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PERFIL DE EXPRESSAO DOS RECEPTORES PARA ESTEROIDES SEXUAIS E
ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO UTERO E PLACENTA DE GATAS
DOMESTICAS CICLICAS, GESTANTES E COM PIOMETRA

RESUMO

Os esteroides sexuais e as enzimas antioxidantes sdo importantes no desenvolvimento sexual
feminino e modulacdo adequada do ciclo estral, gestacdo e desenvolvimento fetal. Por isso,
alteracdes na sua sinalizacdo ou expressao estdo associadas a disfuncdes reprodutivas e doengas
gestacionais. Entretanto, a literatura carece de estudos sobre o perfil de expressdo espaco-
temporal dos receptores para esteroides sexuais e enzimas antioxidantes no sistema genital de
animais domésticos em condicdes fisiologicas e patologicas, principalmente na gata domestica.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressdo de receptores para
horménios sexuais e enzimas antioxidantes no Utero e placenta de gatas domésticas ciclicas,
gestantes e com piometra. Foram utilizados 37 animais e apés avaliacdo clinica, histopatoldgica
e do perfil plasmético de progesterona (Ps) e estradiol (E2), foram divididos nos seguintes
grupos experimentais: 1) proestro/estro (N=6); 2) diestro (N=7), 3) anestro (N=6); 4) piometra
(N=5); 5) Meio da gestacdo (N=7); 6) Final da gestacdo (N=6) (CEUA 029/21). Amostras de
utero e placenta foram coletadas durante a ovariohisterectomia e submetidas a avaliacdo
proteica ¢ génica da expressdo dos receptores para estradiol (ERa), progesterona (PR) e
androgénio (AR) e de enzimas antioxidantes (SOD1, CAT e GPX1) por imuno-histoquimica e
gPCR. Os dados foram avaliados pelo teste Student-Newman—Keuls (SNK) ou teste t de
Student. Em relacdo ao ciclo estral, o Utero de gatas em diestro apresentou menor expressao
génica e proteica de ERa ¢ PR comparado ao proestro/estro e anestro, diferente de catalase e
SOD1 que apresentaram maior expressdo no diestro (P<0.05). Gatas com piometra
apresentaram aumento da expressdo génica e proteica uterina de ERa, PR e GPX (P<0.05),
enquanto ocorreu reducdo significativa da expresséo proteica de catalase. Em gatas gestantes,
houve aumento da expressdo uterina de ERa, Pr e Sod1, principalmente no meio da gestacao,
comparado a gatas em diestro ndo gestacional, enquanto houve reducdo da imunomarcagéo
endometrial de catalase (P<0.001). Na placenta houve maior expressao de mRNA de Era, Pr,
Ar e Gpx1 ao final da gestagdo em relagdo ao meio da gestacdo (P<0.05), enquanto catalase
apresentou expressao fraca ou nula no meio e final da gestacdo. Conclui-se que a expressdo
uterina dos receptores para esteroides sexuais, principalmente ERa e PR, e enzimas
antioxidantes sdo modulados pelo ciclo estral e pela piometra em gatas domésticas. Além disso,
a gestacdo aumenta a expressao uterina de ERa, Pr e Sod1 em gatas, enquanto ha aumento da
expressao génica placentaria de Era, Pr, Ar e Gpx1 no final da gestacéo.

Palavras-Chave: Endométrio; Estrogeno; Inflamacdo; Receptor; Superdxido dismutase;
Trofoblasto; Gato.



EXPRESSION PROFILE OF RECEPTORS FOR SEX STEROIDS AND
ANTIOXIDANT ENZYMES IN THE UTERUS AND PLACENTA OF CYCLIC
DOMESTIC CATS, PREGNANT AND WITH PYOMETRA

ABSTRACT

Sex steroids and antioxidant enzymes are important in female sexual development and proper
modulation of the estrous cycle, pregnancy and fetal development. Therefore, alterations in its
signaling or expression are associated with reproductive dysfunctions and gestational diseases.
However, the literature lacks studies on the spatiotemporal expression profile of receptors for
sex steroids and antioxidant enzymes in the genital system of domestic animals under
physiological and pathological conditions, especially in the domestic cat. Thus, the aim of this
study was to evaluate the expression profile of receptors for sex hormones and antioxidant
enzymes in the uterus and placenta of cyclic, pregnant cats and of those with pyometra. Thirty-
seven animals were used and after clinical, histopathological and progesterone (Ps) and
estradiol (E2) plasma profile evaluation, they were divided into the following experimental
groups: 1) proestrus/estrus (N=6); 2) diestrus (N=7); 3) anestrus (N=6); 4) pyometra (N=5); 5)
mid pregnancy (N=7); 6) late pregnancy (N=6) (CEUA 029/21). Uterine and placenta samples
were collected during ovariohysterectomy and subjected to protein and gene evaluation of the
estradiol (ERa), progesterone (PR) and androgen (AR) receptors and of antioxidant enzymes
(SOD1, CAT and GPX1) by immunohistochemistry and gPCR. Data were evaluated using the
Student-Newman-Keuls (SNK) test or Student's t test. Regarding the estrous cycle, the uterus
of cats in diestrus showed lower gene and protein expression of ERoa and PR compared to
proestrus/estrus and anestrus, different from catalase and SOD1, which showed higher
expression in diestrus (P<0.05). Cats with pyometra showed increased gene and protein uterine
expression of ERa, PR and GPX (P<0.05), while there was a significant reduction in catalase
protein expression. In pregnant cats, there was an increase in the uterine expression of ERa, Pr
and Sod1, mainly in the mid pregnancy, compared to cats in non-gestational diestrus, while
there was a reduction in catalase endometrial immunostaining (P<0.001). In the placenta, there
was higher expression of mRNA of Era, Pr, Ar and Gpx1 in the late pregnancy in relation to
the mid pregnancy (P<0.05), while catalase showed weak or null expression in the mid and late
pregnancy. It is concluded that the uterine expression of sex steroid receptors, mainly ERa and
PR, and antioxidant enzymes are modulated by the estrous cycle and by pyometra in domestic
cats. Furthermore, pregnancy increases the uterine expression of ERa, Pr and Sodl in cats,
while there is an increase in the placental gene expression of Era, Pr, Ar and Gpx1 at the late
pregnancy.

Key words: Endometrium; Estrogen; Inflammation; Receptor; Superoxide dismutase;
Trophoblast; Cat.
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1 INTRODUCAO

Os horménios sdo substancias especializadas produzidas e liberadas por 6rgédos
enddcrinos e alguns neurbnios, que agem como mensageiros quimicos, controlando as células-
alvo por meio de receptores especificos. Na célula-alvo, os horménios atuam modulando a
expressdo génica e, dessa forma, controlando a sintese de determinadas proteinas, catalisando
ou retardando reacdes enzimaticas e/ou controlando o transporte de moleculas na camada
celular (COLE; SHORT; HOOPER, 2019). Quimicamente, os horménios podem ser
classificados como esteroidais, aminicos e proteicos, sendo eles derivados do metabolismo de
colesterol, da tirosina e de aminoécidos, respectivamente (WUTTKE; JARRY; SEIDLOVA-
WUTTKE, 2010).

Os principais horménios sexuais sdo a progesterona (P4), o estradiol (E2) e o
androgénio, que sdo fundamentais para o desenvolvimento e funcdo do sistema reprodutor, além
de modularem o ciclo estral/menstrual (COLE; SHORT; HOOPER, 2019; DI RENZO;
TOSTO; TSIBIZOVA, 2020). Eles sdo produzidos, em sua maioria, pelos testiculos e ovarios
e, em menor gquantidade, pelas glandulas adrenais e placenta (BRAUN et al., 2012; COLE;
SHORT; HOOPER, 2019). Falhas na sintese e/ou liberacdo dos esteroides sexuais, seja por
doencas genéticas, infecciosas ou metabdlicas, como também na expressao dos seus receptores,
sdo associadas a quadros de infertilidade masculina e feminina ou problemas gestacionais
(BULUN, 2014; HAMILTON et al., 2017; PIETTE, 2018; FARR et al., 2019). No entanto,
estudos sobre o perfil de expressdo dos seus receptores no trato genital de animais domésticos
sdo ainda escassos, principalmente no gato doméstico (AMELKINA et al., 2016).

Os receptores para esteroides sexuais sdo intracitoplasmaticos, devido a caracteristica
lipofilica desses hormdnios que ultrapassam facilmente a membrana celular. Ao se ligarem em
seus receptores, modulam a transcricdo génica, uma vez que 0s receptores estdo ligados a
sequéncias especificas do DNA (FUENTES; SILVEYRA, 2019). A expressdo desses
receptores é influenciada pela concentracdo sérica dos esteroides sexuais, sendo que a liberagcdo
destes € regulada pelo eixo hipotalamo-pituitario-gonadal (HPG). Inicialmente, ocorre a
secrecdo do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotalamo, que estimula a
liberacdo do horménio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH) pela pituitaria anterior.
No ovério, sob influéncia do FSH e LH, ocorre o desenvolvimento e maturacao folicular, que
envolve a produgdo de androgenos e estrogenos pelas células da teca e granulosa,
respectivamente. Com a ovulacéo e formacao do corpo luteo, ha producdo e manutencéo de
niveis elevados de progesterona, que ird realizar feedback negativo sobre a liberacdo das
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gonadotrofinas e GnRH (PIETTE, 2018; DI RENZO; TOSTO; TSIBIZOVA, 2020). Caso
ocorra a gestacdo, uma fonte complementar de progesterona, androgeno e estrogeno sera
proveniente da placenta e sera vital para a modulacdo do metabolismo materno e sucesso
gestacional (BRAUN et al., 2012; PIETTE, 2018; DI RENZO; TOSTO; TSIBIZOVA, 2020).

Estudos sobre a expressao do receptor de P4 (PR) no trato genital de mulheres e cadelas
tem sido realizados, principalmente por serem fatores preditivos do cancer de mama, ovario e
utero (LEE et al., 2005; KNUTSON et al., 2012; MAX et al., 2015). A deficiéncia de P4 ou
falha na expressao de seus receptores em ratos, camundongos e mulheres esta associada a
infertilidade, alteracbes no desenvolvimento do sistema genital, anovulagdo, nascimento de
fetos prematuros, aborto esponténeo, além do desenvolvimento de cancer de ovario e de mama
(LYDON et al., 1996; CELLS et al., 1999; ZHENG et al., 2014; MAX et al., 2015). Em gatas,
em contrapartida, os estudos sdo ainda escassos (LI; BOOMSMA; VERHAGE, 1992). Até o
momento, por imuno-histoquimica, foi demonstrado somente que a expresséo de PR e ER no
Utero de gatas varia de acordo com a fase do ciclo estral, com 0 aumento da imunomarcagao na
fase de estro e em animais ovariectomizados tratados com E2, enquanto a imunomarcacao
reduziu no Gtero de animais gestantes e em gatas ovariectomizadas tratadas com P4 (LI,
BOOMSMA,; VERHAGE, 1992).

