

Média de peso dos fetos

(CVc,%).

No dia do abate, apds jejum de 10 horas, amostras de sangue foram coletadas das fémeas

via seio orbital em tubos de 10 mL siliconados ou com EDTA. As amostras de sangue foram
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centrifugadas (Eppendorf® 5702R) a 3.000 x g por 20 min a 4 °C e o soro e plasma foram
transferidos para microtubos de 1,5mL e estocados a -80 °C até posteriores anélises.

Para as andlises histomorfométricas e de contagem celular por imunofluorescéncia,
foram coletadas, de seis porcas por tratamento (n=6), secoes de 4 x 4 cm dos tecidos uterinos
materno e fetal referentes aos dois primeiros (regido utero-tubdria, cranial) e dois tltimos fetos
(regido da cérvix, caudal) localizados nas regides extremas do corno uterino direito,
selecionando a regido mais vascularizada da placenta (Wright et al., 2016). Da mesma regiao,
foram coletados fragmentos de placenta que foram lavados em PBS, imergidos em RNAlater

(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e armazenados a 4°C para posterior andlise molecular.

2.3. Preparo das amostras para andlise histomorfométrica e de contagem celular por
imunofluorescéncia
As amostras foram lavadas em solu¢@o de PBS (Tampao fosfato-salino), fixadas por 12
horas em paraformaldeido a 4% em solucdo de tampao fosfato 0,1 M pH 7 e desidratas em duas
passagens em solugdes crescentes de etanol a 25, 50 e 70% por 1h cada. As amostras ficaram
estocados no etanol a 70% até o inicio do processamento.
Ao processamento, os tecidos foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol
(80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol, embebidos em parafina e seccionadas, de forma
semi-seriada utilizando um a cada quinze cortes, a 3,0 um em micrétomo (RM 2255; Leica

Biosystems, Nussloch, Alemanha).

2.4. Anadlises bioquimicas de parametros sanguineos

2.4.1. Aminodcidos, estradiol, progesterona e ureia

A quantificacdo de aminodcidos no plasma sanguineo foi realizada usando metodologia
in-house. No soro foram avaliadas as concentracdes de estradiol usando o kit ARCHITECT
Estradiol assay (Abbott, Illinois, EUA), que € um imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia (CMIA), de progesterona por imunoensaio quimioluminescente com
particulas paramagnéticas utilizando o Access Progesterone test (Beckman Coulter, California,
EUA) que € um ensaio imunoenzimdtico competitivo e de ureia que foi realizada no aparelho
de automacdo Cobas C311 (Roche, Risch-Rotkreuz, Suica), usando um kit comercial da Cobas
C311 de acordo com as instru¢des do fabricante. As andlises bioquimicas descritas, foram
realizadas em laboratérios particulares no Brasil: Hermes Pardini (Belo Horizonte, Minas

Gerais) e Vigosa Lab (Vicosa, Minas Gerais).


https://www.google.com.br/search?safe=active&q=abbott+laboratories+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MErPTjdR4gAxDeNTTLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQAJwNCgQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi49KGViIneAhWGEpAKHaU9DTsQmxMoATAXegQICRAg
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2.4.2. Atividade enzimdtica da superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase

O plasma foi usado para as andlises de atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT). A atividade da SOD, foi estimada pelo método do pirogalol baseado
na habilidade dessa enzima em catalizar a reaciio do superdéxido (O?) com o peréxido de
hidrogénio (H>0>) (Dieterich et al., 2000). Uma U de SOD foi definida como a quantidade da
enzima que inibiu a taxa de auto-oxidacao do pirogalol em 50% e os dados foram expressos em
U/mL. A atividade da CAT foi avaliada através da mensuragao da taxa de decomposicao do
H>0O; de acordo com Hadwan & Abed (2016). Uma unidade de atividade da CAT foi definida
como a quantidade de enzima que decompde 1 mmol de H>O> por 1 min. Os dados foram
expressos em kU/min.mL.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi mensurada no soro, utilizando
metodologia adaptada de Cichoski et al. (2012). O meio de reagdo foi composto por tampao
fosfato de potdssio 60 mM, azida de s6édio 1 mM, EDTA 2,14 mM, glutationa reduzida 6,4 mM,
NADPH 1 mM e glutationa redutase 1 U/mL. A reacdo ocorreu a 37°C, comecando com a
adicao de H202 0,72 mM. Uma unidade de atividade da GPx foi definida como a quantidade de
enzima que causa a oxidagdo de 1,0 umol de NADPH em NADP * por minuto a 37° C. Os dados

foram expressos em U/mL.

2.4.3. Produgio de Oxido Nitrico
A producdo de oxido nitrico (ON) foi indiretamente quantificada pelo conteudo de
nitrito no plasma, utilizando a reacdo padrdo de Griess (Tsikas, 2007). Para isso, 50uL de
plasma foram incubados com 100uL de solu¢do de Griess (sulfanilamida 1% e N- (1-naftil)
etilenodiamina a 0,1% em éacido fosforico a 5%). Apos incubagd@o por 20 min no escuro, a
absorbancia foi medida por espectofotometro (Multiskan GO, Thermo Scientific) a 570 nm. A
conversdo da absorvancia em concentragdes micromolares de NO foi obtida a partir de uma

curva padrdo de nitrito de sédio (0—100 pM) e os resultados foram expressos em puM.

2.4.4. Produgdo de peroxido de hidrogénio
A mensuragdo da producdo de perdxido de hidrogénio no plasma (H202) seguiu
metodologia descrita por Oliveira et al. (2018). Brevemente, 50 puL. de plasma foi incubado com
50 uL de o-fenilenodiamina dihidrocloreto (OPD), e igual volume de peroxidase tipo II 15
mmol x L! por 60 minutes a 37 °C. A reagio foi parada usando 50 pL de 4cido sulfirico (3M).
A absorbancia foi mensurada a 490 nm em um espectrofotometro (Multiskan GO). A conversao
da absorbancia em concentracdoes H>O: foi calculada por curva padrao usando concentracdes

conhecidas de H>O»,. Os resultados foram expressos em uM.
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2.4.5. Determinacdo do malonaldeido

A peroxidagao lipidica foi avaliada no plasma pela andlise dos niveis de malondialdeido
(MDA) (Buege & Austi, 1978). Para isso, 200uL de plasma foram incubados com 400 pL de
solucdo de TBARs (0,375% de 4cido tiobarbitirico (TBA), 15% de acido tricloroacético) e
fervidos em banho-maria a 95 ° C por 40 minutos. O produto da reacdo (complexo TBA-MDA)
foi extraido pela adi¢cdo de 600 pL de n-butanol a solugdo acima. A absorbéncia do extrato
colorido rosa em n-butanol foi medida em 532 nm usando espectrofotometro (Multiskan GO).
A concentracdo de MDA foi determinada usando curva padrao com concentragdes conhecidas
1, 1, 3, 3- tetrametooxipropano. Os resultados foram expressos como nmol/ mg de proteina. A

concentracdo de proteina foi medida pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

2.4.6. Oxidagdo de proteina

A proteina carbonilada foi mensurada pelo ensaio DNPH (Mekrungruangwong et al
2012). Brevemente, 200 pL de plasma diluido (1:10 em solucdo salina) foram misturados em
800 ul de 10 mM DNPH em 2.5 M HCI e incubados em ambiente escuro por 1 hora. As
amostras foram precipitadas com 1mL de 4cido tricloroacético a 20% (v/v) e centrifugadas a
10,000 x g por 10 min a 4° C. O pellet de proteina foi lavado por trés vezes com 1 mL de 1:1
(v/v) etanol: acetato de etila e centrifugado a 10,000 x g por 10 min a 4° C. Depois da lavagem,
as amostras foram ressuspendidas em dodecilsulfato de s6dio 10% (v/v). O sobrenadante foi
coletado e os niveis de proteina carbonilada foram mensurados em espectofotometro (Multiskan

GO) a 370 nm. Os resultados foram expressos em nmol/ mL.

2.5. Anadlise de expressdo génica na placenta

A extracdo total de RNA foi feita a partir de 30 mg de tecido placentdrio fetal usando kit
de extracdo (RNeasy ® MiniKit, Quiagen) de acordo com as instrucdes do fabricante. O
precipitado final foi rehidratado com 30 pL de agua UltraPure® livre de DNase/RNase. A
concentragio de RNA foi estimada em espectofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare,
Freiburg, Alemanha) e a integridade de qualidade foi determinada em gel de agarose a 1,0%
(dados ndo apresentados). A primeira cadeia de sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit
Transcriptase Reversa GoScript (Promega Corporation, Madison, W1, EUA) e sua concentracao
foi determinada pelo espectrofotdmetro NanoVue™ Plus. As amostras de ¢cDNA foram
armazenadas a -20 ° C até a sua utilizacdo em reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (RT-qPCR).

Os primers para amplificacdo dos fragmentos dos genes alvo e enddgeno foram

projetados usando o software PrimerQuest fornecido pela Integrated DNA Technologies, Inc.
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(Coralville, TA) usando sequéncias de nucleotideos obtidas do banco de dados GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 1).

Os seguintes genes alvo foram avaliados: Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS),
angiopoetina 1 (ANGI), angiopoetina 2 (ANG?2), receptor tirosina quinase (TIE2), fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGFA), fator de crescimento endotelial vascular receptor
1 (VEGFR1), fator de crescimento endotelial vascular receptor 2 (VEGFR2), fator de
crescimento placentdrio (PIGF), fator 1-alfa induzivel por hipéxia (HIF1A) e ornitina
descarboxilase (ODC).

Foi usado como controle endégeno o gene da proteina de ativacdo da tirosina 3-
monooxigenase/triptofano 5S-monooxigenase, polipeptideo zeta (YWHAZ). As sequéncias dos
primers tiveram sua especificidade verificada in silico, usando a ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) para nucleotideos (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As RT-qPCR foram efetuadas em duplicata utilizando o termociclador ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems - Foster City, CA, EUA), a partir do método
de Quantificacio Relativa, utilizando como detec¢io o sistema SYBR® Green (Applied
Biosystems - Foster City, CA, EUA) e o kit GoTaq® gPCR Master Mix (Promega corporation,
Madison, EUA). As reacdes de PCR foram submetidas ao protocolo de ciclos conforme o
programa: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os
valores de “thereshold cycle” (Ct) obtidos foram posteriormente normalizados (ACt) com base
nos valores de Ct obtidos para o gene de controle endogeno (YWHAZ). O célculo dos niveis
relativos de expressdo génica foi desenvolvido de acordo com o método 22, descrito por Livak
and Schmittgen (2001).

Tabela 1: Desenho dos Primers.

2.6. Anadlise histomorfométrica

Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Foram avaliadas 20 imagens de cada
regido do corno uterino, casualmente obtidas utilizando objetiva de 10x em microscopio 6ptico
(BX53; Olympus, Tokyo, Japao) equipado com camera digital CMOS 1.3 MP BioCAM
(Takachiho, Japao). As imagens foram analisadas por meio do software ImagelJ (versao 1.50i;
National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). O nimero total de vasos sanguineos por
drea nos tecidos fetal e materno (endométrio adjacente), foram avaliados por contagem e
mensura¢do da drea de cada imagem histolégica. A propor¢ao volumétrica dos referidos tecidos
uterinos foi obtida projetando 266 pontos em cada imagem histolégica. Pontos coincidentes
formam registrados e definidos como vascularizagdo, glandulas e tecido conjuntivo na por¢ao

materna e vascularizacao, trofoblasto e tecido conjuntivo na por¢ao fetal (Tung et al., 2012). A


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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porcentagem de pontos, para a por¢do materna e fetal, foi calculada através da férmula:
proporcao volumétrica (%) = (Nimero de pontos em cada estrutura) / (Total de pontos no tecido

materno ou fetal) * 100.

