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RESUMO

CASALS, J. B. Células-tronco localizadas na cinta placentaria de carnivoros domésticos
(Canis familiaris e Felis domesticus). [Stem cell located in girdle placenta of carnivores
(Canis familiaris e Felis domesticus)] 2016. 65 f. Tese (Doutorado em Ciéncias). Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

As células-tronco podem ser isoladas tanto de tecidos embrionarios quanto de tecidos
provenientes de um organismo adulto. Este projeto teve por objetivo caracterizar, descrever as
células derivadas da regido uterina e da cinta placentaria - juncdo materno/fetal da placenta de
carnivoros domeésticos (cdes e gatos), e verificar a sua capacidade de pluripoténcia. Os Uteros
gestantes e ndo gestantes foram obtidos em campanhas de castracbes e de controle
populacional de cdes e gatos, na cidade de Pirassununga/SP. Foram coletados 24 Uteros
gravidicos de animais higidos, em diferentes idades gestacionais. O material foi dividido em
trés fases distintas da gestacdo, ou seja “inicio” que compreende de 8 a 20 dias de gestagdo;
“meio” de 21 a 30 dias de gestacao e final de 31 a 60 dias de gestagdo. O material foi coletado
de fémeas caninas e felinas, quatro Uteros de cada fase, totalizando 12 Uteros de cées e 12 de
felinos. Coletamos também 8 Uteros de fémeas nuliparas (4 de cadelas e 4 de gatas) e 8 Uteros
com um més pos parto (4 de cadelas e 4 de gatas). As amostras foram fixadas em
paraformoldeido tamponado a 4% para a analise histoldgica e de imunohistoquimica. Para a
padronizacdo da imunohistoquimica inumeros testes de marcacdo e diluicdo dos anticorpos
utilizados nesta pesquisa foram realizados, todo protocolo aqui descrito foi padronizado pela
primeira vez. Nas analises de imunohistoquimica avaliamos a expressdo de marcadores
associados a células-tronco pluripotentes Nanog, Oct4 e Sox2. Nas cadelas, as marcacfes
foram positivas em todas as fases, gestacionais e ndo gestacionais. A deteccdo dessas
proteinas nesta espécie ficaram padronizadas, destacando algumas diferencas quantitativas
durante alguns periodos da gestacdo. Foi observado que o Oct4 na cadela, mostra uma
diferenca significativa (p=0,0064), entre as fases de inicio e meio da gestacao e entra o inicio
e a fase de termo. Quando comparados os resultados das analises imunohistoquimicas
utilizando os trés anticorpos entre si, nos trés periodos gestacionais ficou evidente uma
diferenca (p=0,0005) somente relativa a proteina Nanog com Oct4. Nas gatas apenas foi
possivel padronizar o protocolo do Nanog e do Sox2, sendo a marcacdo feita com Oct4
negativa. Nesta espécie foi possivel observar uma diferenca da proteina Nanog (p=0,0006)
quando comparada na fase inicial para a fase do meio e inicio da gestacdo para a fase termo.
No que se refere as fémeas nuliparas e fémeas pos-parto destaca-se a auséncia de diferencas

guando comparados os anticorpos na fase pds parto tanto em cadelas quanto em gatas. Na fase



nulipara foram observadas diferengas somente na cadela (p=0,0018) para os trés anticorpos.
Desta forma, a caracterizacdo de células de origem placentéaria com caracteristica de células-
tronco pode abrir um leque de possibilidades para obtencdo destas células de forma mais
ética, uma vez que este material € descartado na castracfes. Foi possivel a identificacdo das
células que expressdo proteinas pluripotentes em diferentes idades gestacionais, tanto na
regido de cinta placentaria como no Utero. Apesar de semelhantes, as espécies aqui estudadas
apresentaram diferencas na realizacdo do protocolo da imunihistoquimica.Pesquisas
relacionadas com as células-tronco do endométrio vém crescendo, principalmente porque
estas células podem ser facilmente obtidas, a partir de fontes descartadas, sem entraves éticos.
Desta forma tem o potencial de serem uma nova fonte para o desenvolvimento na terapéutica

como terapia celular.

Palavras chave: Células-tronco. Placenta. Cinta placentaria. Carnivoros.



ABSTRACT
CASALS, J. B. Stem cell located in girdle placenta of domestic carnivores (Canis
familiaris e Felis domesticus). [Células-tronco localizadas na cinta placentéria de carnivoros
domeésticos (Canis familiaris e Felis domesticus)]. 2016. 65 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.
The stem cells can be isolated both embryonic tissues as much tissues from an adult organism.
This project had from objective characterize and describe cells derived from uterine region
and placental girdle - maternal junction / fetal placenta of domestics carnivores (dogs and
cats), and check their capacity of pluripotency. The uterus pregnant and non-pregnants were
obtained in castrations campaigns and population control of dogs and cats in the city of
Pirassununga/SP. Were collected 24 uterus gravidic of healthy animals at different gestational
ages. The material was split into three separate stages of pregnancy,that is, the Start”consist
of 8 to 20 days of gestation;”’between21-30 days of gestation and “end” 31-60 days of
gestation. The material was colleted from canine and feline females, four uterus each phase 12
uterus of dogs and 12 uterus of cats. We also collect 8 nulliparous female uterus (4 of dogs
and 4 of cats) and 8 uterus with a postpartum month (4 of dogs and 4 of cats). The samples
were fixed in paraformoldeido at 4% for histological analysis and immunohistochemical. For
the standardization of immunohistochemical, were made numerous tests of marking and
dilution of antibodies all the protocol described here has been standardized for the first time.
In immunohistochemical analysis, we evaluated the expression of markers associated with
pluripotent stem cells Nanog, Oct4 and Sox2. In cats, it was only possible to standardize the
protocol of the Nanog and of the Sox2, and marking made with negative Oct4. This species
was possible was possible to observe a difference in the Nanog protein (p = 0.0006) compared
with the initial phase to the medium and early pregnancy to the term phase. As regards the
nulliparous females and postpartum females there is the absence of differences when
compared to the antibodies in postpartum stage, both in dogs and in cats. In nulliparous phase
differences were only observed in dogs (p = 0.0018) for the three antibodies. Thus, the
characterization of placental origin cells with stem cell characteristic can open up a range of
possibilities for obtaining such cells more ethical, since this material is discarded in
castration. The identification of pluripotent cells expressing proteins at different gestational
ages was possible in both placental belt region as in utero. Although similar, the species
studied here showed differences in the realization of immunohistochemical protocol. Searches

related to the endometrial stem cells are growing, mainly because these cells can be easily



obtained from sources discarded without ethical barriers. This way has the potential to be a
new source for development in the therapeutic cell therapy.

Keywords: Stem cells. Placental. Girdle. Carnivores.
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1 INTRODUCAO

As células-tronco adultas ja foram isoladas a partir de diversos tecidos como: a medula
Ossea (AKELA et al., 2012), sangue (SUNG et al., 2006), figado (MARK et al., 2010),
sistema nervoso (CLARKE et al., 2000), sistema muscular (GINCBERG et al., 2012) entre
outros, porém, sua capacidade de diferenciacdo é limitada, quando comparadas as células-
tronco embrionarias, estas sdo encontradas nos embrides e sdo classificadas como totipotentes
ou pluripotentes, dado seu alto poder de diferenciacdo (HARVEY et al., 2012).

A terapia celular baseia-se na capacidade do uso de células-tronco como tratamento de
doencas degenerativas como o mal de Parkinson, doenca de Alzheimer, traumatismos da
medula espinhal, acidentes vasculares cerebrais entre outras doencas severas e incapacitantes
(FORMAN et al., 2004). A literatura demonstra ainda que o tratamento com células-tronco
tem o potencial para reverter processos naturais de envelhecimento do organismo, néo
necessariamente patoldgicos, como a queda da fertilidade com o avanco da idade e
envelhecimento (YOKOMIZO et al., 2011).