Em relacdo aos receptores para estradiol, eles podem ser classificados em ERa, ERP e
ERy; ERa se localiza principalmente no Utero e sistema neuroenddcrino e sua auséncia esta
associada a infertilidade total, diferente do ERP que esta presente no ovario e animais knockout
para esse receptor apresentam apenas subfertilidade (OGAWA et al., 1999; BULUN, 2014).
Na deficiéncia de E2, ndo somente infertilidade e sobrepeso sédo observados em mulheres e
animais, como também osteoporose em mulheres, roedores, ovelhas e primatas ndo humanos
(OGAWA et al., 1999; MUELLER; KORACH, 2001; BULUN, 2014; KOMORI, 2015;
HAMILTON et al., 2017; FARR et al., 2019). No entanto, mesmo a gata sendo uma espécie
com ovulacdo induzida, o que difere de outras espécies animais domésticas e da mulher
(BINDER et al., 2019), estudos sobre o perfil de expressdo ovariana ¢ placentaria de ERa ¢
ERp nessa espécie animal ainda ndo foi realizado.

Além dos receptores para E2 e P4, os receptores androgénicos (AR) também estdo
presentes no ovario, tuba uterina, utero e placenta de mulheres, ratas, cadelas, vacas, ovelhas,
porcas e macaco-rhesus (VENDOLA et al., 1998; CARDENAS; POPE, 2002; VERMEIRSCH
et al., 2002; CHANG et al., 2013; KHATRI; HOFFMANN; SCHULER, 2013; DUAN et al.,
2019), sendo importantes para o desenvolvimento folicular e ovulagdo (CHANG et al., 2013;
ASTAPOVA; MINOR; HAMMES, 2019). Camundongos knockout para AR (ArKO)
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apresentam maior atresia folicular e reducdo da foliculogénese (CHANG, et al., 2013),
enquanto a delecéo génica de AR em ratas causou subfertilidade, redugéo da foliculogénese e
da taxa de nascimento (WALTERS; ALLAN; HANDELSMAN, 2008; CHANG et al., 2013).

No entanto, mesmo demonstrando a importancia dos esteroides sexuais e Seus
receptores na funcdo reprodutiva de ratas e camundongos, estudos sobre o seu perfil de
expressdo no sistema genital de fémeas domésticas sdo escassos, principalmente na gata
doméstica. O unico estudo presente na literatura, realizado por Amelkina e colaboradores em
2016, descreveu a expressdo de AR, PR e ER no corpo lateo de gatas domeésticas e felinos
silvestres, sugerindo a participacdo desses receptores na formagdo, manutencdo e regressao
luteal.

Além disso, a variacdo ciclica dos esteroides sexuais, tal como durante o processo de
gestacdo, estimula mudancas no perfil oxidativo no sistema reprodutor feminino (GOMEZ-
ZUBELDIA etal., 2002). A modulacéo do estado oxidativo e antioxidativo € minunciosamente
orquestrado para que processos como a ovulacdo, preparo do Utero para 0 processo de
implantacéo, gestacdo e parto possam ocorrer adequadamente.

Ja foi demonstrado em humanos que durante a janela de implantacéo e reestruturacao
das artérias espirais uterinas, momentos criticos para o sucesso gestacional, é requerido que o
Utero se apresente em estado prd inflamatério com elevados niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS- reactive oxygen species). Os perfis enzimaticos so variaveis de acordo com o
horménio predominante e suas inter-relacdes durante as fases reprodutivas. Nesse sentido,
demonstrou-se que o aumento de estradiol e androgenos aumenta o estresse oxidativo e diminui
a atividade de enzimas antioxidantes como a catalase (CAT) no Utero de ratas
(GOMEZZUBELDIA et al., 2002). A progesterona, por outro lado, estimula positivamente a
atividade da glutationa peroxidase (GPX) no Gtero de roedores (GOMEZ-ZUBELDIA et al.,
2002; XU et al., 2014).

No entanto, até 0 momento, avaliacdo do perfil de enzimas antioxidantes no trato genital
de gatas domeésticas ciclicas e gestantes ainda néo foi realizada. Além disso, até 0 momento,
ndo ha estudos sobre o perfil dos receptores de esteroides sexuais e enzimas antioxidantes em
condi¢Bes inflamatdrias uterinas em gatas domésticas, como a piometra (STANLEY;
PACCHIANA, 2008; OLIVEIRA et al., 2017; PRAPAIWAN et al., 2017). Embora a piometra
seja a principal doenca inflamatéria do trato genital de cadelas e gatas (STANLEY;
PACCHIANA, 2008; PRAPAIWAN et al., 2017), estudos sobre essa condi¢cdo em gatas séo
ainda escassos (AGUDELO, 2005; HAGMAN et al., 2014). Em cadelas com piometra, ha
aumento da expressdo de PR, enquanto ndo ocorre diferenca na expresséo de ER, sugerindo que
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alteracdo na expressdo do receptor para P4 esteja envolvido na patogénese da piometra em
cadelas (PRAPAIWAN et al., 2017; MARINKOVIC et al., 2018).

Assim, considerando a importancia dos receptores para esteroides sexuais e enzimas
antioxidantes na fisiologia reprodutiva de fémeas e em condicGes patoldgicas do trato genital,
estudar o perfil de expressdo de ER, PR, AR, SOD, CAT, GPX no utero e placenta de gatas
domeésticas é fundamental para conhecer melhor a morfofisiologia reprodutiva desta espécie
animal. Além disso, avaliar o envolvimento desses hormonios e enzimas antioxidantes na
patogénese da piometra em gatas é importante para a clinica e manejo reprodutivo dessa espécie

animal, inclusive por ser modelo de estudo para felideos silvestres.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o perfil dos receptores para esteroides sexuais e enzimas antioxidantes no utero

e placenta de gatas ciclicas, gestantes e com piometra.

2.2 Especificos

- Avaliar o perfil de expressdo gé€nica e proteica dos receptores para estrogeno (ERa),
progesterona (PR) e androgeno (AR) e das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPX1) no utero
de gatas nas diferentes fases do ciclo estral.

- Avaliar o perfil de expressdo génica e proteica dos receptores para estrogeno (ERa),
progesterona (PR) e androgeno (AR) e das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPX1) no Utero
de gatas com piometra.

- Avaliar o perfil de expressdo génica e proteica dos receptores para estrogeno (ERa),
progesterona (PR) e andrdgeno (AR) e das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPX1) na
placenta de gatas durante a gestagéo.

- Avaliar a correlagdo génica da expressdo dos receptores para esteroides sexuais com
as enzimas antioxidantes no Utero de gatas ao longo do ciclo estral e na placenta durante a

gestacao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Reproducao da gata domestica

Os felideos compdem uma familia de 38 espécies animais, em que apenas 0 gato
doméstico (Felis catus) ndo apresenta risco de extingdo (ANDREWS et al., 2019). Devido a
possibilidade de comparacdo com essas outras espécies, a busca por mecanismos envolvidos na
reproducdo e patogénese das doencas reprodutivas em gatos domeésticos apresenta suma
importancia para a preservacdo dessas espécies felinas e manutencdo da biodiversidade
(PELICAN et al., 2006; ANDREWS et al., 2019).

A puberdade nas gatas ocorre entre 0 4° e 12° més de idade, sendo essa variacao
dependente da raca, peso, ambiente social e fotoperiodo, uma vez que esse ultimo afeta a
ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal (HHG) (GRIFFIN, 2001). As gatas, semelhante
as éguas, cabras e ovelhas, sdo poliéstricas estacionais por apresentarem fotoperiodo positivo,
ou seja, apresentam maior ciclicidade em dias longos com mais de 12 horas de luminosidade
natural, como observado durante a primavera e o verao (GRIFFIN, 2001; SAXENA et al., 2003;
SILVA et al., 2006). O aumento da luminosidade diminui a producdo e liberagdo de melatonina
pela pineal, regulando positivamente a secrecdo do hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH) pelo hipotalamo e, consequentemente, dos horménios foliculo estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH) pela adenohipofise (Figura 1) (VASETSKA; MASS, 2017). No
sistema genital feminino, esses hormoénios sdo imprescindiveis para a reproducdo e agem
estimulando a proliferacdo e maturacao de odcitos durante a foliculogénese, além de induzirem
a ovulacdo e a formacéo do corpo luteo (HRYCIUK; JEWGENOW; BRAUN, 2021).
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Figura 1- Esquema representativo do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal em gatas. O
aumento da luminosidade diminui a secrecdo de melatonina pela pineal e, consequentemente,
aumenta a secrecdo do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH). O GnRH estimula a
adenohipofise a liberar os hormonios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) que
estimulam a producdo e secrecao de estrogénio e progesterona pelos ovarios.

A ovulacdo nas gatas, diferente do que é observado em outros animais domésticos, é
geralmente dependente de estimulos tacteis na vagina e vulva, sendo induzida pelo coito e,
menos frequentemente, por meio de estimulos sensoriais como feroménios e/ou estimulos
visuais, embora a ovulacdo espontanea também possa ocorrer (GRIFFIN, 2001; PELICAN et
al., 2006; BINDER et al., 2019). Esses estimulos induzem a liberacdo de GnRH pelo
hipotdlamo e, secundariamente, o pico pré-ovulatério de LH pela adenohipofise. Estudos
demonstraram que a intensidade de liberacdo do LH e a velocidade do desencadeamento dessa

resposta estd associada ao maior numero de copulas (GRIFFIN, 2001; BINDER et al., 2019).

3.2 Ciclo estral e morfofisiologia reprodutiva da gata

O ciclo estral da gata pode ser dividido em cinco momentos: proestro, estro, interestro
(periodo sem ovulacdo entre os estros), diestro (fase luteal) e um periodo de quiescéncia
reprodutiva (anestro). De acordo com a fase do ciclo estral, modificacbes estruturais,
ultraestruturais e fisioldgicas sdo observadas no Gtero e nos ovarios, que sdo dependentes dos

niveis séricos dos hormonios sexuais (Tabela 1) (GRIFFIN, 2001).
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Durante a fase de proestro, que dura em média 1 a 2 dias, ocorre o recrutamento e
desenvolvimento dos foliculos primarios ovarianos, sob a influéncia do FSH. Os niveis de
estradiol (E2) aumentam gradativamente devido a sintese desse hormdnio pelas células da
granulosa dos foliculos em desenvolvimento. Com a proximidade da fase estral, 3 a 7 foliculos
tornam-se dominantes, enquanto os demais sofrem atresia. Os foliculos ovarianos estdo
desenvolvidos e aumentados de didmetro e podem ser observados por meio de ultrassonografia
(MALANDAIN et al., 2011). No tero, as glandulas endometriais apresentam epitélio cuboide
ou prismatico e podem ser observadas hiperplasia e hipertrofia das mesmas. Apesar de ainda
ndo ocorrer aceitacdo ao macho, comportamentos como afabilidade, vocalizacéo, lordose e
esfregar a cabeca e pescogo em objetos podem ser observados devido aos niveis elevados de E»
(GRIFFIN, 2001).