2.7.  Contagem de marcagdes por imunofluorescéncia
Os cortes foram desparafinizados em xilol e hidratados em concentra¢des decrescentes

de dlcool etilico (100%, 90%, 80% e 70%). As secgdes histoldgicas foram entdo lavadas em
dgua destilada e imergidas, para recuperacio antigénica, em solucdo de citrato de s6dio pH 6
em micro-ondas (Brastemp, BMX35AR) por 3 minutos. O volume da solu¢do foi checado a
cada 30 segundos, de modo a manter as l1aminas cobertas e evitando a fervura. Os cortes foram
lavados por trés vezes, por 30 minutos cada, em solucao tampao de fosfato de sodio 0,1 M em
pH 7.2 contendo 1% de Triton X-100 (PBST) e incubadas por 24h a 4°C com os anticorpos
anti-ODC1, 1:500 em PBST (sc-398116, conjugado com Alexa Fluor 546, Santa Cruz
Biotechnology) e anti-eNOS, 1:500 em PBST (sc-376751, conjugado com Alexa Fluor 488,
Santa Cruz Biotechnology). Os cortes foram lavados por trés vezes com PBS e incubados com
DAPI por 30 minutos. As laminas foram montadas utilizando sacarose a 50%. Oito imagens de
cada regido coletada (16 imagens no total por regido), utilizando objetiva de 10x, de todos os
animais foram casualmente obtidas utilizando microscépio de fluorescéncia (Zeiss Confocal
Microscopy, LMS 510, Zeiss). Foram avaliados por contagem e mensuracao da area de cada
imagem, o nimero total de marcacdes por mm? dos tecidos fetal e materno (endométrio
adjacente). O controle negativo foi realizado seguindo o protocolo descrito acima, sem a
incubagdo com os anticorpos anti-ODC1 e anti-eNOS.
2.8. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o procedimento
MIXED do SAS 9.0 (Statistical Analysis Institute,Inc, Cary, NC, EUA). A normalidade do
residuo foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk utilizando o procedimento UNIVARIATE do
SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Os dados de expressdao génica foram analisados
utilizando a macro %QPCR_MIXED (www.msu.edu/ ~ steibelj/JP_files/QPCR.html),
seguindo metodologia proposta por Steibel et al. (2009). A razdo entre angiopoetina 2 (ANG?2)
e angiopoetinal (ANG1) foi calculada baseada na expressdo relativa de cada gene (2°4“").
Devido a auséncia de normalidade (Shapiro-Wilk: P <0,05), os dados de contagem de
marcacdes por imunofluorescéncia em tecidos uterinos na regido cranial e da ornitina

descarboxilase (ODC) no tecido uterino materno caudal, foram analisados pelo teste Wilcoxon,
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utilizando o procedimento NPARIWAY. Os resultados foram considerados significativos

quando P<0,05. P-valores entre 0,06 e 0,10 foram considerados tendéncia.

3. RESULTADOS

3.1. Ambiente térmico

As médias didrias de temperatura minima e méaxima nas instalacdes foram 15,58 +
1,93°C e 22,99 + 2,08°C, respectivamente, e as médias didrias minima e maxima de umidade

relativa foram de 55,97 £ 7,93% e 78,82 £ 3.6%, respectivamente.

3.2. Dados fenotipicos das fémeas e dos fetos
Nao foram observadas diferencas fenotipicas (P>0,05) entre fémeas ou fetos CON ou

ARG (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2: Dados fenotipicos das porcas.

Tabela 3: Dados fenotipicos dos fetos.

3.3. Andlises bioquimicas de pardmetros sanguineos

Houve reducio (P=0,008) da concentracdo de serina e tendéncia de reducao (P=0,07)
da concentracdo de glutamina no plasma de porcas ARG comparado as porcas CON (Tabela
4). Nao foram observadas diferencas para os demais aminodcidos avaliados.

Nao foram observadas diferengas entre as concentracdes de estradiol (P=0,26) e de
progesterona (P=0,79) no soro sanguineo das porcas. A concentracdo de ureia no soro
sanguineo foi maior (P=0,04) nas fémeas alimentadas com a dieta ARG.

Porcas alimentadas com ARG tenderam (P=0,07) a ter aumentada a atividade de SOD
no plasma sanguineo. Nao houve efeito (P>0,05) da ARG na atividade da CAT e da GPx. A
producdo de H>O: foi maior (P=0,02) nas porcas alimentadas com ARG. Nao houve efeito da
ARG nas concentracdes de PC (P=0,19) e MDA (P=0,23). Maior concentracdo (P=0,007) de

NO (Figura 1) foi observada no plasma de fémeas alimentadas com a dieta ARG.

Tabela 4: Varidveis metabolicas do sangue de porcas aos 36 dias de gestacdo.

Tabela 5: Indicadores de estresse oxidativo no plasma de porcas aos 36 dias de gestacao.
Figura 1: Nivel de 6xido nitrico (NO) no plasma de porcas aos 36 dias de gestacdo. Racdo
controle (CON) e ra¢do suplementada com 1.0% de L-arginina (ARG). Dados expressos como

média + erro padrao. *P <0,01.
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3.4. Expressdo génica

Nos tecidos placentdrios fetais localizados na posicao cranial do corno uterino direito,
ndo foram observadas diferengas (P>0,05) entre os grupos CON ou ARG para expressido dos
seguintes genes (Figura 2): TIE2, VEGFA, VEGFR1, VEGFR2, PIGF, HIF1 e ODC. A
expressao dos genes eNOS, ANG1 e ANG?2 foi maior (P<0,001) nos tecidos das fémeas ARG,
entretanto, a relacio ANG2:ANGI nao diferiu (P>0,05).

Nos tecidos placentdrios fetais localizados na posi¢ao caudal do corno uterino direito,
nao foram observadas diferencgas (P>0,05) entre os tratamentos CON ou ARG para expressao
dos genes (Figura 3): eNOS, ANGI1, ANG2, TIE2, VEGFA, VEGFR1, VEGFR2 e HIFI.
Houve aumento (P=0,05) da expressao do gene PIGF e tendéncia de aumento (P=0,10) da
expressdo do gene ODC no tecido placentdrio das fémeas ARG. A relacio ANG2:ANGI foi
maior nas fémeas alimentadas com a racdo ARG (P=0,03).

Figura 2: Fold change entre suplementagdo com 1,0% de L-arginina (ARG) e racdo controle
(CON) na expressao relativa (valores positivos significam maior expressdo génica em porcas
ARG) de tecido placentdrio da regido cranial do corno uterino de porcas aos 36 dias de gestagdo.
Dados expressos como média + erro padrdo. *P <0,01.

Figura 3: Fold change entre suplementacao com 1,0% de L-arginina (ARG) e rac@o controle
(CON) na expressao relativa (valores positivos significam maior expressao génica em porcas
ARG) de tecido placentério da regido caudal do corno uterino de porcas aos 36 dias de gestacao.

Dados expressos como média + erro padrio. *P <0,05; 1 P <0,10.

3.5. Histomorfometria e contagem de marcagades por imunofluorescéncia

Na regido cranial do corno uterino direito, maior nimero de vasos (P=0,01) foi
observado no tecido uterino materno (endométrio adjacente) de porcas alimentadas com a dieta
CON (Tabela 6), nao sendo observada diferenca (P=0,22) para nimero de vasos sanguineos
nos tecidos fetais. Para a mesma regido, porcas alimentadas com dieta CON tiveram maior
percentagem (P=0,03) de glandulas uterinas e similar percentagem de vasos sanguineos
(P=0,82) e tecido conjuntivo (P=0,26) no endométrio adjacente. Entretanto, nos tecidos fetais,
foi observada maior percentagem de vasos sanguineos (P=0,007) para porcas alimentadas com
ARG e nenhuma diferenca para percentagem de trofoblasto (P=0,14) e de tecido conjuntivo
(P=0,67).

Na regido caudal do corno uterino direito, maior nimero de vasos (P<0,0001) foi
observado no tecido uterino fetal de porcas alimentadas com a dieta ARG, entretanto ndo foi
observado efeito (P=0,20) no nimero de vasos no tecido materno adjacente. Para a mesma

regido, a propor¢do volumétrica de vasos sanguineos no endométrio adjacente foi maior
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(P=0,05) em porcas suplementadas com ARG. Nao houve diferenca na proporcao de glandulas
uterinas (P=0,44) e de tecido conjuntivo (P=0,28) no endométrio.

Maior percentagem de vasos sanguineos (P<0,001) e menor percentagem de tecido
conjuntivo (P=0,03) foram observadas nos tecidos fetais uterinos de porcas alimentadas com
ARG, enquanto nio houve diferenca na percentagem de trofoblasto (P=0,17).

Nao foram observadas diferencas (P>0,05) para contagem de marcacdes por
imunofluorescéncia das proteinas eNOS e ODC nos tecidos maternos ou fetais entre os grupos

CON e ARG (Tabela 7).

Tabela 6: Varidveis histomorfométricas do tecido uterino do corno direito da porca aos 36 dias
de gestacao.

Tabela 7: Marcagdo por imunofluorescéncia dos tecidos uterinos do corno direito das porcas
aos 36 dias de gestacao.
4. DISCUSSAO

Baseado na faixa de termoneutralidade para porcas gestantes de 15 a 22 °C, com 60 a
70% de umidade relativa, proposta por Lucy & Safranski (2017), pode-se inferir que na maior
parte do tempo os animais estavam sob condi¢des termoneutras.

Sabe-se que o tamanho da leitegada é uma das caracteristicas econdmicas de maior
importancia na producdo de suinos. Entretanto, em fémeas suinas hiperprolificas, apenas
metade dos odcitos ovulados resultam em leitdes nascidos vivos (Town et al., 2005; Wu et al.,
2013; Da Silva et al, 2016) e em 75% dos casos, as perdas pré-natais ocorrem durante o ter¢o
inicial de gestacao (Ford et al., 2002). A utilizacdo de arginina como nutriente funcional neste
periodo vem sendo estudada indicando reducdo da mortalidade pré-natal e consequente
aumento do nimero de leitdes nascidos e nascidos vivos (Gao et al., 2012; Li et al., 2014; Li et
al., 2015). Contudo, apesar do aumento numérico de 1,26 kg no peso uterino e de trés fetos
vidveis nas fémeas alimentadas com a dieta ARG, bem como a redugdo em 11% da taxa de
mortalidade fetal, no presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas para NF,
NFV ou para a TM entre dietas CON ou ARG.

Provavelmente, os efeitos da suplementacdo com L-arginina no inicio da gestacdo nas
caracteristicas fenotipicas avaliadas, das porcas e dos fetos, sobre a modulacdo do ambiente
intrauterino, seriam mais evidentes na segunda metade do periodo de gestacao (Bérard e Bee,
2010; e Gao et al., 2012; Madsen et al., 2017), periodo de maior crescimento e ganho de peso
fetal (McPherson et al., 2004). De acordo com Quesnel et al. (2010), no ter¢o final da gestacgao,

onde ocorre maior crescimento fetal, o coeficiente de variagdo de peso intraleitegada (CVc) é
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duas vezes maior se comparado aos primeiros 27 dias de gestacdo. Costa et al. (2019)
observaram maior CVc para leitegadas aos 25 dias se comparado aos 35 dias de gestacao.

No presente estudo, a concentracdo de serina no plasma das fémeas foi reduzida em
porcas ARG, indicando maior utilizacdo desse aminodcido de acordo com a necessidade
materno-fetal. A serina € a principal fonte de unidades de um carbono para reagdes de metilacao
da homocisteina em metionina, via homocisteina metiltransferase (Kalhan & Hanson, 2012,
Kalhan, 2016). Esse processo produz metionina para o funcionamento do ciclo da metionina e
para sintese de S-adenosilmetionina (SAM), o principal doador metilico para a metilagao do
DNA (Anderson et al., 2012; Murdoch et al., 2016), para a sintese de creatina, e de poliaminas
(espermidina e espermina) a partir da ornitina (Wu et al., 2017).