A busca de novas fontes celulares como as células-tronco mesenquimais e as
hematopoiéticas derivadas da medula Gssea sdo largamente estudadas. Entretanto, elas
também podem ser isoladas a partir do cordao umbilical, do tecido sinovial, do tecido adiposo
e, em frequéncia extremamente menor, do sangue periférico de adultos (BARKER;
WAGNER, 2003). Porém, até 0 momento a capacidade de diferenciacdo destas células séo
limitados, tornando-se necesséria a busca de novas fontes de células. O Utero, a placenta e 0s
outros anexos embrionarios e fetais tém sido considerados uma potencial fonte de células-
tronco com capacidade de diferenciacdo similar as embrionarias (MIKI, et al., 2005;
FORRAZ; MCGUCKIN, 2010; CREMONESI et al., 2011).

Houve um crescente interesse em tecidos fetais como placenta, liquido amniotico,
sangue do corddo umbilical, matriz extravascular de corddo umbilical e membrana amnidtica
como fonte de células-tronco mesenquimais. Os anexos fetais sdo fontes de células-tronco
extra-embrionarias, com grande potencial de aplicacdo na medicina regenerativa (PRUSA et
al., 2004; MIKI et al., 2005; GUCCIARDO et al., 2008; STEIGMAN et al., 2009;
CREMONESI et al., 2011).

O uso dos anexos fetais como fonte de células-tronco tem inimeras vantagens em
potencial. Além da grande quantidade de células, grande potencial de expansdo e
diferenciacdo, permite ainda uma forma de coleta ndo invasiva de tecidos que, normalmente,

seriam descartados apds o parto. As células-tronco derivadas dos anexos fetais preservam



16

caracteristicas dos tecidos embrionarios de onde se originaram e muitos estudos indicam que
as mesmas exibem algumas caracteristicas de células-tronco embrionarias como a expressao
de alguns marcadores de superficie como o Oct-4 e grande capacidade proliferativa
(CREMONESI et al., 2011).

Desta forma, a caracterizagdo de células de origem placentéria com caracteristica de
células-tronco pode abrir um leque de possibilidades para obtencdo destas células de forma
mais ética, uma vez que este material é descartado logo apds o parto. Sendo assim contribuiria
para a criacdo de novas formas de terapia celular visando sempre insercdes diretas e indiretas

desta biotecnologia a medicina veterinaria e humana.
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2 JUSTIFICATIVA

E crescente a busca por novas fontes de células-tronco, estas apresentam
caracteristicas relevantes para a medicina humana e veterinaria, uma vez que possuem alta
capacidade de diferenciacéo e proliferacédo celular.

As celulas-tronco sdo classificadas em dois grandes grupos: células-tronco
embrionarias (derivadas da massa interna do blastocisto, com a capacidade de se
diferenciarem em qual quer linhagem celular) e células-tronco adulto (encontradas em 6rgaos
e tecidos - cdrnea, sangue periférico, medula éssea - com a capacidade de originar todas as
células especializadas, funcionais especificamente aquele tecido ou 6rgao).

A presente pesquisa visa contribuir com uma possivel fonte de células pluripotentes,

oriundas de material comumente descartado em campanhas de castrages de
carnivoros domesticos (Utero e anexos embrionarios).

A importancia da pesquisa em questdo, visa o desenvolvimento da biotecnologia
aplicada as terapias em medicina veterinaria e humana, uma vez que a terapia celular vem se

tornando uma realidade cada vez mais acessivel.

Hipotese:

e As células-tronco estdo presentes na regido da cinta placentaria dos carnivoros
domeésticos;

e Existe diferenca na localizagdo, descri¢do e caracteristicas destas células, entre as duas
espécies aqui estudadas;

e Estas células sdo pluripotentes.



19

\&\\}s 24 0
REVISAO DE LITERATURA



20

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

O sistema reprodutor feminino € composto por um par de ovarios, um par de tubas
uterinas, um utero dividido em corpo e dois cornos uterinos, vagina, vestibulo da vagina e
genitélia externa. O Gtero forma-se embriologicamente a partir dos canais de Mailler da
mesma forma que as tubas uterinas e a vagina (ALMEIDA, 1992; GETTY, 1981; DYCE et
al., 2004). Os carnivoros domésticos possuem um Utero bicorneo, caracterizado por dois
cornos uterinos, um corpo uterino e o colo uterino (cérvix) (GETTY, 1981; DYCE et al.,
2004).

O utero é um 6rgdo essencial para a reproducdo dos mamiferos, sem divida o érgdo
qgue mais sofre remodelacdo dos seus tecidos. As alteracdes morfologicas que o Utero sofre,
sdo respostas a sinais hormonais ciclicos do ovario e do embrido apds sua implantacdo
(WILLIAN, 2006).

A parede desse 6rgdo é composta por trés camadas: perimétrio, miométrio e
endométrio. O Gtero em todas as espécies é responsavel pelo desenvolvimento embrionéario e
fetal JUNQUEIRA; CARNEIRO 1995).

Histologicamente o perimétrio, formado por uma tdnica serosa, composto
principalmente por tecido conjuntivo frouxo, revestido internamente por epitélio escamoso
simples. Pequenos vasos sanguineos, vasos linfaticos e fibras nervosas. Durante a gestacéo a
musculatura lisa ocupa quase que por completo esta camada (JUNQUEIRA; CARNEIRO
1995; LESLIE; HIATT, 2007).

O miometrio é composto por uma camada espessa de musculatura lisa, orientada em
direcdo circular, podendo conter as por¢des basais das glandulas endometriais. Uma camada
vascular, vasos linfaticos e tecido conjuntivo onde ficam arranjadas as fibras musculares lisas.
Com o desenvolvimento da gestacdo essa porcdo passa por um desenvolvimento pronunciado,
as células dessa regido sofrem hipertrofia, podendo atingir até 10 vezes o seu comprimento
normal, tudo isso devido aos niveis elevados de estrogénio (JUNQUEIRA; CARNEIRO
1995; WILLIAN, 2006).

O endomeétrio é formado por uma tlnica mucosa submucosa que estd presente na

cavidade luminal, epitélio colunar simples (cées e gatos). A altura desse epitélio e o gral de
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desenvolvimento podem variar de acordo com o estdgio do estro. Neste epitélio (sub mucosa
propria) observamos as glandulas endometriais que podem se estender até o miométrio.
Observamos muitos vasos sanguineos nessa regido também (JUNQUEIRA; CARNEIRO
1995; WILLIAN, 2006).

Apos a sinalizagdo do embrido e o reconhecimento da gestacdo ocorre a fixacéo do
embrido as camadas superficiais do epitélio materno. Esse processo nos carnivoros
domeésticos é mais gradual, os embrides flutuam dentro do Iimen uterino por intervalos
prolongados; aproximadamente 7 dias nos felinos e 15 dias nas cadelas (MACHADO et al.,
2011).

Pesquisas recentes vém discutindo o papel e a importancia das células estaminais na
manutencdo e funcdo do tecido uterino. Um 0Orgdo capaz de se remodelar, sofrem mudancas

notaveis, hipertrofia e hiperplasia, seguido de apoptose e necrose tecidual apds o parto.
3.2 PLACENTA E PLACENTACAO

Apos a fecundacdo, inicia-se 0 processo de clivagem e até a chegada ao Utero o 6vulo
fecundado ja alcancou o estagio de mdrula ou até mesmo o estagio de blastocisto (DYCE et
al., 1997).

Este blastocisto ja em contato com a superficie de endométrio passa a ser nutrido pela
secre¢do das glandulas endometriais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Com a implantacéo do embrido, as células do estroma do endométrio materno, tornam-
se alongadas e poligonais, e desta forma o endométrio passa a ser chamado de decidua.
Tornam-se distintas a decidua basal ou serotina, situada entre o embrido e o miométrio, a
decidua capsular/reflexa, entre o embrido e a luz do Utero, e a decidua parietal que na verdade
¢ a parte restante da decidua (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A placenta pode ser classificada de acordo com o tipo e niUmero de membranas que
constituem para sua formagéo, forma, tipo de interacdo materno-fetal, inter-relagcdo do fluxo
sanguineo materno-fetal, camadas teciduais da barreira materno-fetal, trofoblastica (LEISER,;
KAUFMANN, 1994).