O estro possui duracdo média de 7 dias, podendo variar de 6 a 10 dias, e compreende a
fase do cio propriamente dita. Nela ocorre receptividade ao macho, associados a
comportamentos como vocalizacao, esfregar a cabeca e pescoco contra objetos, elevacdo dos
quartos traseiros, agachar-se, rolamento e lordose, devido ao aumento das concentracfes de E»
(MALANDAIN et al., 2011). Sob influéncia do E», ocorre aumento da vascularizagdo do
endométrio associado ao aumento da espessura e edema uterino e cervical. Histologicamente,
as caracteristicas histoldgicas uterinas e ovarianas sao semelhantes ao observado na gata
durante o proestro (PRAPAIWAN et al., 2017).

Quando ndo ocorre ovulacdo durante o estro, a gata entrard na fase denominada
interestro, na qual ocorre a diminuicdo do estradiol para niveis basais, associado a diminui¢do
da atividade ovariana e uterina. Esse periodo dura em média 7 dias e, apds este, a gata volta ao
periodo de proestro, reiniciando o ciclo (MALANDAIN et al., 2011).

O diestro é a etapa do ciclo que ocorre ap0s a ovulacao e esta associada a gestacao,
guando ha fertilizacdo do odcito e tem duracdo média de 60 dias, ou ao diestro ndo gestacional,
com duracdo média de 40 dias. Essa fase ocorre quando a fémea ovula por estimulo do pico de
LH e ocorre modificacdo e luteinizagdo das células da teca interna e da granulosa, com
formacdo do corpo luteo (CL) e subsequente producdo de progesterona (P4). As células da
granulosa originam as células luteais grandes, enquanto que as células da teca originam as
células luteais pequenas (AMELKINA et al., 2015).

Inicialmente, as células do CL podem apresentar diferentes graus de luteinizacéo e
apresentam maior eosinofilia. Com o seu amadurecimento, as células aumentam de volume,
tornam-se vacuolizadas e sdo intermeadas por células ndo luteinicas como macrofagos,
leucdcitos e fibroblastos (STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007; LIMAN et al., 2012;
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AMELKINA et al., 2015). No utero, sob influéncia da progesterona, ocorre a diminui¢éo da
atividade imunologica, fechamento cervical e diminuigdo da contragdo miometrial, uma vez
que o ambiente uterino se prepara para uma gestacdo (AGUDELO, 2005). Na mucosa uterina
ocorre aumento do pregueamento associado a ramificacdo, dilatacdo, hipertrofia e discreta
hiperplasia das glandulas endometriais. As células do epitélio luminal uterino apresentam-se
com organizacao simples colunar ou pseudoestratificada (LIMAN et al., 2012).

No final do diestro ndo gestacional ou no final da gestacdo, o CL entra em processo de
lutedlise devido a liberacdo de prostaglandina F2a (PGF2a) pelo utero € no préprio CL
(SIEMIENIUCH et al., 2014). O CL se modifica estruturalmente para formar o corpus albicans
(CA), caracterizado por células luteinicas retraidas, vacuolizadas e com nucleos condensados,
interpostas por extensa fibroplasia (AMELKINA et al., 2015).

A fase de anestro é observada sazonalmente em dias curtos, em que ha uma diminuicéo
da luminosidade e aumento da secre¢do de melatonina pela pineal. Ela é caracterizada por
diminuicdo da secrecdo de GnRH, FSH, LH e, consequentemente, observa-se baixos niveis
basais de E> e P4+ (GRIFFIN, 2001). Nessa fase ndo se observa foliculos ovarianos em
desenvolvimento, maduros ou CL, e 0 endométrio apresenta poucas camadas de glandulas e

criptas rasas, caracterizando inatividade ciclica (LIMAN et al., 2012).



Tabela 1- Caracteristicas das fases do ciclo estral na gata doméstica.
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Proestro Estro Interestro Diestro Anestro Fonte
Duracéo . . . . .
. 1 ou 2 dias 7 dias 7 dias 40 a 60 dias >100 dias
(aproximadamente)
Elevadas
Aumento gradual dos Concentracgdes basais concentracOes de P4 Niveis basaisde Ez  GRIFFIN, 2001;

Atividade hormonal

Alteracdes

comportamentais

Ovario

Utero

niveis de E2

Afabilidade;
Vocalizagdo; Lordose;
Esfregar a cabeca e
pescogo em objetos;

N&o hé receptividade ao

macho;

Elevadas concentracdes de E2

Receptividade ao macho;
Vocalizagdo;

Esfregar a cabeca e pescoco contra
objetos;

Elevacéo dos quartos traseiros;
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Crescimento folicular e maturacéo dos foliculos dominantes
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Aumento da vascularizagdo endometrial

de Ex e P4
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receptividade ao
macho e de
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reprodutivo

Auséncia de CL
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atividade uterina

Concentracdes baixas a
elevadas de E2
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Ovulacéo e formagao
do CL

Hipertrofia e secrecdo
das glandulas
endometriais;
Vacuolizacdo do
epitélio luminal e

glandular.

ePs

Nenhuma

Auséncia de
crescimento

folicular e de CL.

Poucas glandulas
endometriais e
restritas ao
endométrio

superficial.

BRISTOL-GOULD;
WOODRUFF, 2006;
SILVA et al., 2006;
MALANDAIN et al.,
2011

BRISTOL-GOULD;
WOODRUFF, 2006;
REYNAUD et al.,
2009; MALANDAIN
etal., 2011

GRIFFIN, 2001,

CHATDARONG et al.,
2005

Adaptado de GRIFFIN (2001).
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3.3 Placenta e placentacao

A placenta é um 6rgdo materno temporario cuja funcdo basica é separar os tecidos
maternos e fetais e intermediar a troca de gases, imunoglobulinas e nutrientes entre a mae e o
feto. Além disso, confere protecdo ao embrido e possui funcdo enddcrina (ROA; SMOK;
PRIETO, 2012; LAVANYA; JAYACHITRA; BALASUNDARAM, 2019). De acordo com as
suas peculiaridades, a placenta dos mamiferos pode ser classificada de acordo com a sua
macroscopia, microscopia, tipo de juncdo materno-fetal e o fluxo sanguineo (LEISER,;
KAUFMANN, 1994; MIGLINO et al., 2006; ROA; SMOK; PRIETO, 2012).

Macroscopicamente, a placenta pode ser difusa ou zonaria, sendo esta Ultima
classificada como cotiledonaria, anular ou discoidal (BENIRSCHKE; BURTON; BAERGEN,
2012). Na placenta difusa, observada em éguas, porcas, camelas e cetaceos, 0s sitios de
interdigitacdo materno-fetal apresentam-se distribuidos por toda a superficie fetal; na placenta
cotiledonéria, observada em ruminantes, o contato entre o tecido materno e fetal ocorre por
meio dos cotilédones que se unem com as carunculas, localizadas no endométrio, formando os
placentomas; a placenta do tipo discoidal, presente em humanos, primatas e roedores, constitui-
se de uma éarea arredondada e polarizada; a placenta anular, observada na cadela e na gata,
distribui-se macroscopicamente em forma de faixa na superficie do endométrio, como um
cinturdo ao redor do feto (MIGLINO et al., 2006; BENIRSCHKE; BURTON; BAERGEN,
2012; ROA; SMOK; PRIETO, 2012).

Histologicamente, a placenta pode ser caracterizada como epiteliocorial,
sinepteliocorial, endoteliocorial e hemocorial, a depender da quantidade de camadas teciduais
que separam o sangue materno e fetal. As camadas maternas derivam do endométrio e formam
a decidua basal, sendo compostas pelos endotélios dos vasos sanguineos maternos, estroma
endometrial e epitélio luminal uterino; enquanto que as camadas de tecido fetal incluem epitélio
coribnio ou trofoblastico, tecido mesenquimal fetal e o endotélio dos capilares fetais. Na gata,
a placenta caracteriza-se como endoteliocorial, pois o endotélio materno esta em contato direto
com o epitélio coridnico fetal (MIGLINO et al., 2006; PRIETO; SMOK; ROJAS, 2011; ROA;
SMOK; PRIETO, 2012)

De acordo com o tipo de interdigitacdo materno-fetal, a placenta felina é classificada
em lamelar, na qual ocorre intersecdo entre as dobras do epitélio endometrial e o epitélio
coridnico fetal (LEISER; KOOB, 1993; MIGLINO et al., 2006; BENIRSCHKE; BURTON;

BAERGEN, 2012). O tipo de fluxo sanguineo na placenta dos carnivoros domésticos é
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contracorrente simples, o que potencializa a capacidade de trocas gasosas e depuragdo de
residuos produzidos pelo feto (LEISER; KOOB, 1993; MIGLINO et al., 2006).

Pesquisas sobre a placenta de carnivoros e seu desenvolvimento tem sido realizadas
principalmente em cédes, enquanto em gatos ainda ha poucos estudos (LAVANYA,
JAYACHITRA; BALASUNDARAM, 2019). O desenvolvimento da placenta felina se inicia
aproximadamente no vigésimo dia de gestacdo, a partir do qual se estabelece o contato entre 0s
tecidos materno e fetal (MIGLINO et al., 2006).

Histologicamante, a placenta dos carnivoros é composta de trés zonas distintas: zona
lamelar, zona juncional e zona glandular (Figura 2). A zona lamelar (ZL) apresenta lamelas que
se distribuem paralelamente entre si e perpendiculares ao endométrio. Essas lamelas sdo
formadas por células sinciciotrofoblasticas e citotrofoblasticas e separadas por tecido
conjuntivo, onde estdo localizados os vasos fetais (LEISER; KOOB, 1993; MIGLINO et al.,
2006; LAVANYA; JAYACHITRA; BALASUNDARAM, 2019).