A sintese de novo de creatina a partir da arginina, esta relacionada ao desenvolvimento
neuroldgico e do musculo esquelético dos conceptos suinos (Bérard & Bee, 2010; Wu et al.,
2013). A serina € também necessdria para a formagao de moléculas importantes como a glicina,
cisteina, taurina e fosfolipideos (Kalhan, 2016). Os niveis de serina e glicina no soro fetal € alto
(Kalhan, 2016), a serina é convertida em glicina pela placenta e vai para a circulacio fetal,
chegando ao figado onde € novamente convertida a serina e transportada para a placenta num
fluxo interérgdo, sugerindo aumento na entrada de grupos metil no pool de um carbono para
suporte das demandas de metilacdo e sintese de nucleotideos (Kalhan, 2016). Provavelmente,
no presente estudo, o aumento numérico de fetos observado, pode ter aumentado a demanda
por serina. Em estudo recente do nosso grupo de pesquisa, Costa et al. (2019) observaram
reducdo da concentracdo de metionina para fémeas suinas nuliparas suplementadas com ARG
no inicio da gestacdo e relacionaram tal resultado ao aumento da produ¢do de SAM.

Entre as vdrias funcdes relacionadas ao estabelecimento, manutengdo da gestacdo e
aumento da sobrevivéncia dos conceptos (Spencer & Bazer, 2004), o estrogeno e a progesterona
também atuam no aumento do fluxo sanguineo materno-fetal (Bazer et al., 2008; Malaquio et
al., 2016). Gao et al. (2012) demonstraram aumento na concentracdo sanguinea de estradiol de
porcas gestantes suplementadas com 1,0% de L-arginina aos 40, 70 e 90 dias de gestacdo.
Entretanto, corroborando com os achados de Li et al. (2010) e Li et al (2014), no presente
estudo, ndo foi observada diferenca na concentracdo de estradiol sanguineo de fémeas
suplementadas ou ndo com arginina.

Em estudo de Li et al. (2010), comparado ao grupo controle, a suplementacdo com 0,4
e 0,8% de L-arginina para porcas entre os dias 0 e 25 de gestacdo, prejudicou caracteristicas
fenotipicas das fémeas e dos fetos, como por exemplo o tamanho e peso da leitegada. Esses

efeitos foram atribuidos a redu¢do do nimero de corpos liteos, através do PGF2a-caminho
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dependente, e consequente reducdo da concentragdo plasmatica de progesterona da fémea. O
NO também pode estimular o aumento da expressdo da cicloxigenase II (Roberto da Costa et
al., 2008), enzima chave da producdo de PGF2a. Diante desses fatos, alguns estudos
recomendam a suplementa¢do com L-arginina para porcas apds a primeira semana de gestacao
(Li et al., 2010; Gao et al., 2012). Contudo, apesar da suplementacdo com 1.0% de L- arginina
neste estudo ter ocorrido 24 horas apds a dltima inseminagdo, ndo foram observadas diferencas
entre tratamentos para a concentracdo de progesterona e estradiol no plasma das porcas e nem
prejuizos ao desempenho materno e fetal aos 36 dias de gestacao.

A arginina é requerida pelo ciclo da ureia para remog¢do da amoénia do figado e do
sangue. Altos niveis de amoOnia prejudicam o desenvolvimento dos fetos através da indugdo do
estresse oxidativo, aumento do pH intracelular, reducao da produgdo de ATP e reduc¢do do fluxo
sanguineo utero-placentério e, por consequéncia, do transporte de nutrientes (Yuan & Krisher,
2010; Herring et al., 2018). Vdrios trabalhos relacionam a suplementa¢do com arginina a
reducdo dos niveis sanguineos de ureia, principal produto nitrogenado do catabolismo de
proteinas e aminodcidos em fémeas suinas e leitdes (Kim & Wu, 2004; Mateo et al., 2007, 2008;
Zeng et al., 2008; Li et al., 2015) evidenciando o efeito positivo da arginina na eficiéncia da
utilizacdo de proteina, tais como para sintese de tecidos muscular, mamadrio ou sintese de
proteina para producdo de leite (Mateo et al., 2007). Contudo, esses estudos compararam o0s
efeitos da suplementacdo com L-arginina em dietas isonitrogénicas, através da adi¢do de L-
alanina as ragdes controle. No entanto, a maior concentragdo de ureia no sangue das fémeas
ARG observada no presente estudo ndo prejudicou as caracteristicas fenotipicas maternas e
fetais. Da mesma forma, estudos recentes foram realizados com a suplementacao de L-arginina
sem utilizacdo de controle isonitrogénico, (Garbossa et al., 2015; Holanda et al., 2018;
Nuntapaitoon et al., 2018; Costa et al., 2019).

De forma consistente, a concentracio de arginina no plasma das fémeas ndo foi alterada
pelos tratamentos e houve tendéncia a reducdo da concentragdo de glutamina. Em estudos
anteriores, mesmo com a utiliza¢ao de controle isonitrogénico, a suplementagao das racdes com
L-arginina, reduziu a concentragdo de glutamina no plasma de fémeas suinas nuliparas (Mateo
etal.,2007; Wu et al., 2009), possivelmente pela conversdo de amonia a ureia. A suplementagdo
com glutamina em associacdo com arginina na ra¢ao de fémeas suinas gestantes pode atuar na
reducdo da deficiéncia de glutamina e melhora da sobrevivéncia e desenvolvimento fetal (Wu
et al., 2017).

Moléculas antioxidantes possuem como funcao a conversao de radicais livres em dgua,

evitando o excesso de dano celular. Em condig¢des fisioldgicas, o anion superéxido (O2.-), a
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principal espécie reativa de oxigénio, sofre desmutacao pela enzima SOD em H>0-, mas quando
ha deficiéncia na atividade dessa enzima, o O».- pode reagir com o NO, gerando o peroxinitrito
(ONOQO', Pimentel et al., 2013). O H20O; € um antioxidante fraco, entretanto, a reacao do H,O>
com metais de transi¢cdo gera o radical hidroxila, o radical livre de maior poder oxidante
conhecido (Winterbourn, 2013). A CAT e a GPx, atuam na detoxificacdo de perdxidos,
formando H>O e O; (Droge, 2002; Yang et al., 2012). Apesar dos mecanismos da atuagdo da
L-arginina na reducio do estresse oxidativo ndo estarem completamente elucidados, estudos
apontam a disponibilidade de L-arginina como fator critico na reducao do estresse oxidativo e
da melhora da resposta antioxidante endégena (Ma et al., 2010; Holanda et al., 2018),
possivelmente pelo caminho Keapl-Nrf2 (Liang et al., 2018). No presente estudo, houve
tendéncia ao aumento da atividade da SOD, no plasma das fémeas ARG e consistente aumento
da concentra¢do de H>O:, indicando um possivel efeito positivo da arginina na mitigacdo do
estresse oxidativo de fémeas aos 36 dias de gestacdo. A auséncia de diferenca na atividade da
CAT e da GPx e nas concentragdes de MDA e de PC podem estar relacionadas ao periodo de
jejum anterior a coleta de sangue ou ainda ao tempo de suplementagdo (Fang et al., 2017).

A concentracdo plasmadtica de NO foi maior em fémeas suplementadas com ARG. O
efeito benéfico da suplementacdo com L-arginina no inicio da gestacdo € devido, em parte, a
producdo de NO, sendo este necessario ao desenvolvimento embriondrio e implantagdo (Maul
et al., 2003; Wang et al., 2014). Durante a gestacdo, o fluxo sanguineo uterino aumenta
principalmente devido a reducdo na resisténcia vascular como resultado da dilatacdo e
remodelagdo das artérias do utero (Malaqueo et al., 2016). A vasculariza¢do placentdria €
deficiente em inervacdo autondmica assim, efeitos placentarios humoral e de vasoativadores
como o do NO, sdo cruciais na regulacdo do fluxo sanguineo fetoplacental (Wang & Zhao,
2010).

O aumento da atividade da SOD, juntamente com o aumento na concentracdo de ON
(indiretamente quantificada pelo contetiido de nitrito no plasma), podem estar relacionados a
mitigacdo do estresse oxidativo da fémea suina. Pimentel et al. (2013), demonstraram que a
reducdo do nivel de nitrito no plasma de mulheres gestantes, pode estar associada ao
comprometimento das defesas antioxidantes pela redugdo da atividade da SOD, aumento dos
niveis de Ox"e consequente producdo de ONOO", o que pode estar associado, em parte, a
inativacdo do NO ou reducio da sua biodisponibilidade.

Os suinos possuem placentacao epiteliocorial ndo invasiva, difusa, onde ndo ocorre a
decidualizacdo do endométrio nem a invasdo do tecido fetal no endométrio materno

(Bidarimath & Tayade, 2017). Apds a implantacdo, a placenta é o tinico 6rgao através do qual
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sdo trocados nutrientes, residuos e gases respiratérios entre a porca € o concepto (Faber &
Thornburg, 1983), dessa forma, o aumento da disponibilidade de L-arginina pode melhorar a
sobrevivéncia, desenvolvimento e homogeneidade da leitegada, entre outros aspectos (ex.:
reducdo do estresse oxidativo), através da producdo de NO e poliaminas e aumento da
angiogénese placentdria e do fluxo sanguineo (Quesnel et al., 2014; Meininger & Wu, 2002).

A concentragdo de aminodcidos da familia da arginina nos fluidos fetais ¢é
particularmente alta e € associada a maxima sintese de NO e poliaminas pela placenta no ter¢o
inicial de gestacdo, quando o crescimento da placenta € mais acelerado (Bazer et al., 2012). A
sintese de NO ¢ catalisada pela oxido nitrico sintetase (NOS), que converte L-arginina em
citrulina com a producio de NO como coproduto (Wang & Zhao, 2010). Existem trés isoformas
da enzima NOS, sendo a eNOS a isoforma predominante na placenta (Wang & Zhao, 2010;
Xiao et al., 2015), expressa no endotélio vascular. Como esperado, na posi¢ao cranial do corno
uterino, foi observado aumento de 7.79-fold para o gene eNOS nas placentas de fémeas ARG.
Contudo, na posicdo caudal, os tratamentos ndo influenciaram a expressdo da eNOS. Vale
ressaltar que a suplementacdo com ARG também pode aumentar a sintese de NO através do
aumento da disponibilidade de tetraidropterina (BH4), sem alterar a expressao da eNOS (Shi et
al., 2004).

A formacido de vasos sanguineos envolve os processos de vasculogénese, que se trata
da estruturacdo e formagdo de veias a partir de células mesenquimais e a angiogénese, que
envolve a geracdo de novas veias sanguineas a partir de veias existentes (Charnock-Jones et al.,
2004). O processo de angiogé€nese na formacdo da rede vascular materno-fetal € finamente
controlado por fatores proangiogénicos e antiangiogénicos (Krawczynski et al., 2015). Dentre
esses fatores estdo a familia de moléculas VEGF, incluindo o VEGFA, VEGFB, VEGFC,
VEGFD e o PIGF, as angiopoetinas, ANG1 e ANG2 (Geva et al., 2002; Wang & Zhao, 2010)
e seus receptores. Ambos, ANG1 e ANG?2, sdo ligantes de afinidade semelhante ao TIE2,
induzindo sua fun¢do antagonista (Maisonpierre et al., 1999).

A ligacdo da ANGI1 ao TIE2 fornece sinal de maturacio ou estabiliza¢do da vasculatura
e pode ser inibida pela ANG?2. Essa inibi¢do pode resultar em remodelac¢do continua ou no
surgimento de novos vasos no contexto de exposi¢cao simultanea ao VEGFA (Maisonpierre et
al., 1999). Devido a esses diferentes mecanismos de a¢do, o inicio do processo angiogénico tem
sido relacionado ao aumento da expressdo de ANG2 e VEGFA enquanto que o aumento da
expressdao de ANGI e redugdo da expressdo do VEGFA sinaliza o processo de maturagdo e
estabilizacdo da vascularizacio (Lobov et al., 2002; Thurson & Daly, 2012). Assim sendo, o

aumento na expressao de ANGI e ANG2 observado nos tecidos placentdrios coletados na
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regido cranial do corno uterino de fémeas alimentadas com a racio ARG, sugere aumento da
desestabilizacdo e reestruturacdo da vascularizacao placentdria, bem como aumento da presenca
e estabilizacdo de vasos quiescentes, j4 que a relagio ANGI1:ANG2 ndo diferiu entre os
tratamentos. Contudo, houve auséncia de efeitos nos genes da familia VEGF e seus receptores
(VEGFR1 e VEGFR?2) e do receptor TIE2.