De acordo com tipo de membrana fetal em contato com o endométrio a placenta pode
ser classificada como: coribnicas, coriovitelinica, corioaminiotica e corioalantbica. E de
acordo com a sua morfologia macroscopica como: difusa, cotiledonaria, zonaria e discoidal
(MOORE; PERSAUD, 2008).
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A caracterizacdo da placenta também pode ser realizada de acordo com a capacidade
de invasdo das celulas trofoblasticas em diregdo ao tecido materno. Por exemplo, em humanos
e camundongos o trofoblasto invade todas as camadas maternas ficando banhado pelo sangue
materno, caracterizando a placenta como hemocorial. Em carnivoros, o trofoblasto invade o
epitélio e o estroma materno permanecendo em contato com o endotélio dos vasos maternos,
0 que caracteriza a placenta como endoteliocorial (LEISER; KAUFMANN, 1994). Desta
forma, com base no nimero de camadas celulares que separam as circulagdes sanguineas
materna e fetal, classificam-se em: epiteliocorial, sinoepiteliocorial, sindesmocorial,
endotéliocorial e hemocorial (LEISER; KAUFMANN, 1994; MOORE; PERSAUD, 2008).

A placenta se forma a partir da implantacédo do blastocisto no Utero, a partir dai passa a
ser um oOrgdo transitorio complexo e funcional, que no curso de seu desenvolvimento
apresenta diversas modificagcOes. Desta forma a sobrevivéncia e o crescimento do feto séo
totalmente dependentes da placenta, que € responsavel pelas trocas fisiologicas entre mée e
feto. A placenta é constituida por uma parte fetal denominada de cério, e uma parte materna
denominada de decidua basal. Este 6rgdo é constituido por células genéticas e
imunologicamente diferentes, tanto da mae como do feto (JUNQUEIRA; CARNEIRO 2004;
WATSON; CROSS, 2005; OLIVEIRA et al., 2006).

A placenta consiste de quatro membranas, &mnio, cérion, saco vitelino e o alantoide.
O amnio é a membrana mais interna que envolve o feto e delimita a cavidade amnidtica,
conferindo protecdo. E completamente composto pelo tecido fetal, fato bastante importante
que caracteriza a natureza primitiva das suas células (AMBROSIO; MIGLINO, 2001;
BROLIO et al., 2010).

Pesquisas utilizando os anexos fetais como fonte de células-tronco tem inumeras
vantagens, primeiro pela grande quantidade de células, segundo pelo grande potencial de
expansdo e diferenciagdo, desta forma permitindo uma forma de coleta ndo invasiva de
tecidos que, normalmente, seriam descartados ap0s o parto. Este fato permite que o uso dessas
células na medicina humana seja mais eticamente aceitavel, tornando essa fonte, um grande
atrativo para terapia celular, pois estas células derivadas dos anexos fetais preservam
caracteristicas dos tecidos embrionarios. Desta forma exibem algumas caracteristicas de
células-tronco embrionarias como a expressao de alguns marcadores de superficie como o
Oct4 e grande capacidade proliferativa, sem demonstrar imunogenicidade (DIETERLEN-
LIEVRE et al., 2010; CREMONESI et al., 2011).

As células-tronco adultas sdo provenientes apds a fase do blastocisto. Sdo encontradas

nos tecidos adultos como repositoras fisiologicas do organismo (JURGAET al., 2006;
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CAPLAN, 2009). S&o celulas capazes de dar origem aos mais de 250 tipos diferentes de
tecidos do adulto (ZAGO; COVAS, 2006).

Para entender os mecanismos da fisiologia placentaria e entender as diferentes formas
de placentacéo e suas peculiaridades anatémicas dos diversos tipos placentarios, os modelos
animais tem sido alvo de estudo da morfologia e da bioldgica placentaria ha muito tempo.
Muito do que se sabe hoje sobre anatomia e fisiologia placentaria é resultado de extensos
estudos comparativos da morfologia e fisiologia placentaria durante a evolugdo dos animais
eutérios (MOORE; PERSAUD, 2008).

Nos carnivoros o tipo de placenta encontrada é zonéria, onde a interface de contato
entre os tecidos materno e fetais restringe-se a uma cinta ao redor do saco coriénico (LEISER,;
KAUFMANN, 1994), ou seja, as vilosidades estdo dispostas em forma de anel ou cinturdo
gue envolve o feto no sentido transversal, determinando, assim, uma zona placentaria restrita.
Microscopicamente as vilosidades, em carnivoros, assemelham-se a um labirinto, fato que
relaciona mais intimamente os tecidos maternos e fetais. Nas bordas da placenta zonéria
observa-se uma estrutura classificada como “hematoma” que resulta de hemorragia materna
guando a invasao do trofoblasto no endométrio uterino. Estes hematomas desempenham papel
importante na nutricdo do feto, pois o0 sangue materno é uma fonte importante de ferro
(AMBROSIO, 2009).

3.3 CELULAS-TRONCO

As células-tronco tem sido alvo de estudo de varios grupos de pesquisa ha alguns
anos. As células-tronco sdo definidas como células que tem a capacidade de dividir-se
(autoreplicacéo) durante toda a vida de um individuo. Sempre que em condicGes apropriadas,
com sinais corretos de microambiente estas células podem dar origem (diferenciam-se) em
diferentes linhagens com caracteristicas e fun¢bes especializadas como midcitos, neurénios e
hepatodcitos (KERKIS et al., 2001; VERFAILLIE et al., 2002; HWANG, 2004; McBEATH et
al., 2004; PARDO, 2005; SEMB, 2005; WANG et al., 2005; KIM et al., 2005; ARCE et al.,
2007; BREVINI et al., 2007; KAKEGAWA et al., 2008; KUIJK et al., 2010).

O interesse dos pesquisadores em entender a biologia das células-tronco embrionérias

cresce exponencialmente, uma vez que ha evidéncias de que células-tronco que apresentam
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diferente graus de pluripoténcia podem ser derivadas ndo apenas do embrido, mas também de
tecidos extra-embrionarios como a placenta e o corddo umbilical (PELOSI et al., 2011).

As células-tronco embrionéarias expressam uma série de marcadores caracteristicos de
progenitores totipotentes que facilitam sua identificacdo. Contudo, as células-tronco
embrionarias derivadas do blastocisto sdo capazes de gerar teratomas quando injetadas em
camundongos imunosuprimidos, enquanto que as germinativas ndo apresentam essa
habilidade (LAWSON; HAGE, 1994; SHAMBLOTT et al., 1998; ODORRICO et al., 2001;
SAITO et al., 2002; VERFAILLIE et al., 2002; SEMB, 2005; ARCE et al., 2007).

Uma das vantagens da utilizagdo de células-tronco embrionarias como base na terapia
é sua habilidade de se proliferar indefinidamente, e de sua capacidade de gerar uma grande
variedade de grupos celulares, o que permite uma melhor manipulacdo e controle do processo
de diferenciacdo dessas células in vitro (WEISSMAN, 2000; VERFAILLIE et al., 2002;
ARCE et al., 2007). Em contrapartida, por tratar-se de células altamente indiferenciadas,
podem induzir a formacdo de certas neoplasias como teratomas, portanto as implicagdes éticas
guanto ao estudo e a possivel utilizacdo de células de origem embrionarias ainda sdo questdes
muito abertas (PERA et al., 2000; DOSS et al., 2004).