As células trofoblasticas agem como uma interface entre as células deciduais maternas
e os capilares fetais. A zona juncional (ZJ) é composta de células colunares altas com
microvilosidades na sua superficie e apresenta-se como uma zona intermediaria entre a zona
lamelar e a glandular. A presenca de grandes espacos intercelulares confere a esta camada uma
aparéncia esponjosa. A camada mais externa da placenta é denominada zona glandular (ZG) e
esta em intimo contato com o endométrio. Ela é formada por células endometriais glandulares
gue apresentam citoplasma abundante, nucleo grande e nucléolo proeminente (FURUKAWA,
KURODA; SUGIYAMA, 2014; LAVANYA; JAYACHITRA; BALASUNDARAM, 2019).

A placenta é um tecido biologicamente ativo que sintetiza e metaboliza carboidratos,
acidos graxos e colesterol e os utiliza como substrato para obtencao de nutrientes e producéao
de horm6nios (SCHOOTS et al., 2018). A funcdo enddcrina da placenta é fundamental para a
manutencdo da gestacdo, sendo que 0s hormoénios produzidos podem ser quimicamente
classificados em peptidicos e esteroidais. Os hormonios esteroidais produzidos e liberados pela
placenta sdo os andrdgenos, os estrogenos e a P4, sendo que todos provém do metabolismo do
colesterol (BRAUN et al., 2012; ROA; SMOK; PRIETO, 2012; MAKIEVA; SAUNDERS;
NORMAN, 2014).



30

zona lamelar

zona juncional

zona glandular

Figura 2- Histologia da placenta de gatas com aproximadamente 30 dias de gestacdo. A-
D) Organizacao lamelar da placenta; (A) evidenciando trés camadas ou zonas distintas: a zona
lamelar (ZL); (B) formada por projecdes uterinas revestidas pelo citotrofoblasto e
sinciciotrofoblasto em forma de lamelas; zona juncional (ZJ); (C) composta por células
colunares e com microvilosidades; e a zona glandular (ZG); (D) composta por glandulas
endometriais. (Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barra = 50 um).

3.4 Esteroides sexuais

O controle das alteragdes ocorridas durante o ciclo estral e gestacdo é regulado pelo

sistema nervoso e endocrino por meio de estimulos neuronais e horménios troficos.
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Quimicamente, os hormonios que atuam no sistema genital feminino podem ser classificados
como esteroides sexuais e compreendem o Ez, a P4 e 0 andrégeno. Eles derivam do metabolismo
do colesterol e sédo produzidos principalmente pelas gbnadas, cortex da adrenal e placenta. A
acao bioldgica dos esteroides sexuais é nuclear, regulando a transcricdo génica, devido a
caracteristica lipofilica desses horménios que facilmente ultrapassam a parede celular e se ligam
a receptores nucleares especificos (WALTERS; ALLAN; HANDELSMAN, 2008; TSUTSUI
et al., 2009).

3.4.1 Estradiol

O E2 nas fémeas estd associado ao desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias, regulacdo do ciclo estral e reproducdo, regulacdo do metabolismo 0sseo,
desenvolvimento da glandula mamaria e lactacdo e inducdo do comportamento de cio. No
tecido ovariano, o E; age estimulando o desenvolvimento e maturagéo folicular, enquanto no
utero estimula a vascularizacdo endometrial, a proliferacdo e hiperplasia das glandulas
endometriais e aumenta a secre¢do de muco uterino. Além disso, o E2 aumenta a sensibilidade
de receptores uterinos e mamarios para a a¢do da P4, agindo sinergicamente e potencializando
o efeito da mesma (NIE et al., 2002; BULUN, 2014).

O Ez é produzido principalmente pelas células da granulosa do ovério sob o estimulo do
FSH durante as fases de proestro e estro. Além disso, mesmo que em menor proporcao, é
produzido pela placenta por meio do metabolismo de andrdgenos e do colesterol, pelo CL, pelas
células da zona reticular da adrenal, além do tecido adiposo, glandula mamaéria, figado e
pancreas (FUENTES; SILVEYRA, 2019). Deficiéncia de E» estd associada a infertilidade,
alteracdo do comportamento reprodutivo e sobrepeso, além de osteoporose em mulheres,
roedores, ovelhas e primatas ndo humanos (OGAWA et al., 1999; MUELLER; KORACH,
2001; BULUN, 2014; KOMORI, 2015; FARR et al., 2019).

O receptor alfa de estrogeno (ERa) foi o primeiro receptor hormonal a ser descoberto e
acreditava-se ser o unico receptor para estrogeno até a descoberta do receptor beta (ERp). Existe
também a descricdo de um terceiro tipo de receptor, o ERy, porém poucos estudos foram
realizados para elucidar o seu papel no sistema genital (FUENTES; SILVEYRA, 2019;
SANTEN; SIMPSON, 2019). Os receptores do tipo o sdo observados predominantemente nos
ovarios, Utero, placenta e na hipdfise e, em menor propor¢édo, no figado, 0sso, hipotalamo,
tecido adiposo branco, glandula mamaria, colo do utero e vagina. No utero, o ERa ¢ observado

nas celulas epiteliais luminais e glandulares, estromais e miometriais e age induzindo ondas de
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mitose no endométrio, enquanto que no ovario localizam-se nas células intersticiais e células
da teca (JIA; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015; HAMILTON et al., 2017). Na
placenta de mulheres sdo observados ERa nas células citotrofoblasticas, fibroblastos
amnidticos e pericitos vasculares vilosos (BUKOVSKY et al., 2003a, 2003b). A auséncia ou
diminuicdo na expressdo desses receptores esta associada & infertilidade total ou parcial, devido
principalmente & falha na implantagdo embrionaria e hipoplasia uterina (HAMILTON et al.,
2017); enquanto o aumento dos niveis hormonais de estradiol e seus receptores apresentam-se
associados ao desenvolvimento de doencas no trato genital como endometriose, hiperplasia
endometrial cistica e neoplasias endometriais e leiomiomas (HAMILTON et al., 2017;
CHANTALAT et al., 2020). Em gatas com piometra foi demonstrado aumento da expresséo de
receptores estrogénicos alfa no epitélio glandular endometrial e aumento de receptores para P4
nas células estromais e no epitélio glandular (MISIRLIOGLU et al., 2006).

Os receptores tipo 3 sdo observados nos ovarios, Utero, sistema nervoso central, sistema
cardiovascular, pulmo, prostata, colon, rim e sistema imunoldgico. Nos ovéarios de humanos e
roedores, localizam-se nas células da granulosa dos foliculos em desenvolvimento (JIA;
DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015; HAMILTON et al., 2017), enquanto €
observado nas células epiteliais e estromais uterinas e nas células trofoblasticas vilosas e
trofoblasto extraviloso na placenta humana (BUKOVSKY et al., 2003b). A auséncia do ERf
esta associada a subfertilidade devido a diminuicdo da resposta uterina ao E; (OGAWA et al.,
1999; BULUN, 2014).

3.4.2 Progesterona

A P4 é um esteroide sexual que predomina na fase de diestro e é produzida e secretada
pelo CL e, durante o periodo gestacional, pela placenta (PIETTE, 2018). De acordo com as suas
caracteristicas e especificidade, os receptores para progesterona (PR) podem ser classificados
em trés isoformas: A (RP-A), B (RP-B) ou C (RP-C) (JACOBSEN; HORWITZ, 2012; TAN et
al., 2012; KAYA et al., 2015).

A expressdo do PR esta associada principalmente a presenca de E> que age aumentando
a sensibilidade dos receptores a P4. A presenca do PR ja foi demonstrada na glandula maméria,
hipdfise, cérebro e endométrio de roedores, ovelhas, primatas ndo humanos, mulheres e gatas
(VENDOLA et al., 1998; MISIRLIOGLU et al., 2006; DRESSING et al., 2011). Estudos
demonstraram a presenca de PRs nas células da granulosa do foliculo pré-ovulatorio devido ao

estimulo do LH, sendo que a presenca deles € essencial para que ocorra a ruptura folicular e o



33

processo de ovulacdo (CONNEELY et al., 2001). Em camundongos nocautes para receptores
progesterénicos A (PRAKO) ha diminuicdo da ovulagdo associada a presenca de foliculos
maduros no ovario, sendo que a presenca da isoforma B néo € capaz de promover a ovulacao.
Ja os animais nocautes para ambas isoformas apresentam anovulagdo. Isso sugere que ha
diferentes vias de acdo da P4 de acordo com o receptor e que o PRA é o principal envolvido no
processo de ovulacdo, embora as isoformas A e B atuem de forma complementar (CONNEELY
et al., 2001). Outro estudo demonstrou que o RPB esta associado ao desenvolvimento da
glandula mamaria, enquanto que o PRA esta relacionado com o desenvolvimento uterino
(MULAC-JERICEVIC et al., 2000).

Os efeitos da P4 no Utero estdo relacionados com o controle da proliferacdo endometrial
por meio do PRB, o que sugere que alteracdes proliferativas como hiperplasia endometrial estdo
associadas a disturbios nesse receptor. O PRA apresenta funcdo crucial na implantacdo do
embrido pelo processo de decidualizacdo e regula outros genes associados a receptividade
embrionaria no endométrio como a calcitonina, histidina descarboxilase, anfiregulina e
lactoferrina (CONNEELY et al., 2001). A P4 é imprescindivel para o processo de implantacéo
e, consequentemente, estabelecimento e sucesso da gestacdo. A sua diminuicéo é considerada
um processo chave do inicio do parto em animais viviparos (TAN et al., 2012; KAYA et al.,
2015).

Deficiéncia na secrecdo de P4 ou em seus receptores esta associada a anormalidades do
desenvolvimento do sistema genital, infertilidade, anovulacdo, aborto, hiperplasia uterina,
metrite e subdesenvolvimento mamario (LYDON et al., 1995, 1996; MULAC-JERICEVIC et
al., 2000). Além disso, estudos sobre os receptores de P4 aumentaram, visto que alteracdes no
perfil desses receptores estdo associadas com o desenvolvimento de cancer mamario e do
sistema genital em mulheres (SCARPIN et al., 2009; PIETTE, 2018; TRABERT et al., 2019).