Na regido caudal ao corno uterino, houve aumento da expressdo do gene PIGF em
tecidos placentdrios das fémeas ARG. Particularmente, a fun¢do do PIGF na placenta envolve
a promocao do desenvolvimento e maturagdo da vascularizagao, do crescimento e diferenciacao
do trofoblasto (Chau et al., 2017). O PIGF também pode atuar no aumento da vascularizacao
se ligando ao VEGFRI1, mas ndo no VEGFR2, permitindo assim que o VEGF se ligue ao
VEGFR2 que tem atividade tirosina quinase mais forte (Chau et al., 2017). Apesar do gene
VEGFRI ter a expressdo aumentada 3.36-fold com a suplementa¢do de L-arginina, a auséncia
de efeito significativo possivelmente foi devido a elevada variacdo entre os dados. De forma
coerente, a razdo de ANG2:ANG] foi maior para porcas ARG se comparado as porcas CON.

A hipoxia celular ocorre em tecidos que estdo distantes entre 100 e 200 um, de uma
fonte sanguinea funcional (Jeong et al., 2018), o que justifica a auséncia de efeito na expressao
da HIF1A neste estudo. Talvez, devido ao periodo gestacional analisado, esse resultado nao foi
evidenciado. Em adicdo, em condi¢des de normoxia a HIF1 A sofre mudangas p6s traducionais,
como hidroxilacdo e ubiquitinacdo o que causa sua instabilidade e rdpida degradacdo
proteassomal (Semenza 2000; Jaakkola et al., 2001).

As poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) sdo essenciais para a sintese de
DNA e proteinas nas células de mamiferos (Wu et al., 2008). Entretanto, a enzima arginase e
arginina descarboxilase estao ausentes na placenta de suinos (Wu et al., 2017), impossibilitando
a producdo de ornitina e agmatina. Esse tecido expressa a enzima prolina oxidase que converte
prolina a pirrolina-5-carboxilato, um precursor de ornitina e poliaminas (Wu et al., 2005). Na
placenta, pela acdo da enzima ODC, a L-ornitina € entdo convertida a poliaminas.

No sangue materno, a prolina € derivada do consumo na dieta e da sintese de novo da
glutamina, glutamato e arginina nos tecidos, incluindo o intestino delgado e rins (Wu, 2013).
Adicionalmente, Kong et al. (2014) demonstraram que a putrescina ativa a sinalizacdo celular
via mTOR e promove a sintese proteica em células da placenta de suinos. Kong et al. (2012)
demonstraram que a suplementacdo com L-arginina estimula a via de sinalizagao celular AKT1-
mMTOR/FRAPI-RPS6KRPS6 para aumento da proliferacio e migracdo de células do
trofoectoderma de suinos durante o periodo de peri-implanta¢do, o que pode causar aumento da

sintese de proteinas nas células da placenta de suinos.
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O aumento das sinalizacdes celulares via mTOR estimula a expressdo de mRNAs do
fator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF2), da NOS e da ODC (Martin & Sutherland,
2001; Martin et al., 2003). Além disso, a espermina, por exemplo, tem como uma de suas
principais funcdes a protecdo celular contra o estresse oxidativo, reagindo diretamente com
metabolitos oxidativos ou interagindo indiretamente através do estimulo a producio de enzimas
antioxidantes (Fang et al., 2016; 2018). Corroborando com esses achados, além dos aumentos
sanguineos dos teores de ON e de SOD observados neste trabalho, nos tecidos placentdrios
coletados na regido caudal ao corno houve tendéncia ao aumento da expressio da ODC,
podendo atuar na modula¢do da proliferacdo, crescimento e diferenciacdo celular. Entretanto,
ndo foram observadas diferencas na expressdao da ODC nos tecidos placentdrios da regido
cranial ao corno uterino.

No presente estudo, 0 aumento no nimero de veias sanguineas/mm? nos tecidos uterinos
materno, associado a auséncia de efeito da propor¢ao volumétrica de vasos e tecido conjuntivo
(%) para porcas CON , evidenciam maior quantidade de vasos menores por drea. Em
contrapartida, a proporcao de glandulas uterinas foi reduzida nos tecidos maternos de porcas
ARG. A nutricdo histotréfica € essencial ao desenvolvimento de embrides e fetos,
principalmente antes do estabelecimento da placenta (Wooding & Burton, 2008). De forma
coerente, a propor¢ao volumétrica de veias sanguineas nos tecidos uterinos fetais craniais ao
corno, foi expressivamente maior nas porcas ARG, evidenciando maior desenvolvimento
vascular placentério das fémeas alimentadas com L-arginina, aumento do fluxo sanguineo por
feto e portando maior suprimento de nutrientes e oxigénio, ja que aos 36 dias de gestagdo a
nutricdo fetal ¢ hemotréfica. Esse fato corrobora o aumento da expressio de NO e ANGI1
observado nos tecidos placentérios craniais ao corno uterino. Fiorimant et al. (2018) observaram
expressdao da ANG1 e do receptor TIE2 no estroma perivascular no entorno de vasos sanguineos
de maior calibre, indicando seu papel na manuten¢do de vasos sanguineos quiescentes.

Durante o periodo intrauterino, a maioria dos distirbios ndo afetam diretamente a
programacdo fetal, mas sim o desenvolvimento e funcionalidade da placenta (Hsu & Tain,
2019) agindo esta como um sensor, modificando a disponibilidade de nutrientes e hormonios
para os tecidos feto placentdrios em respostas a mudangas no ambiente intrauterino (Jansson &
Powell et al., 2013). Na posi¢ao caudal do corno uterino, o aumento observado no nimero de
veias sanguineas/mm?, na propor¢do volumétrica de veias sanguineas nos tecidos materno e
fetal denotam o aumento da vascularizacdo materno-fetal em tecidos uterinos de fémeas
alimentadas com L-arginina. Talvez esse expressivo aumento da vascularizagdo, com

consequente aumento na troca de nutrientes, hormonios e gases entre mae e feto, nas diferentes
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posic¢des do corno uterino, pode explicar em parte, 0 aumento numérico observado de trés fetos
vidveis nas fémeas alimentadas com a dieta ARG e a redugdo em 11% da taxa de mortalidade fetal.
Tal fato também pode estar relacionado a reducdo do coeficiente de variacdo entre leitegada
(Quesnel et al., 2014) e aumento da sobrevivéncia embriondria e fetal observados em estudos
anteriores com suplementacdo com L-arginina para porcas gestantes (Mateo et al., 2007; Berard
& Bee, 2010; Gao et al., 2012, Che et al., 2013; Li et al., 2014; Guo et al., 2016; Nuntapaitoon
et al., 2018), principalmente quando a avaliacdo € feita apds o terco final de gestacio.

O presente estudo oferece uma nova visdo do papel chave da L-arginina na modulacao
do ambiente intrauterino e ainda acrescenta evidéncias dos seus efeitos na mitigacao do estresse
oxidativo em fémeas suinas hiperprolificas no inicio da gestagdo.

Contudo, ainda restam lacunas no conhecimento a serem estudadas, como a diferenca
fisiolégica da vascularizacdo nos diferentes estratos do corno uterino e efeitos epigenéticos
causados pela suplementacdo com L-arginina. Estudos futuros com maior nimero de unidades
experimentais e avaliacdes durante o terco final de gestacdo, podem ajudar no esclarecimento
dos efeitos da suplementacdo com L- arginina como estratégia nutricional principalmente no

fenétipo da porca e dos conceptos.

5. CONCLUSOES

Confirmando nossas hipoteses, a suplementagdo com 1,0% de L-arginina nos primeiros
36 dias de gestacdo influencia na reducdo do estresse oxidativo da porca € aumento da
vascularizacao na interface materno-fetal em tecidos localizados nos extremos do corno uterino,

atuando de forma singular nas regides craniais ou caudais ao corno.
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Tabelas

Tabela 1: Desenho dos Primers

GENE Abreviacio Sequéncia GenBank no.
ENDOGENO
Proteina de ativagdo da tirosina 3- F: CAAAGTGGACATTGTCGCCATCA
monooxigenase/triptofano 5-monooxigenase, polipeptideo YWHAZ R: AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT NM_001315726.1
zeta R: AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT
GENES ALVO

) F:-TGGAGCAGCTAGAGAAGG
Oxido nitrico sintetase endotelial eNOS NM_214295.1

R: TCCAGGAAGAAGGTGAGAG

F: ACAGAGCCACCACCAATAAC

Angiopoetinal ANGL B GTGCAAAGGTTGACGAGATTATG ~ NM.213959.1

F: CTGAGCTGTGATCTCGTCTTG

Angiopoetina2 ANG2 R: CTGAACCTGATACTGCCTCTTC NM_213808.1

F: CGGCACGAAGTACCTGATATT

Receptor tirosina quinase TIE2 R: GGTGGAAGAGGTTTCCTCCTATG XM_001926034.5

F: GCACATAGGAGAGATGAGCTTC

Fator de crescimento endotelial vascular A VEGFA R: CAAGGCCCACAGGGATTT NM_214084.1

F: AAGTGGTCCAGGCATCT

Fator de crescimento endotelial vascular receptor 1 VEGFR1 R: GTCATCAGGGCTTTGTACTC EU714325.1

F: GATGCTCGCCTCCCTTTGA

Fator de crescimento endotelial vascular receptor 2 VEGFR2 R: AGTTCCTTCTTTCAGTCGCCTACA NM_214084.1

F: CTACGTGGAGCTGACATTCT

Fator de crescimento placentdrio PIGF R: CTGCTTCTCTCTCTTCCTCTTC XM_001925764.5

F:GCCAGATCTCGACGAAGTAAAG

Fator 1-alfa induzivel por hipéxia HIFIA R: AGCTGATGGTAAGCCTCATAAC NM_001123124.1

F: TCTGGTGAGGAGGAGTAGT

Ornitina descarboxilase ODC R: GGTCAGCACGCAGTTAATC NM_001122994.2

Tabela 2: Dados fenotipicos das porcas

Item CON ARG SEM P-valor
PI (kg) 253,50 252,83 1,56 0,79
PA (kg) 257,00 257,33 1,89 091
PU (kg) 5,75 7,01 0,52 0,14
CCE (cm) 147,14 162,02 12,03 0,45
CCD(cm) 149,25 142,35 11,39 0,70
CLE (contagem) 11,75 13,67 1,35 0,37
CLD (contagem) 12,63 11,17 1,40 0,51
CLT (contagem) 24,38 24,84 0,84 0,73
POE (g) 13,58 15,77 1,15 0,57
POD (g) 13,74 13,17 0,64 0,24
PTO (g) 27,32 28,94 1,12 0,37
NF (contagem) 16,13 17,67 1,84 0,60
NFV (contagem) 13,75 17,00 1,79 0,26
™ (%) 42,70 31,68 7,38 0,35
CVc (%) 12,76 11,72 1,66 0,69

PI= Peso inicial, PA= peso ao abate, PU= peso uterino, CCE= comprimento do corno uterino
esquerdo, CCD= comprimento do corno uterino direito, CLE= nimero de corpos liteos no
ovério esquerdo, CLD= numero de corpos liteos no ovério direito, CLT= numero total de
corpus liteos, POE= peso do ovério esquerdo, POD= peso do ovdrio direito, PTO= peso total
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dos ovario, NF= numero de fetos, NFV= ntmero de fetos vidveis, TM= taxa de mortalidade e
CVc = coeficiente de variacao do peso fetal.

CON-= tratamento controle; ARG= racdo com suplementacido com 1,0% de L-arginina.

Tabela 3: Dados fenotipicos dos fetos

Item CON ARG SEM P-valor
PF (g) 3,27 3,66 0,17 0,17
CC (mm) 30,53 31,84 0,67 0,23

PF= peso fetal, CC= comprimento craniocaudal dos fetos.