As células-tronco apresentam caracteristicas diferentes de acordo com o tipo de tecido
que originam, e podem ser classificadas como: totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou
unipotentes. O termo totipotentes refere-se ao potencial que estas células tém de gerar um
embrido completo (o embrido propriamente dito e os anexos embrionarios) (MARTIN, 1981;
EVANS et al., 2003; WANG et al., 2005; ARCE et al., 2007; BREVINI et al., 2007; YU et
al., 2008; KUIJK et al., 2010; LEDDA et al., 2010; WENCESLAU et al., 2011).

As células multipotentes séo aquelas que podem dar origem a precursores relacionados
somente a um dos trés folhetos embrionarios, por exemplo, células-tronco que dédo origem a
tecidos derivados exclusivamente da endoderme como tecido pancreatico ou pulmonar
(PARDO, 2005; WANG et al., 2005; ARCE et al., 2007). E a tltima categoria corresponde as
células unipotentes, que correspondem as células que s6 podem gerar células filhas que se
diferenciam ao longo de uma Unica linhagem celular, ou seja, produzem somente um Gnico
tipo celular maduro (KUIJK et al., 2010).

As células-tronco sdo oriundas de duas fontes: embrido (células-tronco embrionarias) e
do organismo adulto (células-tronco adultas). As células-tronco adultas sdo encontradas em
diversos tecidos, como: a medula dssea, sangue, figado, sistema nervoso, sistema muscular
entre outros (ORLIC et al., 2001; VERFAILLIE et al., 2002; BAKSH et al., 2004; WAGERS;
WEISSMAN, 2004; ARCE et al., 2007).



25

Nos estdgios iniciais do desenvolvimento embriondrio ndo ha evidencias de
comprometimento de linhagem especifica até pelo menos 0 momento da transicdo materno-
zigotica, momento em que ocorre a ativacdo da transcricdo e a expressdo de genes
embrionarios. Esse estagio em embriBes caninos ocorre quando ele atinge oito células
(REYNAUD, 2005). Conforme o desenvolvimento embrionario progride, ha a formacdo de
uma cavidade chamada de blastocele, e essa separagdo entre as células pelo acimulo de
liquido dentro do blastocele define morfologicamente a primeira fase de diferenciacdo e
comprometimento a linhagem especifica da células embrionarias.

Pesquisas identificaram as células-tronco em vérios 6rgdos e tecidos adultos
(FIGUEIRA et al., 2011). Estas sdo identificadas com marcadores especificos, como por
exemplo Nanog, Oct4 e Sox2. Séo proteinas com fatores de transcricdo presentes em células-
tronco embrionarias. Pesquisas recentes tém mostrado a presenca dessas células, classificadas
como celulas-tronco estaminais em 6rgdos reprodutivos (CALLONI et al., 2013).

Nanog, Oct4 e Sox2 sdo trés fatores de transcricdo conhecidos na manutencdo da
pluripoténcia de células-tronco embrionéarias. Sdo expressos durante as fases iniciais do
desenvolvimento do embrido. Boyer et al., (2005) tém demonstrado que muitos genes tornam-
se ativos em diversos tecidos em fases posteriores do desenvolvimento.

Durante a vida reprodutiva das fémeas, ocorrem diversas alteracbes no endométrio,
desta forma esse 6rgdo necessita de uma capacidade notavel de proliferacdo do tecido. Assim,
estas células-tronco pluripotentes desempenham um papel importante no funcionamento do
endométrio e renovacdo. Este processo proliferativo no Utero permanecer sob o controle de
hormdnios ovarianos, portanto, esses hormdnios também influenciariam nas propriedades da
celulas-tronco uterinas (XU et al., 2011; FIGUEIRA et al., 2011; LUPICKA et al., 2015).

Pesquisas tém avaliado possiveis marcadores especificos para células-tronco
progenitoras do endométrio. Ainda ndo existem marcadores especificos conhecidos para estas
células. Estes estudos se fazem necessarios para validar os marcadores que progenitoras
endometriais expressam. Sabe-se que o fator de transcricdo Oct4 é crucial para manutencao da
pluripoténcia e é expresso por células estaminais embrionérias, células germinativas e em
embrides em varias fases de desenvolvimento (TAI et al., 2005). Em 2005, a expressao de
Oct4, foi demonstrada pela primeira vez em tecido endométrio humano, mas os tipos de
células ndo foram determinados (MATTHAI et al., 2006).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Detectar a presencga de proteinas relacionadas a multipoténcia ou pluripoténcia mediante
a utilizacdo de imunohistoquimica, das células-tronco progenitoras derivadas da cinta

placentaria e do utero de carnivoros domésticos (Canis familiaris e Felis domesticus).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eDeterminar os sitios de localizacdo dessas células presentes na cinta placentaria e no
Gtero de cées e gatos;

e Verificar diferencas na localizacdo e quantidade destas células nas duas espécies aqui
citadas;

e Determinar o periodo gestacional (inicio: 8 a 20 dias; meio: 21 a 30 dias; termo 31 a 60
dias) ou ndo (fémeas nuliparas e p6s parto) no qual estas células podem ser obtidas

em quantidade adequada e suficiente para sua caracterizacao e fututa utilizacao.
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5 MATERIAL E METODOS

Apbs aprovacio do Comité de Etica CEUA/FMVZ, sob protocolo ndmero
8402270515 emitido em 11/11/2015 o projeto experimental, foi conduzido como mostra o

texto a seguir.

5.1 COLETA DO MATERIAL

Os uteros gestantes foram  procedentes de programas sociais de
ovariosalpingohisterectomia (OSH) e controle populacional de cées e gatos sem raca definida
(SRD) da populacdo carente, na cidade de Pirassununga/SP (Figura 1). Foram coletados 24
uteros gravidicos de animais higidos, em diferentes idades gestacionais. Esse material foi
dividido em trés fases distintas “inicio” que compreende de 8 a 20 dias de gestacdo; “meio”
que vai de 21 a 30 dias de gestacdo ¢ o “termo” de 31 a 60 dias de gesta¢do. Tanto de fémeas
caninas quanto felinas, quatro Uteros de cada fase, totalizando 20 Gteros de cdes e 20 de
felinos. Foram coletados 8 Uteros de fémeas nuliparas (4 de cadelas e 4 de gatas) e 8 Uteros
com um més pés-parto (4 de cadelas e 4 de gatas) (Quadro-1).

Quadro 1 — Uteros de cées e gatas coletados para a realizagio desta pesquisa.

Inicio Meio Termo nuliparas Pos- Total
Periodos gestacdo | gestacdo | gestacdo parto
Caes/Uteros 4 4 4 4 4 20
Gatas/Uteros 4 4 4 4 4 20

As fases gestacionais foram divididas dessa forma, uma vez que o material coletado
proveniente de campanhas de castragdo, ndo ofereceu condicdo para determinar com certeza a
fase da gestacdo na qual as amostras foram coletadas. Assim as idades gestacionais foram
estimadas de acordo com Evans, Sack (1973) e Pieri et al., 2015 (Tabela 1).

Os uteros foram transportados em isopor com gelo para o laboratorio de Células-

Tronco e Terapias Génicas (UDHC) no Departamento de Medicina Veterinaria (ZMV), onde
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foram fragmentados em espessura aproximada de 0,5cm?, preservando a arquitetura do Utero e

cinta placentéria.

Figura 1 — Campanha de castracéo, Uteros gestantes de cadelas e gatas da Cidade de Pirassununga-SP.

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Programa Social de castracdo de cadela (A) e gata (F), Utero de cadela (B) e gata (F) com
aproximadamente 45 dias de gestacdo. Imagem de feto de cdo (C) e gato (G) envoltos pela placenta
com a presenca da cinta placentaria (seta). D (cdo) e H (gato) fetos com a cinta placentaria em

destaque (seta). I Cinta Placentéria de cdo.
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Tabela 1 - Desenvolvimento embrionario em cdes e gatos domésticos.