3.4.3 Andrdgenos

Os hormonios androgénicos sdo sintetizados por meio do metabolismo de colesterol ou
de outro esteroide. Os principais locais de produgéo sdo a zona reticular da adrenal, células de
Leydig no testiculo e células da teca no ovério. Durante a gestacdo, a sintese de andrdgenos
pela placenta depende da biodisponibilidade de pregnenolona produzida nas células
trofoblasticas (WALTERS; HANDELSMAN, 2018; HONG et al., 2019; MEAKIN;
CLIFTON, 2019).
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Os receptores androgénicos (AR) na fémea localizam-se no cérebro, ovério (células
foliculares e CL), glandulas mamérias, tubas uterinas, vagina, Utero e placenta (HSU et al.,
2009; CHANG et al., 2013). Em primatas ndo-humanos (Macaca mulatta) e roedores foi
observado AR nas células da teca e da granulosa no tecido ovariano e foi demonstrado que 0s
seus efeitos estdo associados com a proliferacdo das células foliculares e o crescimento folicular
(VENDOLA et al.,, 1998, WALTERS; ALLAN; HANDELSMAN, 2008; WALTERS;
HANDELSMAN, 2018). Além disso, a presenca de androgenos regula negativamente a atresia
dos foliculos ovarianos e estimula o crescimento de foliculos pre-antrais em primatas néo-
humanos e roedores (VENDOLA et al., 1998; WALTERS; ALLAN; HANDELSMAN, 2008).
Em mulheres, foi demonstrada a presenca de AR em células estromais e glandulares do
endomeétrio, especialmente na camada basal, enquanto no miométrio a expressdo foi baixa
(HORIE et al., 1992). Durante a gestacdo, foi demonstrado AR nas células trofoblasticas, e em
condicBes patologicas como adenomiose, endometriose e adenocarcinoma endometrial,
observou-se um aumento na expressao desses receptores (HORIE et al., 1992). Em felinos
domésticos, ainda ndo foram realizados estudos no Gtero, porém em felinos silvestres (Lynx
pardinus e Lynx lynx) foi demonstrada grande quantidade de receptores androgénicos no CL
(AMELKINA et al., 2016).

Durante a gestacdo, a presenca de androgenos € essencial para a diferenciacdo sexual
masculina e feminina regulando a involucdo dos ductos de Wollf ou de Miiller, além de ser
importante para o crescimento intrauterino. Caso ocorra desregulacdo hormonal durante a
gestacdo, alteracbes como reducdo do crescimento fetal e diminuicdo do tempo gestacional
podem ser observados. Em camundongos nocautes para os receptores androgénicos (ArkKO) foi
observada feminizacdo dos machos, enquanto nas fémeas ocorreu crescimento uterino aberrante
associado a diminuicdo do desenvolvimento mamario e menor viabilidade dos odcitos. Esses
dados sugerem que os andrégenos sao importantes para o desenvolvimento dos ovarios, Utero
e glandula maméaria (ZHOU, 2010; MEAKIN; CLIFTON, 2019). Nesse sentido, estudos ja
demonstraram que alteracdes na concentracdo plasmatica de andrdégenos ou na expressao dos
seus receptores em fémeas esta associado ao retardo ou alteragbes do desenvolvimento
mamario, subfertilidade, anormalidade do ciclo estral/menstrual, falha ovariana precoce e
hipoplasia uterina, oligo-ovulacéo, sindrome do ovario policistico e doencas gestacionais como
pré-eclampsia e diabetes mellitus gestacional (CHANG et al., 2013; WALTERS;
HANDELSMAN, 2018; ASTAPOVA; MINOR; HAMMES, 2019).

A variacdo dos niveis plasmaticos dos esteroides sexuais durante o ciclo estral, assim

como durante o processo de gestacdo, estimula mudancas no perfil oxidativo do sistema
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reprodutor feminino (GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2002). A modulacéo do estado oxidativo e
antioxidativo é minunciosamente orquestrado para que processos como a ovulagéo, preparo do
Utero para o processo de implantagdo, gestacéo e parto possam ocorrer adequadamente. Ja foi
demonstrado em humanos que durante a janela de implantacdo e reestruturacdo das artérias
espirais uterinas, momentos criticos para o sucesso gestacional, é requerido que o Utero se
apresente em estado pro-inflamatorio com elevados niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS- reactive oxygen species). Os perfis enzimaticos séo variaveis de acordo com o0 horménio
predominante e suas inter-relacdes durante as fases reprodutivas. Nesse sentido, demonstrou-
se que o aumento de E> e androgenos aumenta o estresse oxidativo e diminui a atividade de
enzimas antioxidantes como a catalase no Gtero de ratas (GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2002). A
progesterona, por outro lado, estimula positivamente a atividade da glutationa peroxidase no
utero de roedores (GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2002; XU et al., 2014).

3.5 Estresse oxidativo e estado redox na morfofisiologia reprodutiva da fémea

Os radicais livres consistem em moléculas altamente instaveis e reativas que apresentam
um unico elétron ndo pareado na sua érbita externa (AGARWAL et al., 2012; NANDI et al.,
2019). Apesar do elétron poder se ligar a diversos tipos de atomos, as duas principais categorias
de radicais livres sdo: as espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de
nitrogénio (NOS- reactive nitrogen species). Quando instaveis, os radicais livres reagem em
cascata e resultam em lesdes celulares como peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica,
alteracdes proteicas e dano ao DNA (RIZZO et al., 2012; LU et al., 2018).

As ROS sao fisiologicamente produzidas em pequenas quantidades durante o
metabolismo do oxigénio, porém em situacdes patoldgicas pode ocorrer 0 aumento dessas
substancias (AL-GUBORY; FOWLER; GARREL, 2010; AGARWAL et al., 2012). Os tipos
de ROS mais importantes sdo o superéxido (*O2e-), o perdxido de hidrogénio (H202),
peroxinitrito (ONOO-) e os ions de hidroxila (OH*) (Figura 3) (RIZZO et al., 2012; LU et al.,
2018; LUO; YAO; XU, 2021). Quando h& o desequilibrio entre a produgdo dessas ROS e a
assimilacdo e depuracdo por meio de substancias antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo
(AGARWAL,; GUPTA; SHARMA, 2005; SCHOOTS et al., 2018; STELLER; ALBERTS;
RONCA, 2018).
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Figura 3- Esquema representativo da formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
sua interacdo com a primeira linha de defesa antioxidante enzimatica. O anion superoxido
(*O2") é produzido por meio de uma interagcdo com um Unico elétron, e consiste na principal
etapa na formacdo de ROS’s. A partir da catalizacdo por meio do 6xido nitrico sintase (NOS),
a L-arginina produz éxido nitrico (NOe), que por sua vez, interage com o Oz resultando na
formacéo do peroxinitrito (ONOQO); quando héa ions ferro (Fe+) livre, o superoxido e o perdxido
de hidrogénio podem interagir na reacdo de Haber-Weiss gerando um radical hidroxila (OHe).
A enzima superdxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do superoxido, produzindo
peroxido de hidrogénio (H202) que podera ser posteriormente convertida em moléculas de dgua
(H20) e oxigénio (O) pela catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). A GPX realiza na
sua funcdo por meio da oxidacéo da glutationa reduzida (GSH), transformando-a em glutationa
oxidada (GSSG). A reducdo da GSSG é dada pela a glutationa redutase (GSR) que utiliza a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) como agente redutor. Adaptado
de AL-GUBORY e colaboradores (2012).

As principais fontes intracelulares de ROS incluem o metabolismo aerdbico, onde
destaca-se a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, a cadeia de transporte de elétrons do
reticulo endoplasmatico e o transporte de elétrons na membrana plasmatica celular e nuclear.
Outras fontes de ROS incluem as vias enzimaticas das lipoxigenases, cicloxigenases, citocromo
P450, xantina oxidase (XO) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH
oxidase) (AGARWAL et al., 2012; R1ZZO et al., 2012). A NADPH pode ser observada em
neutrofilos e células vasculares durante o processo inflamatério induzido por estimulos
bacterianos e citocinas. Na placenta, essa fonte de ROS pode ser observada principalmente no
inicio da gestagdo (RIZZO et al., 2012; STELLER; ALBERTS; RONCA, 2018). Ja as fontes
extracelulares de ROS incluem a hipoxia celular, a radiagdo ionizante, a exposigdo a luz
ultravioleta, fontes dietéticas e determinadas drogas como nicotina, fenitoina, talidomida e
metanfetamina (WELLS et al., 2005; AGARWAL et al., 2008, 2012).
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Os antioxidantes, responsaveis pela remogdo, neutralizacdo e bloqueio das ROS, séo
moléculas que agem doando um elétron e impedindo a oxidacdo de outras moléculas. Eles
podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo enzimaticos
(AGARWAL,; GUPTA; SHARMA, 2005; GUERRA et al., 2014). Os antioxidantes nao
enzimaticos também séo denominados de antioxidantes sintéticos e incluem o selénio, zinco,
glutationa, acido ascorbico (Vitamina C), taurina, tocoferol (Vitamina E), B-caroteno e
caroteno. Eles podem ser adquiridos pelo organismo por meio da dieta ou suplementacao
(AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005; AGARWAL et al., 2008; LU et al., 2018). Ja os
antioxidantes enzimaticos incluem a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPX) (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005).

3.5.1 Superdxido dismutase (SOD)

A SOD é uma metaloenzima e é um dos principais meios de depuracdo das ROS. A
SOD atua catalisando a dismutagdo do ion superéxido (O2e-) em perdxido de hidrogénio (H202)
que posteriormente serd metabolizado pelas catalases ou peroxidases (GARREL; FOWLER;
AL-GUBORY, 2010; DEL RIO; LOPEZ-HUERTAS, 2016).

Em mamiferos, a SOD apresenta trés isoformas que se diferenciam de acordo com a sua
localizacdo intracelular e extracelular e ion metal que a compde. A SOD1 (Cu, Zn-SOD) é uma
enzima que depende da presenca de cobre e zinco e é observada no citoplasma celular. A SOD2
(Mn-SOD) é dependente de manganés e esta presente nas mitocondrias. A SOD3 (EC-SOD) é
uma enzima que, semelhante a SOD1, também depende da presenca de cobre e zinco, porém
realiza a sua funcdo extracelularmente (AL-GUBORY et al., 2005; BAFANA et al., 2011,
SANTOS et al., 2016).

A SOD estd presente em todas as células aerdbicas e, em roedores, ruminantes e
humanaos, ja foi demonstrada durante as alteracGes ciclicas do endométrio, no desenvolvimento
folicular, na ovulacéo e na formacdo e manutencdo do CL durante o ciclo estral/menstrual e
gestacdo (SUGINO et al., 2000a; AL-GUBORY et al., 2005, 2012; SUGINO, 2005). A
presenca da SOD também foi demonstrada no endométrio canino e apresenta variagfes na sua
expressao de acordo com as fases do ciclo estral (SANTOS et al., 2016).

Em ratas nocautes para SOD1 ha comprometimento da formacgdo do CL associado ao
aumento de células apoptoéticas e diminuicdo da secrecdo de P4, com consequente incapacidade
de manter a gestacdo (HO et al., 1998; DERUBERTIS; CRAVEN; MELHEM, 2007; NODA

et al., 2012). Sugino et al. (1999) também demonstraram que durante a supressao génica de
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SOD1, houve inibicdo da producdo de Ps pelo ovéario devido ao aumento de radicais
superoxidos no CL.