CON-= tratamento controle; ARG= ra¢do com suplementacdo com 1,0% de L-arginina.

Tabela 4: Varidveis metabdlicas do sangue de porcas aos 36 dias de gestacao

Amino acidos

(nmol/mL) CON ARG SEM P-valor
Acido aspartico 6,70 7,41 0,35 0,20
Acido glutamico 120,14 109,12 7,82 0,37
Asparagina 38,00 31,42 2,46 0,11
Histidina 142,11 130,98 10,58 0,50
Serina 127,43 103,78 491 0,008*
Glutamina 472,70 396,07 25,90 0,07*
Arginina 236,31 232,57 9,66 0,80
Tirosina 94,88 86,02 6,91 0,42
Alanina 391,09 349,25 1,76 0,15
Triptofano 63,94 65,30 5,25 0,87
Metionina 46,44 41,38 1,96 0,12
Valina 283,70 254,63 21,81 0,40
Fenilalanina 80,83 78,52 4,42 0,74
Isoleucina 99,34 98,18 4,71 0,88
Leucina 225,76 201,72 13,50 0,27
Horménio

Estradiol (pg/mL) 31,50 40,83 5,21 0,26
Progesterona (ng/mL) 30,65 31,66 2,38 0,79
Ureia (mg/dL)

Ureia 19,2 23,32 1,19 0,04*

CON-= tratamento controle; ARG= ra¢do com suplementacdo com 1,0% de L-arginina. *P <
0,05; T P <0,10.
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Tabela 5: Indicadores de estresse oxidativo no plasma de porcas aos 36 dias de gestacdao

Item CON ARG SEM P-valor
SOD, u/mL 14,52 20,37 191 0,07
CAT, ku/min.mL 1,75 1,93 0,25 0,66
GPx, u/mL 0,049 0,047 0,001 0,77
H,0,, uM 2,96 341 0,11 0,02
PC, nmol/mL 43,45 51,35 3,18 0,19
MDA nmol/mg ptn 0,17 0,23 0,02 0,23

SOD = superéxido dismutase, CAT = catalase, GPx = Glutationa peroxidase, H>O> = peréxido
de hidrogénio, PC = proteina carbonilada, MDA = malonaldeido.

CON= tratamento controle; ARG= racdo com suplementacdo com 1,0% de L-arginina. *P <
0,05; T P <0,10.

Tabela 6: Varidveis histomorfométricas do tecido uterino do corno direito de porcas aos 36
dias de gestacao

Item CON ARG SEM P-valor
TECIDOS CRANIAIS

Niimero de vasos sanguineos(/mm?)

Tecidos maternos 8,22 742 0,89 0,01*

Tecidos fetais 477 445 0,75 0,22

Proporgdo volumétrica nos tecidos maternos (%)

Glandulas uterinas 11,24 9,32 240 0,03*

Vasos sanguineos no endométrio 22,70 22,99 3,58 0,82

Tecido conjuntivo no endométrio 66,06 67,69 3,89 0,26

Propor¢ao volumétrica nos tecidos fetais (%)

Trofoblasto 45,10 42,59 4,60 0,14

Vasos sanguineos 529 7,08 1,80 0,0071*

Tecido conjuntivo 49,61 50,33 4,51 0,67

TECIDOS CAUDAIS

Niimero de vasos sanguineos(/mm?)

Tecidos maternos 833 7,73 1,29 0,20
Tecidos fetais 399 552 0,77 <0,0001*
Proporgdo volumétrica nos tecidos maternos (%)

Glandulas uterinas 11,45 10,59 3,05 0,44
Vasos sanguineos no endométrio 23,32 25,77 3,53 0,05%*
Tecido conjuntivo no endométrio 65,23 63,64 4,07 0,28
Propor¢ao volumétrica nos tecidos fetais (%)

Trofoblasto 41,94 44,36 4,89 0,17
Vasos sanguineos 6,15 8,78 1,80 <0,001*
Tecido conjuntivo 51,91 46,86 4,73 0,0037*

CON= tratamento controle; ARG= racdo com suplementacdo com 1,0% de L-arginina. *P <
0,05.
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Tabela 7: Marcacdo por imunofluorescéncia dos tecidos uterinos do corno direito de porcas

aos 36 dias de gestacao

Item CON ARG SEM P-valor
TECIDOS CRANIAIS

Tecidos maternos (contagem/mm?)

Oxido nitrico sintetase endotelial 0,58 0,64 0,17 0,87

Ornitina descarboxilase 0,57 146 042 0,48

Tecidos fetais (contagem/mm?)

Oxido nitrico sintetase endotelial 229 3,83 0,57 0,19

Ornitina descarboxilase 32 387 044 0,53
TECIDOS CAUDAIS

Tecidos maternos (contagem/mm?)

Oxido nitrico sintetase endotelial 0,52 0,64 0,12 0,66

Ornitina descarboxilase 0,77 1,16 0,25 0,68

Tecidos fetais (contagem/mm?)

Oxido nitrico sintetase endotelial 25 358 049 0,31

Ornitina descarboxilase 2,14 3,06 043 0,33

CON= tratamento controle; ARG= ra¢do com suplementacao com 1,0% de L-arginina

Figuras

NO (uM)

2,00

0,00 -

CON

ARG

Figura 1: Nivel de 6xido nitrico (NO) no plasma de porcas aos 36 dias de gestacdo. Racdo

controle (CON) e ragdo suplementada com 1.0% de L-arginina (ARG). Dados expressos como

média + erro padrao. *P <0,01.
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Figura 2: Fold change entre suplementacdao com 1,0% de L-arginina (ARG) e ragdo controle
(CON) na expressao relativa (valores positivos significam maior expressao génica em porcas
ARG) de tecido placentério da regido cranial do corno uterino de porcas aos 36 dias de gestagao.

Dados expressos como média + erro padrao. *P <0,01.
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Figura 3: Fold change entre suplementacdo com 1,0% de L-arginina (ARG) e rag¢@o controle
(CON) na expressao relativa (valores positivos significam maior expressao génica em porcas
ARG) de tecido placentério da regiao caudal do corno uterino de porcas aos 36 dias de gestacgao.

Dados expressos como média + erro padrao. *P <0,05; 1 P <0,10.
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Highlights

Analisamos dados fenotipicos de fémeas suinas alimentadas com ra¢des suplementadas
ou nao com 1,0% de L-arginina aos 36 dias de gestacao.

Comparamos dados fenotipicos de fetos de porcas suplementadas ou ndao com L-
arginina no inicio de gestacdo.

Analisamos os efeitos da suplementacdo com 1,0% de L-arginina na concentragcdo de
metabolitos do sangue como aminodcidos, hormonios e ureia em porcas gestantes.
Analisamos os efeitos da suplementacdo com 1,0% de L-arginina no estresse oxidativo
da fémea suina no inicio de gestagdo.

Comparamos os efeitos da suplementacdo com 1,0% de L-arginina na angiogénese e
vascularizacdo placentdria e endometrial nas posi¢des extremas do corno uterino.
Demonstramos e discutimos modificagdes chave que ocorrem no ambiente intrauterino
de porcas no inicio da gestacdo, suplementadas com 1,0% de L-arginina, que podem
explicar a melhora do desempenho reprodutivo da fémea e na qualidade da leitegada,
como no aumento do nimero de nascidos, aumento do peso ao nascimento e a reducdo
da variacao intraleitegada comumente observada em estudos com a suplementagdo com

arginina para fémeas suinas gestantes.
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CAPITULO II - Artigo formatado de acordo com as normas da revista Theriogenology.

Vascularizacao e proliferacao placentiaria em diferentes posicoes uterinas de porcas no

inicio da gestaciao

Running title: Vascularization and tissue proliferation changes with uterine location

RESUMO

O coeficiente de variacdo de peso intraleitegada (CVpeso) € uma das principais
caracteristicas que afetam a sobrevivéncia e desempenho de leitdes, influenciando
negativamente na idade ao abate e na rentabilidade da atividade suinicola. A vascularizagdo da
interface uterina materno-fetal pode ser distinta entre as diferentes posi¢cdes de implantacao do
concepto no corno uterino, o que pode afetar o seu desenvolvimento pré-natal e por conseguinte
0 CVyeso. Portanto, objetivou-se avaliar as diferencas fenotipicas dos fetos e a vascularizagao
da interface materno-fetal nas posicdes extremas do corno uterino de porcas hiperprolificas.
Aos 36 dias de gestagdo, oito fémeas suinas foram insensibilizadas por eletronarcose e abatidas.
Para analises de expressdo génica, foram coletadas e avaliadas amostras de tecido placentério
referentes aos dois primeiros (regido ttero-tubdria; 1 e 2) e dois ultimos fetos (regidao da cérvix;
3 e 4) localizados nas regides extremas do corno uterino direito. Nas mesmas regides, foram
coletadas amostras dos tecidos uterinos materno (placenta) e fetal (endométrio adjacente) para
andlise histomorfométrica. A expressdao de ambos os genes, ANG1 e ANG?2, foram aumentadas
(P<0,05) nos tecidos placentarios coletados nas posicdes 1 e 2, comparado as posi¢des 3 e 4. A
razdo entre a expressao da ANG2:ANGI foi maior (P<0,05) em tecidos placentérios localizados
nas regioes 1 e 2 se comparado as regides 3 e 4. Para o gene TIE2, houve tendéncia a0 aumento
(P=0.10) da expressao em tecidos placentarios localizados na posi¢do na 3 comparado a posi¢ao
2. Maior expressao (P<0,05) do gene eNOS foi observada em tecidos placentdrios localizados
nas posi¢des 1 e 2, comparado as posicoes 3 e 4. Menor nimero de vasos/mm? foi observado
nos tecidos uterinos fetais na posi¢do 4 do corno uterino direito das porcas, comparado a posi¢ao
1. Tecidos placentarios fetais localizados na posi¢do 1 do corno uterino tiverem tendéncia ao
aumento (P=0,08) e aumento (P=0,01) da expressdao do gene ODC em comparagdo a tecidos
localizados nas regides 3 e 4, respectivamente. Para o mesmo gene, houve redugdo (P<0,05)
da expressdo em tecidos placentdrios localizados nas posicoes 3 e 4 se comparado a posi¢ado 2.
Maior expressdo de fatores proangiogénicos e relacionados a proliferagdo celular sdo
observados em tecidos placentdrios coletados da regido tutero-tubdria de fémeas suinas aos 36

dias de gestacdo, comparado a regido da cérvix.
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Palavras-chave: Desenvolvimento fetal; posicdo uterina; uniformidade de leitegada;

vascularizacao.

1. INTRODUCAO

A selecdo genética para aumento da prolificidade da fémea suina tem aumentado o
tamanho da leitegada, trazendo, além de maior numero de leitdes desmamados por porca por
ano, desafios a serem enfrentados pelo sistema de producdo suinicola (Campos et al., 2011).
Um dos principais desafios que afetam a sobrevivéncia e o desempenho dos leitdes é a
uniformidade de peso da leitegada. Em leitegadas desuniformes ao nascimento, os leitdes
menores ndo sao capazes de competir pelos melhores tetos, resultando em menor consumo de
colostro e de leite e ainda, maior variabilidade de peso ao desmame (Quiniou et al, 2002;
Quesnel et al., 2012; Muns et al., 2016).

No ambiente intrauterino, quando o nimero de leitdes aumenta, o fluxo sanguineo
placentdrio também aumenta, contudo em menor escala que o nimero de fetos, culminando em
menor fluxo sanguineo dtero-placental por feto e, portanto, menor suprimento de nutrientes e
oxigénio (Pere & Etienne, 2000; Reynolds & Redmer, 2001). De acordo com Kim et al. (2013)
e Che et al. (2016), em linhagens suinas comerciais, o peso fetal decresce linearmente em
funcdo da sua localiza¢ao no corno uterino, sendo os fetos mais pesados localizados na regidao
préxima a juncao utero-tubdria e os mais leves em direcdo a cérvix.