Day of
gestation
Crown-rump

Embryonic development Dog Cat (mm)
Development of the yolk sac 2122 2] 67
Appearance of the primitive streak 21-22 2]
Neural plate and cephalic process 21-22 2]
Gill arches, the heart primordium arises 2122 2]
Early development of the heart 2122 -
Notochord fully formed 2225 - 10-17
Primitive gut 22-25 2225

Demarcation of the optic sulcus and optical  22-25  22-25§
globe (pigmentation)

Early development forelimb and hindlimb 22-25 22-25

Heart (atnal and ventricular cameras) 22-25 22-25

Brain vesicles (forebrain, midbrain and 22225 22225
hindbrain)

Bud emergence respiratory 2225 22225

Primitive mesonephros (kidney glomeruli) 22-25 2225

Tail and head (frontal, head and neck) 26-27 27 20

Gastrointestinal system (oral cavity. tongue. 26-27 27
oesophagus, trachea)

Respiratory system 18 noted, well-developed  28-32  28-32 22-30
nasal cavity

Pelvic members (separation of digits) 28-32 2832

The urogenital system (mesonephros) 28-32 2832

Cardiovascular system (complete) a5 32 30-35

Optic pigmented, retina 35 32

Body totally formed (Foetus) 35 -

Genital organs differentiate a5

Fonte: (PIERI et al. 2015).

5.2 ANALISE HISTOLOGICA

Para avaliacdo histolégica, os fragmentos dos Uteros ja fixados em solucdo de
paraformoldeido 4%, foram processados segundo técnicas rotineiras de processamento de
tecidos: desidratacdo em &lcool (de 70% a 100%), diafanizacdo em xilol e inclusdo em
parafina (Histosec®) (TOLOSA et al., 2003).

Ap6s emblocados, estes foram submetidos a microtomia em micro6tomo automatico

(Leica) cortados com espessura de 5um, desparafinizados e corados seguindo técnicas



32

rotineiras de Hematoxilina e Eosina (HE) (LILLIE; FULMER, 1976) para anélise tecidual.
Todo o material foi devidamente fotodocumentado (microscépio Nikon eclipse 80i).

5.3 IMUNOHISTOQUIMICA

Para a realizacdo dos protocolos de imunohistoquimica foi utilizado o mesmo material,
uteros de cadelas e gatas em diferentes fazes gestacionais, Uteros de nuliparas e pos-parto
como ja descrito anteriormente. Os blocos foram cortados sequencialmente e colocados em
laminas silanizadas, com dois (2) cortes por lamina, sendo um (1) para o controle negativo.

A andlise e identificacdo das células pluripotentes da regido composta pelo Utero e
cinta placentaria de carnivoros domésticos, foi realizada com a marcacédo dos anticorpos anti-
Nanog, anti-Oct4 e anti-Sox2 (Quadro 2).

Os protocolos utilizados com os anticorpos anti-Nanog, anti-Oct4 e anti-Sox2 nas duas
espécies estudadas foram re-adequados, tanto para cadelas como para gatas. Desta forma
subdividiremos os protocolos utilizados.

Quadro 2 — Anticorpos primarios utilizados para caracterizagdo das células pluripotentes de Uteros de cadelas e
gatas. Técnica utilizada: imunohistoquimica.

Anticorpo Diluicéo Catalogo Empresa | Marcacdo | Especificidade

Céo 1:50 ab80892 Abcam® nuclear 90%
Anti-Nanog | Gato 1:100

Cdo 1:200 ab18976 Abcam® nuclear 90%
Anti-Oct4 Gato1:50

Cdo1:200 ab97959 Abcam® nuclear 90%
Anti-Sox2 | Gato 1:200

5.3.1 Detecgdo da proteina Nanog por imunohistoquimica

1° Dia
As laminas foram desparafinizadas em xilol, totalizando trés passagens de 10 minutos
cada, em alcool de forma decrescente (100%, 90% e 70%) por 3 minutos cada passagem e

finalizamos com a lavagem em agua destilada por 3 minutos.
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Para o desmascaramento utilizamos o tampéo citrato 1x (pH 6.0), diluido em PBS no
formo micro-ondas (38c°) por 20 minutos. Deixamos esfriar em temperatura ambiente por +
20 minutos e lavamos com TBS + Triton a 0,1%. Em seguida deixamos no Hcl diluido em
agua destilada por 20 minutos a 38°C. Apds mais 3 lavagem com Triton + TBS.

Realizamos o bloqueio com Peroxidase 0,6% diluido em metanol por 30 minutos no
escuro; o bloqueio com leite desnatado a 5% por 45 minutos e a incubacdo das laminas com
Anticorpo primario (Nanog 1:50). As laminas permanecem overnight em camara Umida
(geladeira 4°C).

O protocolo do gato difere na diluicdo da peroxidade, sendo a 0,3% diluido em metanol por
20 minutos no escuro, o blogueio com leite desnatado a 5% por 30 minutos e a incubacgédo das

laminas com Anticorpo priméario (Nanog 1:100).

2° Dia
Foi utilizado o Kit Dako Advance ™ product n° K406987 (utilizado conforme
indicacdo do fabricante). As Laminas foram contrastadas com Hematoxilina. A avalia¢do da

imunohistoquimica e imagens digitais foram adquirida no microscdpio Nikon eclipse 80i.

5.3.2 Detecc¢do da proteina Oct4 por imunohistoquimica

1° Dia

As laminas foram desparafinizadas em xilol, totalizando trés passagens de 10 minutos
cada, em alcool de forma decrescente (100%, 90% e 70%) por 3 minutos cada passagem e
finalizamos com a lavagem em agua destilada por 3 minutos.

Para o desmascaramento utilizamos o tampéo citrato 1x (pH 6.0), diluido em PBS no
formo micro-ondas (38c®) por 20 minutos. Deixamos esfriar em temperatura ambiente por +
20 minutos e lavamos com TBS + Triton a 0,1%. Em seguida deixamos no Hcl diluido em
agua destilada por 20 minutos a 38°C. Apds mais 3 lavagem com Triton + TBS.

Realizamos o blogueio com Peroxidase 0,6% diluido em metanol por 45 minutos no
escuro; foram lavadas por 3 vezes com Triton + TBS. Bloqueio com Dako 10 minutos e a
incubacdo das laminas com Anticorpo primario (Oct4 1:200). As laminas permanecem

overnight em camara imida (geladeira 4°C).
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% O protocolo do gato difere na diluicdo da peroxidade, sendo a 0,3% diluido em metanol por

20 minutos no escuro, 0 blogueio com leite desnatado a 5% por 30 minutos e a incubacao das
laminas com Anticorpo primario (Nanog 1:100). Ao invés de usarmos o bloqueio com Dako,
usamos o com leite desnatado a 5% por 30 minutos a 38°C. A incubagéo das laminas como
Anticorpo primério (Oct4 1:50).

2° Dia
Utilizamos o Kit Dako Advance ™ product n® K406987 (utilizado conforme indicacéo
do fabricante); e as laminas foram contrastadas com Hematoxilina. A avaliacdo da

imunohistoquimica e imagens digitais foram adquirida no microscépio Nikon eclipse 80i.

5.3.3 Detecgdo da proteina Sox2 por imunohistoquimica

1° Dia

As laminas foram desparafinizadas em xilol, totalizando trés passagens de 10 minutos
cada, em alcool de forma decrescente (100%, 90% e 70%) por 3 minutos cada passagem e
finalizamos com a lavagem em agua destilada por 3 minutos.

Para o desmascaramento utilizamos o tampdo citrato 1x (pH 6.0), diluido em PBS no
formo micro-ondas (38c®) por 20 minutos. Deixamos esfriar em temperatura ambiente por +
20 minutos e lavamos com TBS + Triton a 0,1%. Em seguida deixamos no Hcl diluido em
agua destilada por 20 minutos a 38°C. Deixamos esfriar em ambiente por uma hora e meia.
Apbs mais 3 lavagem com Triton + TBS.

Realizamos o bloqueio com Dako 10 minutos e a incubagdo das laminas com
Anticorpo primario (Sox2 1:200). As laminas permanecem overnight em camara umida
(geladeira 4°C).