Reducéo da atividade enzimatica de SOD1 e/ou 2 e aumento da peroxidacao lipidica e
formacéo de anions superoxidos também foi observada na decidua, sangue e/ou placenta de
mulheres apresentando aborto espontaneo quando comparado a gestantes saudaveis (SUGINO
et al., 2000b; GHNEIM et al., 2016), sugerindo que SOD é importante para a manutencao da

gestacao.

3.5.2 Catalase (CAT)

A CAT é um dos principais antioxidantes enzimaticos e esta presente na maioria dos
organismos aerébicos (NANDI et al., 2019). De acordo com as suas caracteristicas bioquimicas
e fisicas, as catalases podem ser classificadas em quatro tipos distintos: catalases
monofuncionais contendo heme (também denominada de catalase classica), catalases-
peroxidases contendo heme (catalase atipica), catalase que contém manganés (pseudocatalase)
e as catalases menores (SOOCH; KAULDHAR; PURI, 2014; NANDI et al., 2019).

A CAT age catalisando a inativacao de perdxido de hidrogénio, resultando na producéo
de uma molécula de agua e uma de oxigénio (SOOCH; KAULDHAR; PURI, 2014). Estudos
também demonstraram a importancia da catalase no processo inflamatdrio e apoptose em
situacOes de estresse oxidativo (NANDI et al., 2019), e que a atividade da catalase é estimulada
pela presenca de estradiol (BEHL; PANDEY, 2002).

Os peroxissomos, onde as catalases estdo presentes, estdo localizados na membrana
plasmaética celular e, durante os seus processos de metabolismo lipidico e oxidacdo de acidos
graxos, acarreta em um aumento de perdéxido de hidrogénio, que posteriormente é degradado
pela catalase. Isso evita que ocorra um estresse oxidativo celular (LODHI; SEMENKOVICH,
2014; DEL RIO; LOPEZ-HUERTAS, 2016; HWANG et al., 2020). Os principais tecidos com
alta atividade peroxissomal incluem aqueles com grande metabolismo lipidico como o figado,
0 cérebro, o tecido adiposo e a mucosa intestinal (LODHI; SEMENKOVICH, 2014; HWANG
et al., 2020).

A catalase esta presente em diversos sistemas e a sua deficiéncia pode acarretar em
doencgas como resisténcia a insulina, diabetes mellitus, anemia, hipertensao, osteoporose, cancer
e desordens neuroldgicas como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, transtorno bipolar
e esquizofrenia (HABIB; LEE; YANG, 2010; NANDI et al., 2019). Camundongos nocautes

para catalase possuem maior predisposicao para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2,
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além de apresentar sobrepeso e tendéncia a lipidose hepética, devido & interrup¢do do
metabolismo e acumulo de lipidio (HEIT et al., 2018; HWANG et al., 2020).

No sistema reprodutor de ruminantes e ratas gestantes foi demonstrada a expressao de
CAT e SOD nas células luteais, sugerindo que a expressdo de ambas esta envolvida na
regulacdo da funcdo lUtea durante a gestagdo por meio do estimulo a sintese e secrecéo de P4
(SUGINO, 2005; AL-GUBORY et al., 2012).

Em roedores, a administracdo de estradiol estimulou a expressao de catalase nos ovarios
e Utero, enquanto houve reducdo da sua expressdo nos animais submetidos a ovariectomia
(SINGH et al., 1996; REZA SALEHI et al., 2020).

3.5.3 Glutationa peroxidase (GPX)

A GPX, semelhante a catalase, catalisa a conversdo de perdxido de hidrogénio em
moléculas ndo reativas; ademais, a GPX também catalisa a degradacao de perdxidos lipidicos
(LUBOS; LOSCALZO; HANDY, 2011; SANTOS et al., 2016).

As isoformas conhecidas da GPX compreendem GPX1 a 8. De acordo com a sua
composicdo e estrutura, as glutationas sdo classificadas como GPX contendo selenocisteina
(Sec) (GPX1, 2, 3, 4 e 6); e as que contém residuo de cisteina (Cys) (GPX5, 7 e 8). As Sec-
GPX’s realizam a degradacdo de H.O2 em H,0 e O, por meio de sua oxidagdo. A glutationa
oxidada ou dissulfeto de glutationa (Glutathione disulfide- GSSG) € entdo convertida para a sua
forma reduzida por meio da glutationa redutase (GSH-Rd). Ja as Cys-GPX’s apresentam fungéo
redutora inferior, sendo consideradas antioxidantes putativas, isto é, com falsa atividade
antioxidante (JURKOVIC; OSREDKAR; JANJA, 2007; LUBOS; LOSCALZO; HANDY,
2011; BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013; CHEN et al., 2016).

As GPX’s podem ser observadas nas mitocondrias, citoplasma e ocasionalmente nos
peroxissomos (GPX1), ao longo do epitélio do trato gastrointestinal (GPX2), no plasma
(GPX3), na membrana celular (GPX4), no sistema reprodutor masculino (GPX5) e no epitélio
olfatério (GPX6) (LUBOS; LOSCALZO; HANDY, 2011). Dentre elas, a GPX1 é a mais
abundante e a principal responsavel pela protecdo contra as ROS (BRIGELIUS-FLOHE;
MAIORINO, 2013; SANTOS et al., 2016).

No sistema reprodutor feminino, estudos demonstraram que a presenca de GPX é
fundamental nos processos de desenvolvimento embrionéario e manutencdo da viabilidade fetal,
pois é crucial na protecdo contra 0 estresse oxidativo patolégico. Ao mesmo tempo, a

diminuig&o critica ou auséncia de GPX ja foi demonstrada em casos de endometriose, sindrome
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do ovério policistico, falha na implantacdo embrionéria e aborto (HIROTAKA et al., 2000;
BRUTSCH et al., 2015; HUANG et al., 2020).

Camundongos nocautes para GPX4 desenvolvem fetos incompativeis com a vida, pois
os fetos apresentam falhas na gastrulacdo com aumento da apoptose distal e ndo formacéo da
camada mesodérmica, sugerindo que as GPX’s sdo cruciais para a manuten¢do do equilibrio
oxidativo no inicio da implantacdo embrionaria e sobrevivéncia fetal (IMAI et al., 2003;
BRUTSCH et al., 2015). Estudos similares realizados com camundongos nocautes para GPX3
também demonstram que essa enzima é fundamental para o processo de decidualizagéo, preparo
e manutencdo do ambiente uterino para o desenvolvimento embrionério adequado (XU et al.,
2014). Em mulheres também ja foi demonstrado que o perfil plasmético de estradiol ao longo
do ciclo menstrual apresenta correlagdo positiva com a GPX eritrocitaria (MASSAFRA et al.,
2000), enquanto a reducdo da atividade de GPX no endométrio e aumento de ROS pode ser
uma das causas da endometriose (HIROTAKA et al., 2000). Ademais, 0s niveis de GPX foram
sugeridos como possiveis marcadores do grau de severidade da endometriose, no qual as
mulheres com a forma mais severa apresentam niveis enzimaticos uterinos inferiores aquelas
com a forma branda da doenca (HUANG et al., 2020).

3.6 ROS no sistema genital feminino

As ROS sdo necessarias para o funcionamento adequado do sistema genital feminino,
sendo que alteracfes que cursam com aumento na sua producdo ou diminuicdo da resposta
antioxidante enddgena estdo envolvidas na etiopatogénese de algumas doengas como
infertilidade, endometriose, sindrome dos ovérios policisticos, distarbios hipertensivos
gestacionais, restricdo de crescimento fetal, nascimento de criancas prematuras e aborto
espontaneo (SEDEEK et al., 2008; GARREL; FOWLER; AL-GUBORY, 2010; SANTOS et
al., 2016; STELLER; ALBERTS; RONCA, 2018).

As ROS ja foram identificadas no ovario, Utero, placenta e em embrides de humanos,
ratos, ovinos e caprinos (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005; AL-GUBORY et al., 2005;
AL-GUBORY; FOWLER; GARREL, 2010; RAMOS et al., 2015), como também no
endometrio de cdes (SANTOS et al., 2016). Dentre suas funcbes estdo a sua participacdo no
processo de esteroidogénese, proliferacdo celular, foliculogénese e manutencéo dos foliculos
ovarianos, ovulacdo, formacdo do CL, lutedlise, angiogénese, apoptose, implantacdo do
embrido, gestacdo e durante o processo de parto (AL-GUBORY; FOWLER; GARREL, 2010;
RIZZO et al., 2012).
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3.6.1 ROS nos ovarios

Nos ovarios, as ROS sdo produzidas em condicdes fisiologicas e estdo presentes durante
a esteroidogénese e nas fases folicular, ovulatoria e luteal (SUGINO, 2005). Durante a sintese
dos esteroides sexuais ocorre um aumento da atividade da citocromo p450, com consequente
aumento de ROS. Durante a fase ovulatoria, com o pico de LH e por conseguinte, seu estimulo
pré-inflamatorio, estimula a formacdo de ROS, que age como um dos determinantes do
processo de ovulacdo (AGARWAL et al., 2012).

O aumento de ROS ocorre durante a fase de hipdxia das células da granulosa e precede
a inducdo da angiogénese folicular e o desenvolvimento vascular ovariano, 0 que sugere que
suas variacdes podem atuar como indicadores do processo de angiogénese ovariana (R1ZZO et
al., 2012). O aumento de ROS apresenta efeito pro-apoptético nos foliculos ovarianos. No
entanto, 0 FSH promove o aumento de E> e catalase que, associado a glutationa enddgena,
apresentam efeito antioxidante, evitando a apoptose das células foliculares (RIZZO et al., 2012;
JAWAD HASSAN; HASSON AL-HUSSEINI, 2019).

O E2 modula positivamente a atividade antioxidante, sendo que ratas ovariectomizadas
apresentam aumento do estresse oxidativo e peroxidacéo lipidica no tecido adiposo (GUERRA
et al., 2014). Estudo in vitro com células estromais uterinas humanas demonstrou que a adi¢do
de E2 e P4 aumentou o processo de decidualiza¢éo e diminuiu a peroxidag&o lipidica (SUGINO
et al., 2000c). Além disso, em um estudo in vitro realizado com foliculos ovarianos de caprino,
foi observado um aumento da atividade enzimatica de catalase nas células da granulosa durante
a maturacdo folicular, sendo que esse aumento apresentou correlagdo positiva com a
administracdo de FSH e secrecdo de E> pelos foliculos (BEHL; PANDEY, 2002).