Assim sendo, a desuniformidade observada em leitegadas numerosas pode estar
relacionada as diferencas da vascularizacdo na interface materno-fetal ao longo do corno
uterino. Considerando que a formacdo da vascularizagdo placentdria se inicia logo apods a
implantacdo embriondria (Reynolds et al., 2006) com peso da placenta chegando ao plato, em
média, aos 70 dias de gestacdao (Knight et al. 1977; Wu et al., 2005), altera¢des na habilidade
uterina materna de transferéncia de nutrientes para o feto no terco inicial de gestagc@o pode estar
relacionada a diferencas no desenvolvimento fetal. Contudo, os mecanismos relacionados a
ocorréncia fisioldgica desse fato ainda ndo estdo totalmente elucidados.

Na pritica, a redu¢do do nimero de leitdes nascidos com baixo peso melhora o manejo
de creche e aumenta a sobrevivéncia e o desempenho na maternidade (Panzardine et al., 2013;
Wu et al., 2018), bem como reduz perdas econdmicas € aumenta os lucros do produtor, pois
leitdes mais leves precisam de mais tempo para atingir o peso de abate (Campos et al., 2011).
Dessa forma, o entendimento dos processos que implicam nessa disparidade € de interesse da

atividade suinicola. Portanto, objetivou-se avaliar as diferencas fenotipicas dos fetos e a
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vascularizacdo da interface materno-fetal nas posi¢des extremas do corno uterino de porcas

hiperprolificas aos 36 dias de gestacdo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento experimental e manejo das féemeas

O protocolo experimental foi realizado de acordo com os principios éticos em pesquisa
animal e aprovado pelo comité de ética no uso de animais de producao da Universidade Federal
de Vicosa (UFV), Minas Gerais, Brasil [protocolo no. 08/2017].

A temperatura e umidade das instalacdes foi registrada a cada hora por meio do
dispositivo datalogger (Akso, Sdo Leopoldo, Brasil).

Foram utilizadas oito porcas de linhagem comercial (Large White x Landrace x Duroc)
com 253,5 + 5,59 kg ao terceiro parto, alojadas individualmente em baias. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com medidas repetidas no espaco (posi¢des de
implantacdo fetal no corno uterino). A sincronizacéo do cio foi realizada utilizando Regumate®
(Merk Animal Health, Madison, EUA). A identificacdo do estro foi feita duas vezes ao dia
através da constatacdo do reflexo de tolerancia ao homem com auxilio do macho e as fémeas
inseminadas por duas vezes com sémen diluido de dois machos de linhagem comercial (Large
White x Pietrain x Duroc x Landrace) nos periodos de 12 e 24 horas apds a identificagdo do
estro. Os pardmetros do s€men atenderam aos requisitos para uso em programas de inseminacao
artificial (IA) de suinos recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reprodu¢cdo Animal (2013).
O primeiro dia de inseminacao foi considerado o dia zero de gestagao.

As porcas foram alimentadas com ragdo a base de milho e farelo de soja, suplementadas
com minerais € vitaminas, formulada para atender as exigé€ncias nutricionais de porcas em
gestacdo (Rostagno et al., 2017). Os niveis nutricionais das racoes foram: 3148 kcal de energia
metabolizavel/kg, 12,16% de proteina bruta, 0,750% de calcio, 0,395% de fésforo disponivel,
0,535% de lisina, 0,381% de metionina + cistina, 0,385% de treonina, 0,113% de triptofano e
0,490% de valina.

A racido foi fornecida em quantidades iguais as 07:30 e 16:00 h, totalizando 1,8 kg de
racdo/dia até o dia 4 de gestacdo e 2,2 kg de ragcdo/dia do dia 5 até o dia 36 de gestacdo. As
porcas tiveram livre acesso a dgua durante todo o periodo experimental e consumiram toda a

racdo ofertada.

2.2. Abate e coleta de dados e amostras das fémeas e dos fetos
Aos 36 dias de gestacdo, as porcas foram pesadas e abatidas apds insensibilizagao por

eletronarcose (240V, 1.3A). Nos dois primeiros (regido ttero-tubdria; 1 e 2) e dois udltimos fetos
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(regido da cérvix; 3 e 4) localizados nas regides extremas do corno uterino direito foram
avaliados: Peso (PF, g) em balanca de precisdo (Tecnal, Piracicaba, Brasil) e comprimento
cefdlico-caudal (CC, mm), mensurado através de paquimetro digital (ZAAS Precision,
Piracicaba, Brasil), seguindo metodologia proposta por Guimardes et al. (2014). Fetos
classificados como 1 e 4 foram coletados das regides relativas ao primeiro e ao dltimo feto
implantado no corno uterino, sendo os tecidos 2 e 3 coletados das respectivas regides
adjacentes.

Para as andlises histomorfométricas e de contagem celular por imunofluorescéncia,
foram coletadas secdes de 4 x 4 cm dos tecidos uterinos materno e fetal, da mesma regido de
coleta dos fetos, selecionando a regido mais vascularizada da placenta (Wright et al., 2016).
Ainda das mesmas regides, foram coletados fragmentos de placenta que foram lavados em PBS,
imergidos em RNAlater (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e armazenados a 4°C para

posterior andlise molecular.

2.3. Preparo das amostras para andlise histomorfométrica e contagem celular por
imunofluorescéncia
As amostras coletadas para avaliacdo histolégica e de contagem celular por
imunofluorescéncia, foram lavadas em solug¢do de PBS (Tampao fosfato-salino), fixadas por 12
horas em paraformaldeido a 4% em solu¢do de tampao fosfato 0,1 M pH 7 e desidratas em duas
passagens em solucdes crescentes de etanol a 25, 50 e 70% por 1h cada. As amostras ficaram
estocados no etanol a 70% até o inicio do processamento.
Ao processamento, os tecidos foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol
(80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol, embebidos em parafina e seccionadas, de forma
semi-seriada utilizando um a cada quinze cortes, a 3,0 pm em micrétomo (RM 2255; Leica

Biosystems, Nussloch, Alemanha).

2.4. Analise de expressdo génica na placenta

A extragdo total de RNA foi feita a partir de 30 mg de tecido placentario fetal usando kit
de extracdo (RNeasy ® MiniKit, Quiagen) de acordo com as instrucdes do fabricante. O
precipitado final foi rehidratado com 30 pL de agua UltraPure® livre de DNase/RNase. A
concentragio de RNA foi estimada em espectofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare,
Freiburg, Alemanha) e a integridade de qualidade foi determinada em gel de agarose a 1,0%
(dados ndo apresentados). A primeira cadeia de sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit
Transcriptase Reversa GoScript (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) e sua concentragao

foi determinada pelo espectrofotdmetro NanoVue™ Plus. As amostras de ¢cDNA foram
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armazenadas a -20 ° C até a sua utilizacdo em reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (RT-qPCR).

Os primers para amplificacdo dos fragmentos dos genes alvo e enddgeno foram
projetados usando o software PrimerQuest fornecido pela Integrated DNA Technologies, Inc.
(Coralville, TA) usando sequéncias de nucleotideos obtidas do banco de dados GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 1).

Os seguintes genes alvo foram avaliados: angiopoetinal (ANG1), angiopoetina2 (ANG?2),
receptor tirosina quinase (TIE2), fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), fator de
crescimento endotelial vascular receptor 1 (VEGFR1), fator de crescimento endotelial vascular
receptor 2 (VEGFR2), fator de crescimento placentdrio (PIGF), fator 1-alfa induzivel por
hipoxia (HIF1A), 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e ornitina descarboxilase (ODC).

Foi usado como controle endogeno o gene da proteina de ativagdo da tirosina 3-
monooxigenase/triptofano 5S-monooxigenase, polipeptideo zeta (YWHAZ). As sequéncias dos
primers tiveram sua especificidade verificada in silico, usando a ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) para nucleotideos (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As RT-qPCR foram efetuadas em duplicata utilizando o termociclador ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems - Foster City, CA, EUA), a partir do método
de Quantificacdo Relativa, utilizando como deteccdo o sistema SYBR® Green (Applied
Biosystems - Foster City, CA, EUA) e o kit GoTaq® gPCR Master Mix (Promega corporation,
Madison, EUA). As reagoes de PCR foram submetidas ao protocolo de ciclos conforme o
programa: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os
valores de “thereshold cycle” (Ct) obtidos foram posteriormente normalizados (ACt) com base
nos valores de Ct obtidos para o gene de controle endégeno (YWHAZ). O calculo dos niveis
relativos de expressdo génica foi desenvolvido de acordo com o método 22, descrito por Livak
&Schmittgen (2001).

Tabela 1: Desenho dos Primers.

2.5. Analise histomorfométrica

Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Foram avaliadas 20 imagens de cada
regido do corno uterino, casualmente obtidas utilizando objetiva de 10x em microscépio de luz
(BX53; Olympus, Tokyo, Japdo) equipado com camera digital CMOS 1.3 MP BioCAM
(Takachiho, Japao). As imagens foram analisadas por meio do software ImageJ (versao 1.501;
National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). O nimero total de vasos sanguineos por
area nos tecidos fetal e materno (endométrio adjacente, Figura 1), foram avaliados por

contagem e mensuracdo da drea de cada imagem histolégica. A propor¢do volumétrica dos
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referidos tecidos uterinos foi obtida projetando 266 pontos em cada imagem histolégica. Pontos
coincidentes formam registrados e definidos como vascularizacdo, glandulas e tecido
conjuntivo na por¢do materna e vascularizacgdo, trofoblasto e tecido conjuntivo na porcao fetal
(Tung et al., 2012). A porcentagem de pontos, para a porcdo materna e fetal, foi calculada
através da férmula: proporcao volumétrica (%) = (Nimero de pontos em cada estrutura) / (Total

de pontos no tecido materno ou fetal) * 100.

Figura 1: Fotomicrografia de cortes histolégicos de tecidos uterinos de porcas aos 36 dias de
gestacdo. GU=glandulas uterinas, TCM = tecido conjuntivo materno, TCF = tecido conjuntivo

fetal, TF=trofoblasto. As setas indicam veias sanguineas.

2.6. Contagem de marcagoes por imunofluorescéncia

Os cortes foram desparafinizados em xilol e hidratados em concentracdes decrescentes
de élcool etilico (100%, 90%, 80% e 70%). As seccdes histologicas foram entdo lavadas em
dgua destilada e imergidas, para recuperagdo antigénica, em solugdo de citrato de sédio pH 6
em micro-ondas (Brastemp, BMX35AR) por 3 minutos, sendo o volume da solu¢do checado a
cada 30 segundos, de modo a manter as 1aminas cobertas e evitando a fervura. Os cortes foram
lavados por trés vezes, por 30 minutos cada, em solucdao tampao de fosfato de sédio 0,1 M em
pH 7.2 contendo 1% de Triton X-100 (PBST) e incubadas por 24h a 4°C com os anticorpos
anti-ODC1, 1:500 em PBST (sc-398116, conjugado com Alexa Fluor 546, Santa Cruz
Biotechnology) e anti-eNOS, 1:500 em PBST (sc-376751, conjugado com Alexa Fluor 488,
Santa Cruz Biotechnology). Os cortes foram lavados por trés vezes com PBS e incubados com
DAPI por 30 minutos. As 1aminas foram montadas utilizando sacarose a 50%. Oito imagens de
cada regido coletada (16 imagens no total por regido), utilizando objetiva de 10x, de todos os
animais foram casualmente obtidas utilizando microscopio de fluorescéncia (Zeiss Confocal
Microscopy, LMS 510, Zeiss). O nimero total de marcagdes por drea dos tecidos fetal e materno
(endométrio adjacente), foram avaliados por contagem e mensuracao da drea de cada imagem.
O controle negativo foi realizado seguindo o protocolo descrito acima, sem a incubacio com os

anticorpos anti-ODC1 e anti-eNOS.

2.7.  Anadlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS 9.0 (SAS Institute -
Cary, NC, USA). Para todas as andlises foram considerados modelos de medidas repetidas de
modo a testar contrastes entre as quatro posicdes de implantacdo fetal no corno uterino

avaliadas. Foi considerado o efeito aleatério de fémeas no modelo. A distribuicdo normal dos
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residuos foi avaliada pelo teste Shapiro—Wilk utilizando o procedimento UNIVARIATE do SAS
9.0.