O protocolo do gato difere na diluigdo da peroxidase, sendo a 0,3% diluido em metanol por 30

min. no escuro.
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2° Dia
Utilizamos o Kit Dako Advance ™ product n® K406987 (utilizado conforme indicagéo
do fabricante). As laminas foram contrastadas com Hematoxilina. A avaliacdo da

imunohistoquimica e imagens digitais foram adquirida no microscépio Nikon eclipse 80i.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacgdo das expressfes das proteinas Nanog, Oct4 e Sox2 entre periodos
gestacionais e ndo gestacionais recorremos ao teste ANOVA — Tukey’s multiple comparisons
test. Onde as ldminas foram dividias em 20 campos e 10 foram contados. Os testes estatisticos
foram realizados com o programa do software GraphPad Prism4®. O nivel de significancia
escolhido foi de 5% (p< 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE HISTOLOGICA

Histologicamente, as paredes do Utero sdo espessas e sdo formadas por trés camadas
distintas. Externamente o perimétrio é constituido de tecido conjuntivo (ou adventicia), o
miométrio uma camada de mdsculo liso, e 0 endométrio ou mucosa uterina que reveste a
cavidade do 6rgdo. O epitélio da regido do endométrio é colunar ou cubdide simples (cadelas
e gatas), as glandulas uterinas sdo ramificadas e simples e encontram-se no interior da lamina

propria (Figura 2).

Figura 2- Utero de cadela e gata nuliparas.

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).
Legenda: Fotomicrogréfia Utero de cadela (A) e Gata (B) nuliparas. (P) perimétrio, (M) miométrio, (E) endométrio.

A placenta deriva do endométrio e da membrana corio alantdide, e pode ser
classificada de acordo com algumas caracteristicas particulares. Nos carnivoros ela é zonal,
onde uma porcdo é semelhante a um cinto. Lamelar, onde a superficie fetal e materna
aproxima-se formando um labirinto interligado, uma estrutura bem complexa. Endoteliocorial
onde temos quatro camadas celulares que separam o sangue materno e fetal.

Na Figura 3 (Utero de cadela) e Figura 4 (Gtero de gata) notamos microscopicamente a
relacdo das alteracdes morfoldgicas que ocorrem no Gtero materno nas trés fases distintas,
Inicio, Meio e Termo de uma gestag&o.



Figura 3- Utero de cadela em trés periodos da gestagéo.

V V
\V; 7 0
E
= ’
PL
A B 33
p = *
- O o7
V. E
=
N \
‘ PL
C g—,
500 ym |

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicrogréfia Gtero de cadela gestante. Gestagdo de aproximadamente 8 dias (A), 30 dias (B)

e 45 dias (C). P perimétrio, (Estrela) miométrio, E endométrio, PL placenta. Glandulas
endometriais ( ), Lamelas o0 que caracteriza a interdigitacdo materno-fetal da placenta
dos carnivoros (s¢12).

Comparando as trés imagens (A, B e C) podemos observar a mudanga gradativa que ocorre no
percurso da gestante. (A) observamos um Gtero mais espesso, rico em vasos sanguineos (V).
Regido de glandulas endometriais ( ) com pouca alteracdo quando comparada as demais
fases. O endométrio, camada funcional estroma endometrial, local em que se situam as
glandulas endometriais e 0s vasos maternos organizando as Lamelas.

(B) e (C) regido de miométrio (Estrela) mais hiperplasica. Regido de glandulas endometriais
( ) mais dilatadas, na figura (C) muito evidente essa dilatacdo e aspecto mais tortuoso.
As Lamelas mais definidas, destacando o labirinto placentario (interdigitacdo materno-fetal)

(c01).
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Figura 4- Utero de gata em fases distintas da gestag&o.

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicrogréfia Utero de gata gestante. Gesta¢do de aproximadamente 12 dias (A), 30 dias (B) e
50 dias (C). perimétrio, (P), miométrio (M), endométrio (E), placenta (PL). Glandulas
endometriais (estrela), Lamelas o que caracteriza a interdigitacdo materno-fetal da placenta dos
carnivoros (sct2). Comparando as trés imagens (A, B e C) observamos a mudanga gradativa do
endométrio, espessura do perimétrio que ocorre no decorrer da gestacdo dos felinos
domésticos.
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6.2 IMUNOHISTOQUIMICA

Para uma compreensdo clara dos nossos resultados, os periodos gestacionais foram
divididos e analisados das duas espécies aqui estudadas, em trés periodos. O primeiro periodo
corresponde o “Inicio” que vai do oitavo ao vigésimo dias de gestacdo (Figuras 6, 7, 8 e 9). O
segundo periodo o “Meio” que corresponde o vigésimo primeiro ao trigésimo dias de
gestacdo (Figuras 10 e 11), e o tltimo periodo, “Termo” que compreende o trigésimo primeiro
ao sexagésimo dias de gestacdo (Figura 12).

Foram também analisados Uteros de fémeas nuliparas (Figura 5) e Uteros de fémeas
com um més apds o parto (Figura 13).

As analises de imunohistoquimica foram realizadas como uma ferramenta para que
pudéssemos caracterizar e analisarmos as expressdes de marcadores proteicos caracteristicos
das células pluripotentes existentes na regido da cinta placentaria e no Gtero de carnivoros
domeésticos em diferentes fases de gestacdo, Uteros de nuliparas e Uteros pos-parto. A
expressao de marcadores proteicos associados a células-tronco pluripotentes Nanog, Oct4 e
Sox2 foram analisadas.

A expressdo dos marcadores de pluripotencialidade, Nanog e Sox2, ficou evidente em
grande proporcao nas células da regido de perimétrio, miométrio e endométrio materno e em
algumas fases da gestacdo nas vilosidades do cérion fetal em ambas as espécies aqui
estudadas. Estas proteinas sao marcadores nucleares.

Diversos protocolos com o marcados Oct4 foram testados para o Utero de gatas, mas
nenhum foi positivo. Em cadelas o marcador funcionou.

No cdo obtivemos marcagdo positiva em todas as regides dos uteros gravidicos e ndo
gravidicos. Estas marcacGes puderam ser observadas em grandes proporcdes nas células
uterinas e da regido lamelar.

A expressdo dos marcadores proteicos Nanog, Oct4 e Sox2 se deu de maneira intensa
independente da fase em que o Utero canino encontrava-se. Desta forma as analises
imunohistoquimicas sugerem que estas proteinas estdo presentes em qual quer idade e fase

que o Utero destas espéecies encontre-se.
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Figura 5 — Fotomicrografias de Gtero de cadela e gata nuliparas.

Oct4

Sox2

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Utero de cadela (A) e gata (a) nuliparas (HE Barra = 500um). Nas figuras B e C (céo-
Nanog Barra= 500um) podemos observar os nlcleos das células bem marcado. As figuras b e ¢ (gata-
Nanog Barra= 500um) as marcages sao evidentes. D e E (cdo0-Oct4 Barra= 500um) marcagao positiva F
e G (cdo-Sox2 Barra= 500um) ndcleos celulares bem marcados por todo tecido analisado. Figuras f e g
(gata-Sox2 Barra= 500um) nucleos celulares do epitélio das glandulas endometriais positivas.
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Figura 6 — Fotomicrografias de U(tero gestante. Cadela e gata na primeira fase de gestagdo, com
aproximadamente oito dias de gestac&o.

Nanog

Oct4

Sox2

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Utero de cadela (A) e gata (a) na primeira fase de gestacdo, com aproximadamente 8
dias de gestacdo (HE Barra = 500um). Nas figuras B e C (co-Nanog Barra= 500pum) podemos observar
0s nucleos das células pluripotentes bem marcado. As figuras b e c (gata-Nanog Barra= 500um) as
marcacgBes sdo evidenciadas, mas ndo na quantidade observada em cadelas. D e E (c&o-Oct4 Barra=
50um) marcagdo positiva, na figura E os nlcleos das células musculares (musculo liso) bem marcados. F
e G (cdo-Sox2 Barra= 500um) ndcleos celulares bem marcados por todo tecido analisado. Figuras fe g
(gata-Sox2 Barra= 500um) nucleos celulares do epitélio das glandulas endometriais positivas.
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Figura7 -  Fotomicrografias de Utero gestante de cadela, primeira fase de gestagdo, com aproximadamente
dez dias de gestacéo.