Em mulheres com sindrome do ovario policistico também ja foi demonstrada reducéo
da atividade da catalase sérica e da GPX nas células da granulosa, com aumento dos niveis
séricos de malondialdeido (MDA). Isso sugere que o deshbalanco hormonal com diminuicéo do
FSH observado nessa doenca e o estresse oxidativo estdo envolvidos na sua patogénese (LIN
etal., 2014; JAWAD HASSAN; HASSON AL-HUSSEINI, 2019).

Em ratos a SOD é expressa em todas as fases do desenvolvimento folicular, sendo
detectada também no fluido folicular e nas células do cumulus oophorus, sugerindo um papel
protetor contra as ROS intrafoliculares. Além disso, ja foi demonstrado que FSH e LH
estimulam a expressdo de Mn-SOD e EC-SOD nas células foliculares de camundongos (R1ZZO
etal., 2012).
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Em ovelhas, as ROS sdo produzidas pelo CL durante a esteroidogénese e secrecao de
P4, sendo que elevada atividade antioxidante de GPX, SOD1 e 2 foi observada durante toda a
fase luteal, principalmente na fase litea média e inicio da fase tardia. Esse periodo coincidiu
com o pico de secrecdo de Ps. Ao mesmo tempo, redugédo da atividade enzimaética de GPX,
SODL1 e 2 ocorreu concomitante ao aumento da secre¢do de prostaglandinas (PGF2a) pelas
células inflamatérias do CL (macrdfagos e leucécitos) e diminuicdo do aporte vascular
ovariano. Isso justifica o aumento de ROS observado no final da fase Iitea e 0 aumento da
peroxidacdo lipidica (AL-GUBORY et al., 2005, 2012; RIZZO et al., 2012). De forma
semelhante, em ovérios de mulheres também foi demonstrada correlacdo positiva entre a
atividade de SOD1 e 2 e a secrecdo de P4 pelo corpo luteo (SUGINO et al., 2000a).

3.6.2 ROS no Utero e placenta

Durante o ciclo estral, o Utero sofre modificacdes ciclicas de acordo com os horménios
predominantes e as suas inter-relacdes. O perfil oxidativo e de enzimas antioxidantes como
GPX e SOD também sofrem variacao de acordo com cada fase endometrial, visando o preparo
do Gtero para uma possivel gestacdo (AL-SABBAGH et al., 2011; MENDES et al., 2019). J&
foi observado em mulheres que a diminuicdo de esteroides no final do ciclo menstrual foi
associada a uma diminui¢do da atividade de SOD e aumento do perfil oxidativo no endométrio
(SUGINO et al., 2000a; MENDES et al., 2019). Fisiologicamente, a producéo de superdxido é
estimulada pelo aumento de ROS intrauterino e causa a ativacdo do fator nuclear kappa-B (NF-
kB). A ativacdo do NF-kB no Utero de mulheres esté associada a secrecdo de prostaglandinas,
regulacdo da angiogénese e descamacdo epitelial (MENDES et al., 2019). AlteracOes
associadas ao aumento de ROS podem resultar no desenvolvimento de endometriose e abortos
devido a falha na implantacdo ou inducdo prematura do parto (MENDES et al., 2019;
WENDREMAIRE et al., 2020).

Durante a gestacao ocorre um aumento das ROS devido ao aumento da taxa metabolica
materna causada pelo feto em crescimento e pela esteroidogénese placentaria. As principais
fontes de ROS na placenta sdo as mitocondrias que realizam atividades como a peroxidagao
lipidica e resultam na producdo de grande quantidade de anions superédxidos. Os efeitos das
ROS nem sempre séo deletério e, durante a gestacéo, apresentam funcao primordial na placenta
nos processos de diferenciacdo, replicacdo e apoptose celular, como também na remodelacéo
arterial uterina e inducdo do parto (LU et al., 2018; MORA AGUERO; ZELEDON
AGUILERA; VARGAS RUBIO, 2019; WENDREMAIRE et al., 2020).
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Durante o processo de placentacdo € necessario que ocorra a remodelacdo da artéria
espiral uterina para o fornecimento adequado de sangue para a placenta e o feto em
desenvolvimento (AL-SABBAGH et al., 2011; LU et al., 2018; MENDES et al., 2019). Com
o decorrer da remodelacdo e dilatacdo das artérias espirais uterinas, secundariamente a hipoxia,
ocorre um aumento da disponibilidade de oxigénio. Isso favorece o aumento das ROS e,
consequentemente, do estresse oxidativo (AGARWAL et al., 2008; STELLER; ALBERTS;
RONCA, 2018). Apesar de requererem um estimulo inicial de aumento de ROS e estresse
oxidativo, as células trofoblasticas apresentam alta atividade metabdlica e sdo altamente
sensiveis a alteracdes oxidativas que, quando em demasia, podem resultar em morte celular e
alteracdes funcionais (MENDES et al., 2019; WALKER et al., 2020). O balan¢o adequado
entre a producdo das ROS e os fatores antioxidantes sera vital para o desenvolvimento
embrionario e fetal sadios e a manutencdo da gestacdo até o final. Durante a gestacédo ja foi
demonstrado que P4 estimula a expressdo de SOD no estroma, sendo que camundongos com
falha na expressdo de GPx3 apresentam decidualizacdo comprometida e reducéo da fertilidade.
Isso sugere que o0s esteroides sexuais e enzimas antioxidantes atuam de modo sinérgico na
manutencdo da gestacdo (MENDES et al., 2019).

A reducdo da atividade antioxidante pode resultar em alteracdes na invasao trofoblastica
e complicagOes gestacionais como restricdo de crescimento intrauterino, aborto espontaneo,
prematuridade, pré-eclampsia, doenca trofobléstica gestacional e placenta acreta em mulheres
(AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005; AL-GUBORY; FOWLER; GARREL, 2010;
AGARWAL etal., 2012; GHNEIM et al., 2016; STELLER; ALBERTS; RONCA, 2018). Em
ratas gestantes também foi demonstrado que isquemia placentaria promoveu o aumento de ROS
e esse aumento foi associado a hipertenséo gestacional (SEDEEK et al., 2008).

Aumento do estresse oxidativo e reducdo da atividade de catalase e SOD também ja foi
demonstrado no Utero de cadelas com piometra, sugerindo que o ambiente pré-inflamatoério no
Utero desses animais esta associado com uma diminuigdo do sistema antioxidante (GOGOI et
al., 2018; RAUTELA; KATIYAR, 2019). Em gatas, por outro lado, ainda ndo ha estudos que

tenham caracterizado o perfil das enzimas antioxidantes nessa condi¢do patoldgica.

3.7 Piometra em gatas domeésticas

A piometra é considerada a doencga reprodutiva inflamatoria mais importante em cadelas

e gatas e caracteriza-se pelo acimulo de exsudado purulento intrauterino associado a uma
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hiperplasia das glandulas endometriais induzida por desequilibrios hormonais (HAGMAN et
al., 2014; VILHENA et al., 2018).

A piometra e frequentemente relatada em cadelas ndo castradas, porém em gatas ainda
ha poucos estudos (HAGMAN et al., 2014). Alguns autores relatam que a baixa incidéncia em
felinos estd associada ao subdiagnostico, uma vez que as gatas geralmente ndo apresentam
sinais clinicos téo visiveis como a cadela. Outra justificativa da menor frequéncia de piometra
em gatas € a ovulacdo induzida que essa espécie apresenta, de modo que a mesma somente
passa por um periodo de hiperprogesteroninismo caso ocorra estimulos externos como coito,
feromonios e estimulos visuais durante o estro (HAGMAN et al., 2014; BINDER et al., 2019).

Apesar de ocorrer em qualquer idade ap6s a puberdade, a piometra em gatas € mais
comum em fémeas com idade avancada, ndo castradas e na fase do diestro (HAGMAN et al.,
2014). Os relatos em animais jovens estdo associados, na maioria das vezes, a administracao
exogena de esteroides sexuais visando a inibi¢do da ciclicidade (PRAPAIWAN et al., 2017).

A piometra pode ser classificada clinicamente em fechada ou aberta. Na piometra
fechada ha auséncia de secrecédo vaginal devido a manutencao da cérvix fechada, enquanto na
piometra aberta ocorre descarga vaginal purulenta amarelada ou amarronzada de odor pdtrido.
As piometras fechadas estdo associadas a piores progndsticos, visto que o seu diagnostico
geralmente é tardio, com infecgcdo bacterina avancada e com maiores riscos de rompimento
uterino e evolucdo para peritonite purulenta, choque séptico e dbito (AGUDELO, 2005;
MISIRLIOGLU et al., 2006; VILHENA et al., 2018).

De acordo com as suas caracteristicas histopatoldgicas, alguns autores classificam a
piometra em quatro tipos, a depender do grau de comprometimento patoldégico e infiltrado
inflamatorio, onde: o tipo 1 apresenta hiperplasia endometrial, porém sem indicios de processo
inflamatdrio; no tipo 2 ocorre hiperplasia endometrial acompanhada de endometrite aguda
intersticial por mononucleares; no tipo 3 ha exacerbacdo do processo inflamatério endometrial,
com infiltrado de polimorfonucleares no Iimen uterino e nas glandulas endometriais; no tipo 4
hd uma endometrite conica, com hipotrofia endometrial devido ao acUimulo de células
inflamatdrias no Iumen uterino e, em alguns casos, metaplasia escamosa do epitélio (DOW,
1959; AGUDELO, 2005).

Apesar de ser bem estudada em cadelas, os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
piometra ainda ndo foram totalmente elucidados, especialmente na gata. Porém, a sua
ocorréncia esta associada ao aumento dos niveis de progesterona e estrogenos. Sob influéncia
do E», ocorre hiperplasia das glandulas endometriais e aumento da sensibilizacdo do Utero a Pa,

além da abertura da cérvix, o que permite a colonizagdo ascendente por bactérias advindas da



45

vagina. Sob estimulo da P4, ocorre relaxamento uterino, diminuigéo das contra¢gdes miometriais,
aumento da secrecdo das glandulas endometriais, fechamento da cérvix e diminui¢do da
resposta imune local. Com isso, o ambiente uterino torna-se propicio para proliferacéo
bacteriana, favorecendo o desenvolvimento da piometra (AGUDELO, 2005; CHATDARONG
et al., 2005; HAGMAN et al., 2014).