Os dados de peso fetal (PF) e da contagem de marcagdo por imunofluorescéncia dos
tecidos uterinos fetais seguiram distribui¢cdo normal, portanto foram submetidos a ANOVA e a
comparagio de médias pelo teste Tukey utilizando o procedimento MIXED do SAS® 9.0.

Os dados de expressao génica foram analisados utilizando a macro%QPCR_MIXED,
seguindo metodologia proposta por Steibel et al. (2009). A expressdo relativa dos genes (fold
change) que apresentaram diferencas significativas foi estimada por meio do método do 2-24¢
apresentado por Livack et al. (2001). A razdo entre ANG2 e ANGI] foi calculada baseada na
expressio relativa de cada gene (2 2%Y).

Os dados da mensuracdo do comprimento craniocaudal dos fetos, da razio ANG2:ANG1,
das andlises histomorfométricas e da contagem de marcag¢do por imunofluorescéncia dos
tecidos uterinos maternos ndo seguiram distribuicdo normal, portanto, foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis e pelo teste Dunn através do procedimento NPARIWAY do SAS® 9.0.

Os resultados dos testes estatisticos foram considerados significativos quando P<0,05.

P-valores entre 0,06 € 0,10 foram considerados tendéncia

3. RESULTADOS
3.1. Ambiente térmico

As médias didrias de temperatura minima e médxima nas instalagdes foram 15,58 +
1,93°C e 22,99 + 2,08°C, respectivamente, e as médias didrias minima e maxima de umidade

relativa foram de 55,97 + 7,93% e 78,82 + 3,6%, respectivamente.

3.2. Dados fenotipicos dos fetos
Nao houve diferenga (P>0.05) entre o PF e o CC dos fetos implantados nas posi¢oes do

corno uterino avaliadas (tabela 2).

Tabela 2: Dados fenotipicos dos fetos localizados na regido utero-tubdria (1 e 2) e na regido da
cérvix (3 e 4).
3.3. Expressdo génica

Nos tecidos placentarios do corno uterino direito de fémeas suinas aos 36 dias de
gestacdo, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) entre as posicdes para expressao dos
seguintes genes: VEGFA, VEGFR1, VEGFR2, PIGF e HIF1A (dados ndo apresentados). A
expressao de nenhum dos genes avaliados diferiu (P>0,05) dentro da mesma regido: ttero-

tubdria (1 vs 2; cranial) ou da cérvix (3 vs 4; caudal).
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A expressdo dos genes ANG1 e ANG2 (Figuras 2 e 3) foram aumentadas (P<0,05) nos
tecidos placentdrios coletados na posi¢do 1 se comparado as posi¢des 3 e 4. Para os mesmos
genes, houve aumento da expressdo se comparada a posicdo 2 as posi¢des 3 e 4. A razdo entre
a expressdo da ANG2:ANGI] (Figura 4) foi maior (P<0,01) em tecidos placentarios localizados
nas regides 1 e 2 se comparado as regides 3 e 4.

Para o gene TIE2, houve tendéncia ao aumento (P=0.10) da expressdo em tecidos
placentdrios localizados na posi¢ao 3 comparado a posicao 2 (3,68-fold). Nao foram observadas
diferencgas da expressdo do gene TIE2 entre os contrastes para as demais posicdes (dados nao
mostrados).

Maior expressdao (P<0,05) para o gene eNOS (Figura 5) foi observada em tecidos
placentarios localizados nas posi¢cdes 1 e 2 se comparado as posicoes 3 e 4. Tecidos placentarios
fetais localizados na posi¢do 1 do corno uterino tiverem tendéncia ao aumento (P=0,08) e
aumento (P=0,01) da expressdo do gene ODC (Figura 6) em comparacao a tecidos localizados
nas regioes 3 e 4, respectivamente. Para o mesmo gene, houve reducio da expressdo em tecidos
placentarios localizados nas posi¢des 3 (P=0,01) e 4 (P=0,001) se comparado a posi¢do 2.
Figura 2: Fold change entre a diferenca da expressao relativa da ANG1 em tecidos placentarios
coletados no corno direito da porca nas posi¢des ttero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados
expressos como média + erro padrdo. *P <0,01.

Figura 3: Fold change entre a diferenca da expressio relativa da ANG2 em tecidos placentarios
coletados no corno direito da porca nas posi¢des ttero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados
expressos como média + erro padrdo. *P <0,05; **P<0,01.

Figura 4: Razdo entre ANG2 e ANGI1 em tecidos placentdrios coletados no corno direito de
porcas nas posi¢des utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados expressos como média +
erro padrdo. *P<0,01.

Figura 5: Fold change entre a diferenca da expressdo relativa da eNOS em tecidos placentdrios
coletados no corno direito da porca nas posi¢des ttero-tubaria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados
expressos como média + erro padrdo. *P <0,01.

Figura 6: Fold change entre a diferenca da expressao relativa da ODC em tecidos placentarios
coletados no corno direito da porca nas posi¢oes utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados
expressos como média + erro padrao. *P <0,05; **P<0,01; FP <0,10.

3.4. Histomorfometria e contagem de marcacdes por imunofluorescéncia

Para andlise histomorfométrica (Tabela 3) e de marcagdes por imunofluorescéncia
(tabela 4), nao houve diferenca (P>0,05) dentro da mesma regiao: ttero-tubdria (1 vs 2; cranial)

ou da cérvix (3 vs 4; caudal).
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Menor nimero (P<0,05) de vasos/mm? foi observado nos tecidos uterinos fetais na
posicdo 4 do corno uterino direito de porcas aos 36 dias de gestacdo, comparado a posicao 1.

Nao foram observadas diferencas (P>0,05) entre a propor¢ao volumétrica das estruturas
avaliadas nos tecidos uterinos materno ou fetal localizados na regido utero-tibaria ou na regido
da cérvix.

Para contagem de marcacgdes por imunofluorescéncia das proteinas eNOS e ODC nos
tecidos maternos ou fetais avaliados, apenas a contagem de marcacgdes para a ODC nos tecidos
fetais diferiu entre as posi¢cdes avaliadas. O nimero de marcacdes para a ODC foi maior
(P=0,04) na posi¢ao 2, comparado a posi¢do 4 e tendeu a aumentar (P=0,07) comparando a

posicdo 4 com a posicao 1.

Tabela 3: Varidveis histomorfométricas dos tecidos uterinos do corno direito da porca nas
posicgdes utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4)
Tabela 4: Marcacao por imunofluorescéncia dos tecidos uterinos do corno direito da porca nas

posicdes utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4)

4. DISCUSSAO

Baseado na faixa de termoneutralidade para porcas gestantes de aproximadamente 15 a
22 °C com 60 a 70% de umidade relativa (Lucy & Safranski, 2017), pode-se inferir que na
maior parte do tempo, os animais estavam sob condicdes termoneutras.

Em nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que relaciona as variagdes fisiologicas
de fatores que alteram a vascularizacdo da interface uterina materno-fetal em regides extremas
do corno uterino.

Nao foram observadas diferengas para as varidveis PF e CC. Alguns estudos reportam
que o peso fetal decresce linearmente da regido tutero-tubdria (cranial) para a regido da cérvix
(caudal) no corno uterino de fémeas suinas de linhagem comercial (Wise et al., 1997; Kim et
al., 2009; Kim et al., 2013). No entanto, de forma coerente com o presente estudo, tem sido
relatado que essa diferenca fenotipica € observada no terco final de gestacdo, periodo de maior
ganho de peso e deposicdo de proteina no feto (McPherson et al., 2004), ndo sendo observada
na primeira metade da gestacdo (Kim et al., 2013).

ApOs a implantagdo, a placenta € o unico 6rgdo através do qual sdo trocados nutrientes,
residuos e gases respiratorios entre a porca e o concepto (Faber & Thornburg, 1983, Wu et al.,
2004). Considerando que o aporte de nutrientes para o Utero ou para o feto é influenciado pela

taxa de fluxo sanguineo (Wu et al, 2013; Wu et al., 2018), o desenvolvimento da vascularizagdo
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do endométrio e da placenta sdo importantes na sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento
do concepto (Bidarimath & Tayade, 2017).

A formagdo da rede vascular materno-fetal é finamente controlada por fatores
proangiogénicos e antiangiogénicos (Krawczynski et al., 2015). Dentre esses fatores estdo a
familia de moléculas VEGF, incluindo o VEGFA, o PIGF, o HIF1A, as angiopoetinas, ANGI1
e ANG2 (Geva et al., 2002; Wang & Zhao, 2010) e seus receptores.

Neste estudo, ndo foram observadas diferengas para a expressao dos genes VEGFA,
VEGFR1, VEGFR2, PIGF e HIF1A entre as diferentes posi¢des do corno uterino avaliadas.
Esses achados corroboram com o estudo de Vonnahme et al. (2001) onde observaram reduzida
expressdo de VEGF até os 44 dias de gestacdo. Os mesmos autores reportaram que no terco
final de gestacdo a demanda por nutrientes e particularmente oxigénio cresce exponencialmente
e, ambos os tecidos, placenta e o endométrio adjacente podem sofrer hipéxia. Sendo a hipdxia
um potente estimulador da producdo do VEGFA (Shweiki et al., 1992) é provdvel que a
expressao ou, se houver, diferencas na expressao desses fatores nas diferentes posi¢des do corno
uterino, devem ser mais evidentes na segunda metade da gestacdo.

O 1nicio do processo angiogénico esté relacionado ao aumento da expressdao de ANG2
e VEGFA enquanto que o aumento da expressdo de ANG1 e reducdo da expressdo do VEGFA
sinaliza o processo de maturagdo, sobrevivéncia e estabilizacdo das células endoteliais (Lobov
et al., 2002; Kim et al., 2005; Thurson & Daly, 2012). Ambos, ANG1 e ANG2, sdo ligantes de
afinidade semelhante ao TIE2 (Maisonpierre et al., 1999). Dessa forma, a ligacdo da ANG1
pode fornecer sinal de maturagc@o ou estabilizacdo da vasculatura e pode ser bloqueada pela
ANG2.

No presente estudo, a expressao de ambos os genes ANG1 e ANG?2 foi aumentada em
tecidos placentérios localizados nas regides utero-tubdrias se comparados aqueles localizados
em regides proximas a cérvix. Tal fato sugere aumento da vascularizagdo e manutengdo de
vasos quiescentes em placentas localizadas cranialmente ao corno uterino.

Apesar da complexa biologia da angiopoetina, a razao entre ANG2 e ANG1 pode ser
mais importante que seus niveis absolutos (Wang & Lash, 2017). De forma interessante, a razao
entre ANG2:ANGI1 foi aumentada também em tecidos placentarios coletados nas regides
craniais do corno uterino, sugerindo desestabilizacdo e reestruturacdo da rede vascular
aumentada nessas regides. Contudo, houve tendéncia ao aumento da expressdo do gene TIE2
na posi¢ao 3 se comparado a posicao 2.

O NO, produto do catabolismo da arginina a citrulina pela oxido nitrico sintetase (NOS),

¢ um importante gis sinalizador celular, envolvido em numerosos processos fisiolégicos em



55

mamiferos (Wang et al., 2016). Existem trés isoformas da enzima NOS, a iNOS (oxido nitrico
sintetase induzivel), eNOS (oxido nitrico sintetase endotelial) e nNOS (oxido nitrico sintetase
neural). A isoforma predominante da enzima na placenta é a eNOS (Wang & Zhao, 2010; Xiao
et al., 2015), expressa no endotélio vascular.

De forma coerente aos achados quanto a expressdo e relacdo das angiopoetinas,
observamos maior expressdo da eNOS nos tecidos placentdrios craniais ao corno uterino,
comparado aos tecidos caudais. O NO sinaliza o aumento do fluxo sanguineo através da indugao
da producdo do vasodilatador guanosina monofosfato ciclico (¢cGMP) pela enzima guanilato
ciclase. Esse mecanismo envolve a reducdo intracelular da concentragio de Ca?* na vasculatura
das células do musculo liso (Wang & Zhao, 2010, Maliqueo et al., 2016). A vascularizacio
placentaria é deficiente em inervacdo autondmica assim, efeitos placentdrios humoral e de
vasoativadores como o NO, sdo cruciais na regulagcdo do fluxo sanguineo fetoplacental (Wang
& Zhao, 2010).