Nanog

Oct4

Sox 2

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Gtero de cadela (A), com aproximadamente 10 dias de gestacdo (HE Barra = 200um).
Nas figuras B e C (cdo-Nanog Barra= 50um) observamos um grande nimero de células positivas,
incluindo células musculares. D e E (cdo0-Oct4 Barra= 50um) marcagdo positiva, inclusive em epitélio
glandular. F e G (cdo-Sox2 Barra= 50um) um ndmero menor de células positivas com este marcador na
regido de endotélio, em compensacdo na regido de miométrio muitas células positivas.
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Figura 8 — Fotomicrografias de Utero gestante. Cadela e gata na primeira fase de gestagcdo, com
aproximadamente 15 dias de gestac&o.

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Utero de cadela (A) e gata (a) na primeira fase de gestagdo, com aproximadamente
15 dias de gestacdo (HE Barra = 200um), nestas imagens ja conseguimos observar a placenta (PL).
Nas figuras B e C (cdo-Nanog Barra= 50pm) nucleos das células pluripotentes bem marcado por todo
0 tecido. As figuras b e ¢ (gata-Nanog Barra= 50um) células positivas em grande quantidade. D e E
(cd0-Oct4 Barra= 50um) marcagdo positiva inclusive no epitélio glandular. F e G (c&o-Sox2 Barra=
50um) células bem marcadas, na figura G podemos observar tecido placentario positivo para Sox2.
Figuras f e g (gata-Sox2 Barra= 50um). Na imagem f ndcleos celulares do epitélio e das glandulas
endometriais positivas. g tecido placentario de felino positivo pra Sox2.
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Figura 9 - Fotomicrografias de U(tero gestante. Cadela e gata na primeira fase de gestagdo, com
aproximadamente 20 dias de gestac&o.
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Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Utero de cadela (A) e gata (a) na segunda fase de gestagdo, com aproximadamente
20 dias de gestacdo (HE Barra = 200um). Nas figuras B e C (cdo-Nanog Barra= 50um) glandulas
endometriais aumentadas, células do epitélio positivas pra Nanog. As figuras b e c (gata-Nanog
Barra= 50um) células positivas pelo tecido e no epitélio glandular. Na figura ¢ destaque para um nicho
de células positivas pra Nanog. D e E (cd0-Oct4 Barra= 50pm) marcacdo positiva e na imagem E um
grupo de células positivas pra Oct4. F e G (cdo-Sox2 Barra= 50um) células bem marcadas. Figuras f e
g (gata-Sox2 Barra= 50um) células positivas por todo tecido.
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Figura 10 — Fotomicrografias de Utero gestante. Cadela e gata na segunda fase de gestacdo, com
aproximadamente 25 dias de gestac&o.

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Utero de cadela (A) e gata (a) na segunda fase de gestacdo, com aproximadamente
25 dias de gestacdo (HE Barra = 200um). Nas figuras B e C (c8o-Nanog Barra= 50um) células
positivas pra Nanog. As figuras b e c¢ (gata-Nanog Barra= 50um) células positivas pelo tecido e no
epitélio glandular. D e E (c&o-Oct4 Barra= 50um) marcacéo positiva. F e G (cdo-Sox2 Barra= 50um)
células bem marcadas. Figuras f e g (gata-Sox2 Barra= 50um) células positivas por todo tecido e
regido de glandulas endometriais.
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Figura 11 - Fotomicrografias de Utero gestante. Cadela e gata na segunda fase de gestagdo, com
aproximadamente 30 dias de gestac&o.
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Fonte: (CASALS, J. B, 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Gtero de cadela (A) e gata (a) na segunda fase de gestagdo, com aproximadamente
30 dias de gestacao (HE Barra = 200um). Na figura B células positivas e C placenta com marcagdo
positiva (cdo-Nanog Barra= 50um). As figuras b e ¢ (gata-Nanog Barra= 50um) células positivas pela
regido Lamelar (RL). D e E (c80-Oct4 Barra= 50pum) marcacdo positiva. F e G (cdo-Sox2 Barra=
50um) células bem marcadas na imagem G um nicho de células positivas. Figuras f e g (gata-Sox2
Barra= 50um) células positivas por toda regido lamelar (RL).
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Figura 12 - Fotomicrografias de Utero gestante. Cadela e gata na terceira fase de gestacdo, com
aproximadamente 50 dias de gestac&o.

Nano

Oct4

Sox2

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Utero de cadela (A) e gata (a) na terceira fase de gestacdo, com aproximadamente
50 dias de gestacdo (HE Barra = 200um). Na figura B e C (cd0-Nanog Barra= 50um) células positivas
regido Lamelar (RL). As figuras b e ¢ (gata-Nanog Barra= 50um) células positivas para Nanog. D e E
(cd0-Oct4 Barra= 50um) marcagao positiva em regido de miométrio (M) e regido lamelar (RL). Fe G
(cdo-Sox2 Barra= 50um) células bem marcadas na regido lamelar. Figuras f e g (gata-Sox2 Barra=
50um) células positivas por toda regido lamelar.
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Figura 13 — Fotomicrografias de Utero de cadela e gata paridas, ap6s um més do parto.

Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Fotomicroscopia de Utero de cadela (A) e gata (a) com um més pos-parto (HE Barra = 200um). Na
figura B e C (cdo-Nanog Barra= 200um) células positivas em todo miométrio e endométrio. As
figuras b e c (gata-Nanog Barra= 200um) células positivas para. D e E (cdo0-Oct4 Barra= 200um)
marcagao positiva em regido de miométrio e endométrio. F e G (c8o-Sox2 Barra= 200um) células bem
marcadas em todas as regifes do Utero. Figuras f e g (gata-Sox2 Barra= 200um) células positivas por
todo 6rgéo.
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6.3 ANALISE ESTATISTICA

A guantificacdo das expressdes das proteinas de Nanog, Oct4 e Sox2 em amostras de
Uteros ndo gestantes e gestantes de cadelas e gatas em periodos diferentes da gestacdo foram
realizadas. As analises foram feitas com auxilio do software GraphPad Prism4®, teste
ANOVA — Tukey’s multiple comparisons test, onde o nivel de significancia foi p< 0,05.

Separamos quatro (4) Laminas de cada periodo gestacional e ndo gestacional,
dividimos estas em 20 campos e escolhemos aleatoriamente 10 campos, os quais foram
contados.

Do ponto de vista quantitativo, quando comparados os trés anticorpos utilizados nas
diferentes fases uterina das fémeas de cdo e gato observou-se:

N&o ha diferenca significativa na transcricdo das proteinas Nanog e Sox2 quando
comparadas as trés fases de uma cadela gestante. O Oct4 mostra uma diferenga significativa
(p=0,0064) entre as fases de inicio e meio e entra o inicio e a fase de termo.

Quando comparados os trés anticorpos entre si, nos trés periodos gestacionais ficou
evidente que temos uma diferenca (p=0,0005) somente da proteina Nanog com Oct4. Desta
forma pudemos observar que as células positivas sdo mantidas durante toda a gestacdo,
mesmo na fase final/termo da gestacdo onde se espera que tenha uma menor proliferacdo de
células pluripotentes. Isso provavelmente deve-se a mudanca que o 6rgdo sofre na sua
recuperacdo pos parto (Figura 14).

Na gata pudemos observar uma diferenca da proteina Nanog (p=0,0006) quando
comparadas as fases de inicio para a fase meio da gestagéo e, inicio para a fase termo.

As proteinas Nanog e Sox2 nas diferentes fases gestacionais ndo demonstraram
diferencas significativas (Figura 15).

No que se refere a fase nuliparas e pos-parto destaca-se que ndo houve diferenca
guando comparados os anticorpos na fase pos parto tanto de cadelas como de gatas. Na fase
nuliparas observou-se diferenca somente na cadela (p=0,0018) para os trés anticorpos (Figura
16).
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Figura 14 — Quantificacdo dos anticorpos nos diferentes periodos gestacional da cadela.
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Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Detec¢do da presenca das proteinas Nanog, Oct4 e Sox2 em fragmentos uterinos em
diferentes fases gestacional de cadela.
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Figura 15 — Quantificagdo dos anticorpos nos diferentes periodos gestacionais da gata.
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Legenda: Expressdo das proteinas Nanog e Sox2 em fragmentos uterinos em diferentes fases gestacional de
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Figura 16 — Quantificacdo dos anticorpos em Uteros nuliparas e pés-parto de cadela e gata.
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Fonte: (CASALS, J. B., 2016).

Legenda: Expressdo das proteinas Nanog, Oct4 e Sox2 em fragmentos uterinos de cadelas e gatas

nuliparas e ap6s o parto.
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7 DISCUSSAO

Macroscopicamente e microscopicamente, o Utero dos carnivoros domésticos ja foi
bem descrito por inimeros pesquisadores (BARONE, 1976; GETTY, 1981; DYCE et al.,
2004; AMBROSIO et al., 2004; MIGLINO et al., 2006). Na nossa pesquisa ndo observamos
nada que ja ndo tenho sido descrito macro e microscopicamente no utero de cadelas e gatas.

Analisamos as expressdes de proteinas em células-tronco pluripotentes de Uteros de
fémeas de carnivoros domésticos (nuliparas, em diferentes fases da gestacdo e pos parida),
como as proteinas Nanog, Oct4 e Sox2. Os fatores de transcricdo Nanog, Oct4 e Sox2
encontram-se no centro da regulacdo de genes responsaveis pela diferenciacdo celular esses
fatores estdo relacionados com a manutengéo da pluripotencialidade celular.

As células-tronco passam por um importante, processo de autorenovagdo, que garante
a manutencéo da pluripoténcia dessas células, conferindo a algumas delas a capacidade de se
dividir, mantendo seu estado de indiferenciacdo, tanto pela divisdo celular simétrica, quanto
assimétrica. A regulacdo da capacidade de autorrenovacdo destas células é feita por genes
cujos produtos interferem na prépria expressdo génica. Sox2 codifica uma proteina ndo
histbnica capaz de se ligar ao DNA, influenciando, positiva ou negativamente, a expressdo de
determinados genes; Oct4 participa de duas etapas cruciais na formacdo do embrido; a
primeira, na etapa da formacdo da morula com desenvolvimento da massa celular interna, que
é pluripotente, e do trofoectoderma. autorrenovacdo destas células e o seu estado
indiferenciado (NICHOLS et al., 1998; AVILION et al., 2003).

Em nossos experimentos observamos uma intensa marcacgdo dos fatores de expressao
Nanog e Sox2 por imunohistoquimica em células uterinas de cadelas e gatas. O Oct4 fica bem
evidente nos uteros de cadelas, em Uteros de gatas essa marcagdo quase ndo pode ser
observada. A marcagdo com Oct4 foi observada em endométrio humano por Matthai et al.,
2006.

Confirmamos que os marcadores de pluripoténcia Nanog, Oct4 e Sox2, sdo expressos em
tecidos endometriais. Esses resultados foram semelhantes em Utero de vaca, descrito por
Lupicka et al., 2015.

Fatores que estdo relacionados com a manutencdo da pluripotencialidade celular séo
os fatores de transcrigdo Oct4 e Nanog, estes encontram-se no centro da regulacdo de genes

responsaveis pela diferenciacdo celular. Estudos ja provaram que Oct4 regula diretamente
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Nanog e Sox2, também envolvido na manutencdo da pluripotencialidade (NICHOLS et al.,
1998; AVILION et al., 2003).

Durante a embriogénese, Oct4 € inicialmente ativado como fator materna no odcito e
permanece ativo em embrides durante todo o periodo de pré-implantacdo. O Oct4 é usado
como um marcador de células estaminais. Podemos encontrar o gene Oct4, expresso em
tecidos de tumores malignos, tais como tumores de células germinais e carcinoma
embrionarias.

Pesquisas demonstram que Oct4 também pode ser encontrado no endométrio humano
(MATTHALI et al., 2006), dando apoio a hipétese de regeneracdo endometrial por células-
tronco locais no tecido endometrial. Uma teoria confirmada pela presenca de celulas epiteliais
e do estroma clonogénicas endométrio humano em agir como células estaminais putativas.
Pesquisas vém apontando que as células estaminais especificas dos tecidos locais estariam
envolvidas na manutencao e regeneracdo do endométrio durante a fase folicular e durante a
menstruacéo.

Pesquisas referentes a células-tronco do epitélio uterino vem sendo realizadas em
humanos como fonte de possiveis terapias celulares. A existéncia de células-tronco no epitélio
endometrial humano vem sendo discutida (GARGETT et al.,, 2012.) Ratos sdo modelos
promissores nessas pesquisas uma vez que a fisiologia relacionada ao reprodutor feminino é
muito semelhante ao humano. Estudos com o epitélio endometrial de ratos sugerem que as
células do endométrio tém diferentes capacidade proliferativa (CHAN; GARGETT et al.,
2006).

O endométrio das espécies que ciclam apresentam propriedades Unicas de
regeneracdo. O organismo das fémeas permanece sob influéncia do estrogeno e progesterona
durante toda a vida reprodutiva, desta forma cada vez que ocorre a ruptura do tecido
endometrial (cio) ocorre a regeneragdo (SASSON; TAYLOR, 2008). Sendo assim,
acreditamos que um 6rgédo que passa por tantas mudangas possui uma fonte celular que ajude
na sua regeneracdo. Ou seja, uma possivel fonte de celulas-tronco pluripotentes.

A futura utilizacdo dessas celulas em ensaios clinicos, depende de mais pesquisas,
como obté-las, cultivo e expansdo. Quanto mais indiferenciada for uma célula, maior sera seu
potencial de uso em mudltiplas aplicagdes. Desta forma, a presenca de marcadores de
pluripoténcia como o Oct4, Sox2 e Nanog pode significar a existéncia de células primitivas
no epitélio uterino e cinta placentaria, aumentando ainda mais o interesse nessas células,
principalmente porque sdo oriundas de uma fonte de facil aquisicdo. Fonte esta que nédo

esbharra em conceitos éticos.
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8 CONCLUSAO

Da pesquisa realizada sobre as células-tronco localizadas na regido de cinta placentéria
e Utero de carnivoros domésticos (Canis familiaris e Felis domesticus), julgamos poder

concluir que:

1) Foi possivel a identificacdo das células que expressao proteinas pluripotentes em
diferentes idades gestacionais, tanto na regido de cinta placentéria e o proprio
complexo uterino ;

2) Apesar de semelhantes, as espécies aqui estudadas apresentaram diferencas na
realizacdo do protocolo da imunihistoquimica utilizado nesta pesquisa para
obtencdo da marcacdo destas células;

3) A quantidade de células pluripotentes pode variar de acordo com o periodo
gestacional, sendo em maior quantidade no inicio da gestacéo;

4) A utilizacdo deste 6rgdo como fonte de células-tronco se faz possivél e de facil
aquisicdo uma vez que a castracdo se faz necessaria para o controle populacional

dos cées e gatos;

Pesquisas relacionadas com as células-tronco do endométrio vém crescendo,
principalmente porque estas células podem ser facilmente obtidas, a partir de fontes
descartadas, sem entraves éticos. Desta forma tem o potencial de serem uma nova fonte para o

desenvolvimento na terapéutica como terapia celular.
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