A expressdo génica e as marcagOes por imunofluorescéncia aumentadas da ODC em
tecidos placentarios coletados da regido cranial do corno uterino em relacdo a regido caudal
podem refletir em maior produg@o das poliaminas. A descarboxilagdo da ornitina pela ODC
resulta na producdo de putrescina. A putrescina serve como precursor das poliaminas
espermidina e espermina pela acdo da espermidina sintase e da espermina sintase,
respectivamente (Wu et al., 2017).

Dentre outras fungdes, o NO e as poliaminas estimulam a proliferagdo e migracao de
células, remodelamento tecidual, angiogénese e a dilatacdo de vasos sanguineos (Wu et al.,
2006; Krogh et al., 2017; Hsu & Tain, 2019), sendo a arginina precursora dessas moléculas.
Kong et al. (2014) demonstraram que a putrescina ativa a sinalizacdo celular via mTOR e
promove a sintese proteica em células da placenta de suinos. O aumento das sinalizagdes
celulares via mTOR estimula a expressao de mRNAs do fator de crescimento semelhante a
insulina 2 (IGF2), da eNOS e da ODC (Martin & Sutherland, 2001; Martin et al., 2003).

Durante o periodo intrauterino, a maioria dos distirbios ndo afetam diretamente a
programacao fetal, mas sim o desenvolvimento e funcionalidade da placenta (Hsu & Tain,
2019) agindo esta como um sensor, modificando a disponibilidade de nutrientes € hormonios
para os tecidos feto placentdrios em respostas a mudancas no ambiente intrauterino (Jansson &
Powell et al., 2013). De forma consistente, o nimero de vasos/mm? na posicao 4 avaliada, ou
seja, na regido de implantacdo no corno uterino referente ao ultimo feto localizado na regido da
cérvix, foi reduzida comparado a posi¢do 1, indicando menor chegada de nutrientes e oxigénio,

contudo, a propor¢dao volumétrica das demais estruturas na interface uterina materno-fetal
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avaliadas, ndo foram alteradas entre as posi¢des do corno uterino em porcas aos 36 dias de
gestacgdo.

Em adi¢do, corroborando com os achados do presente estudo, Che et al. (2016)
encontraram maior nimero de proteinas envolvidas no transporte e metabolismo de nutrientes
e de producdo de energia em tecidos placentdrios localizados na regido utero-tubdria se
comparado a tecidos coletados na regido da cérvix de fémeas suinas Large White aos 90 dias
de gestacdo. Os autores também observaram maior peso dos fetos implantados na regido dtero-
tubdria, atribuido a maior eficiéncia placentdria na nutri¢do fetal nessa regido.

Além do genétipo fetal (Biensen et al., 1998, Che et al.,, 2016), alguns estudos,
principalmente com membros de aminodcidos da familia da arginina (AFA; arginina,
glutamina, glutamato, prolina, aspartato, asparagina, ornitina e citrulina) tém demonstrado que
a utilizacdo de estratégias nutricionais durante o inicio da gestacdo, pode auxiliar no aumento
da vascularizacdo placentdria e endometrial de fémeas suinas (Greene et al., 2012; Che et al.,
2016; Wu et al., 2007). Tal fato pode explicar, em parte, as melhoras observadas no
desenvolvimento de fibras musculares dos fetos, do peso fetal (Bérard & Bee, 2010; Madsen et
al., 2017) e do desempenho reprodutivo da fémea suina suplementada com L-arginina no ter¢o
inicial de gestacdo (Bérard & Bee, 2010; Li et al., 2014; Madsen et al., 2017). Porém pouco se
sabe sobre os efeitos da suplementacdo com os AFA no inicio da gestacdo na reducdo da
variagdo de peso intraleitegada ao nascimento e ao desmame ou na modulacdo do ambiente

intrauterino nas suas diferentes localidades.

5. CONCLUSOES

Maior expressdo de fatores proangiogénicos e relacionados a proliferagdo celular sdo
observados na interface uterina materno-fetal na regido dtero-tubdria de fémeas suinas aos 36
dias de gestacdo comparado a regido da cérvix. Nao hd diferengas fenotipicas de fetos
localizados na regido cranial e caudal do corno uterino aos 36 dias de gestag@o. Diferengas em
varidveis fenotipicas de fetos nas diferentes posi¢des uterinas, como o coeficiente de variacao
de peso intraleitegada, provavelmente seriam mais evidentes no terco final da gestacdo, nesse
sentido, mais estudos sdo necessdrios. Entretanto, os achados do presente estudo podem ser
associadas a diferencas na eficiéncia placentéria nas diferentes regides do corno uterino ja no

terco inicial de gestagao.
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Tabelas
Tabela 1: Desenho dos Primers
GENE Abreviacao Sequéncia GenBank no.
ENDOGENO
Proteina de ativagao da tirosina 3-monooxigenase/triptofano 5- F: CAAAGTGGACATTGTCGCCATCA
monooxigenase, polipeptideo zeta YWHAZ  R: AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT NM_001315726.1
GENES ALVO

F: ACAGAGCCACCACCAATAAC

Angiopoetinal ANG1 R: GTGCAAAGGTTGACGAGATTATG NM_213959.1
F: CTGAGCTGTGATCTCGTCTTG

Angiopoetina2 ANG2 R: CTGAACCTGATACTGCCTCTIC NM_213808.1
F: CGGCACGAAGTACCTGATATT

Receptor tirosina quinase TIE2 R: GGTGGAAGAGGTTTCCTCCTATG XM_001926034.5
F: GCACATAGGAGAGATGAGCTTC

Fator de crescimento endotelial vascular A VEGFA R: CAAGGCCCACAGGGATTT NM_214084.1
F: AAGTGGTCCAGGCATCT

Fator de crescimento endotelial vascular receptor 1 VEGFR1 R: GTCATCAGGGCTTTGTACTC EU714325.1
F: GATGCTCGCCTCCCTTTGA

Fator de crescimento endotelial vascular receptor 2 VEGFR2 R: AGTICCTICTTTCAGTCGCCTACA NM_214084.1
F: CTACGTGGAGCTGACATTCT

Fator de crescimento placentdrio PIGF R: CTGCTTCTCTCTCTTCCTCTTC XM_001925764.5
F:GCCAGATCTCGACGAAGTAAAG

Fator 1-alfa induzivel por hipoxia HIF1A R: AGCTGATGGTAAGCCTCATAAC NM_001123124.1

) F.-TGGAGCAGCTAGAGAAGG

Oxido nitrico sintetase endotelial eNOS R: TCCAGGAAGAAGGTGAGAG NM_214295.1
F: TCTGGTGAGGAGGAGTAGT

Ornitina descarboxilase oDC R: GGTCAGCACGCAGTTAATC NM_001122994.2

Tabela 2: Dados fenotipicos dos fetos localizados na regido ttero-tubdria (1 e 2) e na regido da
cérvix 3e4d)

Item 1 2 3 4 SEM P-valor
PF (g) 3,04 3,46 3,46 3,42 0,095 0,33
CC (mm) 29,46 31,51 31,81 31,95 0,43 0,14

PF= peso fetal, CC= comprimento craniocaudal dos fetos.

Tabela 3: Varidveis histomorfométricas dos tecidos uterinos do corno direito da porca nas
posicgdes utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4)

Item 1 2 3 4 SEM  P-valor
Niimero de vasos sanguineos(/mm?)

Tecidos maternos 8,29 8,17 8,13 8,54 0,99 0,91
Tecidos fetais 494a 4,58ab  438ab 3,590 0,35 0,002*
Proporcdo volumétrica nos tecidos maternos (%)

Glandulas uterinas 23,32 20,08 23,26 23,37 2,07 0,84
Vasos sanguineos no endométrio 10,25 12,23 11,74 11,17 2,69 0,66
Tecido conjuntivo no endométrio 66,43 65,71 65,00 65,46 3,68 0,93
Proporcdo volumétrica nos tecidos fetais (%)

Trofoblasto 44,71 45,49 43,11 40,75 2,71 0,15
Vasos sanguineos 4,88 5,69 6,05 6,25 0,82 0,29
Tecido conjuntivo 50,41 48,82 50,84 53,00 2,58 0,26

Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste de Dunn. *P < 0,05.
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Tabela 4: Marcacao por imunofluorescéncia dos tecidos uterinos do corno direito da porca nas
posicdes utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4)

Item 1 2 3 4 SEM P-valor
Tecidos maternos (contagem/mm?)

Oxido nitrico sintetase endotelial 0,24 0,82 0,22 0,49 0,23 0,26
Ornitina descarboxilase 0,48 0,42 0,33 0,70 0,30 0,85

Tecidos fetais (contagem/mm?)
Oxido nitrico sintetase endotelial 2,55 3,62 4,26 2,80 0,82 0,49
Ornitina descarboxilase 3,77ab 3,80a 3,34ab 1,66b 0,57 0,04*

Meédias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste Tukey. *P < 0,05.
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Figuras
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Figura 1: Fotomicrografia de cortes histolégicos de tecidos uterinos de porcas aos 36 dias de
gestacdo. GU=glandulas uterinas, TCM = tecido conjuntivo materno, TCF = tecido conjuntivo
fetal, TF=trofoblasto. As setas indicam veias sanguineas.
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Figura 2: Fold change entre a diferenca da expressao relativa da ANG1 em tecidos placentérios

coletados no corno direito da porca nas posi¢des ttero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados

expressos como média * erro padrdo. *P <0,01.
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Figura 3: Fold change entre a diferenca da expressao relativa da ANG2 em tecidos placentarios

coletados no corno direito da porca nas posi¢oes utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados

expressos como média + erro padrdo. *P <0,05; **P<0,01.
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Figura 4: Razdo entre ANG2 e ANGI1 em tecidos placentdrios coletados no corno direito de
porcas nas posi¢oes utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados expressos como média +

erro padrao. *P<0,01.
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Figura 5: Fold change entre a diferenca da expressao relativa da eNOS em tecidos placentarios

Fold change

coletados no corno direito da porca nas posi¢des utero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados

expressos como média + erro padrdo. *P <0,01.
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Figura 6: Fold change entre a diferenca da expressao relativa da ODC em tecidos placentarios
coletados no corno direito da porca nas posi¢des ttero-tubdria (1 e 2) e da cérvix (3 e 4). Dados

expressos como média + erro padrdo. *P <0,05; **P<0,01; P <0,10.
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Highlights

Avaliamos fatores proangiogénicos e da proliferacdo celular em tecidos placentarios
localizados na regido da jung¢do ttero-tubdria (1 e 2) e da regido préxima a cérvix (3 e
4) de porcas aos 36 dias de gestacao;

Tecidos placentérios localizados na regido da junc¢do ttero-tubdria t€m maior expressao
génica dos fatores proangiogénicos: ANG1 e ANG2 além de aumentada relacdo
ANG2:ANGI;

Tecidos placentérios localizados na regidao da jun¢do ttero-tubdria t€m maior expressao
génica da eNOS e ODC;

O numero de marcagdes por imunofluorescéncia para a ODC em tecidos uterinos fetais
foi maior na posicdo 2, comparado a posicdo 4 e tendeu a aumentar (P=0,07)
comparando a posi¢ao 4 com a posi¢ao 1.

O ndmero de vasos/area foi menor em tecidos fetais relativos ao dltimo feto implantado
No corno uterino;

Maior expressao de fatores proangiogénicos e relacionados a proliferacdo celular foram
observados em tecidos placentdrios localizados na regido da jun¢do utero-tubdria se
comparado aqueles coletados na regido da cérvix, indicando que ja no inicio da gestacao

ha diferencas no ambiente intrauterino em funcao da localiza¢cdo no corno.
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