Estudos sugerem que alteracbes no perfil de receptores para esteroides sexuais,
especialmente P4, estdo associados ao desenvolvimento da piometra (PRAPAIWAN et al.,
2017). Em cadelas com piometra foi demonstrado que a expressao de receptores uterinos para
P4 estava aumentada, enquanto que os receptores estrogénicos (ER) estavam diminuidos (DE
BOSSCHERE et al., 2002; PRAPAIWAN et al., 2017). Em gatas, um estudo demonstrou que
a expressao de receptores para E2 e P4 foi maior na superficie endometrial e epitélio glandular
em casos graves de hiperplasia endometrial cistica (HEC) e piometra, enquanto houve menor
expressao de Era em casos leves de HEC (MISIRLIOGLU et al., 2006).
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4 CAPITULOI

PERFIL DE EXPRESSAO DOS RECEPTORES PARA ESTEROIDES
SEXUAIS E ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO UTERO E PLACENTA DE GATAS
CICLICAS, GESTANTES E COM PIOMETRA

4.1 Introducéo

Os esteroides sexuais e as enzimas antioxidantes sdo importantes no desenvolvimento
do sistema genital feminino e para a modulacéo adequada do ciclo estral/menstrual, gestacédo e
desenvolvimento fetal (AGARWAL et al., 2012; STELLER; ALBERTS; RONCA, 2018;
COLE; SHORT; HOOPER, 2019). Por isso, alteracdes na sinalizacdo ou expressdo desses
mediadores estdo associadas a disfungdes reprodutivas e doencas gestacionais como
infertilidade, anovulagéo, nascimento de fetos prematuros e aborto espontaneo (BULUN, 2014;
HAMILTON et al., 2017; LU et al., 2018; PIETTE, 2018; STELLER; ALBERTS; RONCA,
2018; FARR et al., 2019).

Os esteroides sexuais de maior importancia para o sistema genital feminino incluem a
progesterona (Ps), o estradiol (E2) e os hormdnios androgénicos (COLE; SHORT; HOOPER,
2019; DI RENZO; TOSTO; TSIBIZOVA, 2020). Eles sdo produzidos principalmente pelas
gbnadas e, em menor quantidade, pelas adrenais e, durante a gestacdo, pela placenta (BRAUN
etal., 2012; COLE; SHORT; HOOPER, 2019).

Estudos sobre a expressdo do receptor de P4 (PR) no trato genital de mulheres e cadelas
tém demonstrado sua relacdo com o desenvolvimento do cancer de mama, ovario e Gtero (DIEP
et al., 2015; LEE et al., 2005; KNUTSON et al., 2012), enquanto que foi observado em
camundongos nocautes para 0s receptores de estrégeno alfa (ERa) e¢ beta (ERP) foi
demonstrado infertilidade e subfertilidade, respectivamente (OGAWA et al., 1999; BULUN,
2014). Ja camundongos nocautes para o receptor de androgeno (ArKO) apresentam maior
atresia folicular e reducdo da foliculogénese (CHANG, et al., 2013), enquanto a delecéo génica
de receptores androgénicos (AR) em ratas causou subfertilidade, reducéo da foliculogénese e
da taxa de nascimento (WALTERS; ALLAN; HANDELSMAN, 2008; CHANG, et al., 2013).

No entanto, mesmo a gata doméstica sendo uma espécie com ovulacdo induzida, o que
difere de outras espécies animais domésticas e da mulher (BINDER et al., 2019), estudos sobre
o perfil de expressdo dos receptores para esteroides sexuais no sistema genital dessa espécie

animal sdo escassos, especialmente na placenta. Os Unicos estudos realizados por Amelkina et
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al. (2016) e Li et al. (1992) demonstraram que a expressao de ER e PR no Utero de gatas varia
de acordo com a fase do ciclo estral, com maior expressdo em gatas no proestro, enquanto a
expressao génica desses receptores e de AR varia de acordo com o estagio de desenvolvimento
luteal (LI; BOOMSMA; VERHAGE, 1992; AMELKINA et al., 2016).

Estudos com ratas j& demonstraram também que os hormonios sexuais agem regulando
enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX) no utero e que o perfil enzimatico é variavel de acordo com o horménio
predominante e a fase do ciclo estral (GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2002). O equilibrio entre
condigdes oxidativas e antioxidantes deve ser cuidadosamente balanceado para que processos
como a esteroidogénese, foliculogénese, ovulacdo, lutedlise, angiogénese, implantacdo do
embrido, gestacdo e o parto possam ocorrer adequadamente (AGARWAL; GUPTA;
SHARMA, 2005; SCHOOTS et al., 2018; STELLER; ALBERTS; RONCA, 2018). Nesse
sentido, demonstrou-se no Utero de ratas que o aumento de E> e androgenos aumenta o estresse
oxidativo e diminui a atividade de enzimas antioxidantes como a catalase (GOMEZ-
ZUBELDIA et al., 2002). A progesterona, por outro lado, estimula a atividade da glutationa
peroxidase no Gtero de ratas e camundongos (GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2002; XU et al.,
2014).

No entanto, até 0 momento, ndo ha descricdo do perfil de enzimas antioxidantes no
sistema genital da gata doméstica e se ha correlagdo da sua expressdo com a expressao tecidual
dos receptores para esteroides sexuais. Além disso, ndo ha estudos em gatas domésticas
avaliando o perfil desses mediadores em condic¢des inflamatdrias uterinas, como a piometra.
Embora a piometra seja a principal doenca inflamatéria do trato genital de cadelas e gatas
(STANLEY; PACCHIANA, 2008; PRAPAIWAN et al., 2017), estudos sobre essa condicao
em gatas sdo ainda escassos (AGUDELO, 2005; HAGMAN et al., 2014; SANTOS et al., 2021).
Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressdo dos receptores para
esteroides sexuais e enzimas antioxidantes no Gtero de gatas ao longo do ciclo estral e na

condicgéo de piometra, como também no Utero e placenta ao longo da gestacao.

4.2 Metodologia
4.2.1 Delineamento experimental

Gatas sem raca definida, com idade variando de seis meses a dois anos, foram utilizadas

no presente estudo. Amostras de Utero e placenta de gatas higidas ndo gestantes, gestantes e
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com piometra foram obtidas de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC) e que foram submetidos & ovariohisterectomia eletiva.
Ovariohisterectomia terapéutica foi realizada nas gatas que apresentaram complicacfes
gestacionais e/ou que apresentavam suspeitas clinicas de piometra. Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UESC (Processo n°
029/21).

Foram coletados os tratos genitais de 37 gatas. Analise macroscépica foi realizada no
sistema reprodutor e fragmentos de Utero e placenta foram coletados para histopatologia e
imuno-histoquimica (IHQ). Fragmentos de Gtero e placenta foram também armazenados em
criotubos com Trizol, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C para avaliagdo
da expressao génica pela g°PCR. Amostras sanguineas foram coletadas por meio da puncdo da
veia cefélica ou jugular e armazenados em tubos com EDTA para dosagem de progesterona
(P4) e estradiol (E>).

Ap0s avaliacdo clinica, macroscépica, histopatolégica e do perfil plasmético de P4 e
E>, os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 1) proestro/estro (N=6);
2) diestro (N=7), 3) anestro (N=6); 4) piometra (N=5); 5) meio da gestacdo (aproximadamente
30 dias de gestagdo) (N=7); 6) final da gestacéo (gestagéo a termo) (N=6).

4.2.2 Ovariohisterectomia

Para a ovariohisterectomia foi utilizou-se como medicacdo pré-anestésica
acepromazina (0,05 mg/Kg; IM) (Acepromazine 2%; Syntec) e morfina (0,3 mg/Kg; IM)
(Morphine sulfate 10 mg/mL; Hipolabor + Sanval) para os animais higidos e meperidina
(3mg/Kg; IM) para os animais com piometra ou gestantes. Para a inducgdo anestésica foi
utilizado propofol (6 mg/Kg; IV) (Propotil; Biochimico), com posterior infusdo continua de
Ringer Lactato (6 ml/kg/h). Apos intubacdo endotraqueal, a anestesia foi mantida com
isoflurano (Isoforine; Cristalia) em 100% de oxigénio (300 ml/kg/min) em circuito aberto
(Baraka) utilizando méaquina de anestesia (WATO EX-65, Mindray). Antes da cirurgia, 0S
animais receberam cefalotina sédica (30 mg/Kg; IV) como antibioticoterapia profilatica. A
ovariohisterectomia foi realizada pela técnica trés pincas apos laparotomia por meio de incisao
mediana (CORREA et al., 2019).

4.2.3 Processamento dos tecidos e avaliacdo histopatologica
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As amostras de Utero e placenta foram acondicionadas em um frasco em
paraformaldeido 10% durante 24 horas para fixacdo. Em seguida, o material foi processado
pela técnica rotineira para inclusdo em parafina e posterior clivagem (APENDICE 1). Os
tecidos foram desidratados de forma seriada em solucdo de alcool 70% até alcool absoluto
(100%), com posterior diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Secc¢@es histoldgicas de
4um foram obtidos em l&minas histoldgicas. Apds esse processo, as secgdes foram coradas
com Hematoxilina e Eosina (H&E) para anélise histopatologica (APENDICE I1). Seccdes de
4um foram também obtidas em laminas polarizadas silanizadas (StarFrost Polycat, Germany)
para realizacdo da IHQ.

As fémeas foram consideradas em proestro/estro quando apresentaram caracteristicas
endometriais proliferativas, como hiperplasia e hipertrofia glandular, além de niveis
plasmaéticos elevados de E> e baixos de Ps; em diestro, aquelas em que o Utero apresentou
dilatacdo, hipertrofia e discreta hiperplasia das glandulas endometriais associado a atividade
secretdria, com niveis plasmaticos aumentados de Ez e P4 (LIMAN et al., 2012; SIEMIENIUCH
etal., 2014; AMELKINA et al., 2015); e como anestro, as gatas que apresentaram o endométrio
com poucas camadas de glandulas e criptas rasas, caracterizando inatividade ciclica, além de
baixos niveis de E> e P4 (LIMAN et al., 2012). Para a caracterizacao dos animais com piometra,
foram utilizados parametros previamente descritos (DOW, 1959; AGUDELO, 2005; GOGOI
et al., 2018) e foram consideradas apenas as que apresentaram piometra Graus 3 e 4, nas quais
foi observado infiltrado inflamat6rio no limen uterino e nas glandulas endometriais.

A determinacéo da idade gestacional foi realizada de acordo com o histérico clinico,
o tamanho do embrido ou feto e anélise histoldgica da placenta considerando a altura das
lamelas placentarias (LEISER; KAUFMANN, 1994; LEISER; KOOB, 1993; WOODING;
BURTON, 2008).

4.2.4 Dosagem hormonal

Amostras de sangue foram coletadas imediatamente apds a ovariohisterectomia pela
puncéo da veia cefalica ou jugular, entre 9:00 e 11:00h, em tubos com EDTA. O sangue foi
centrifugado a 3.000 rpm por 20 min e o plasma obtido foi armazenado a -20 °C para posterior
dosagem hormonal de E> e P4 por meio de ensaio de imunoabsorcéo ligado a enzima (ELISA)

utilizando Kits comerciais (Enzo Life Sciences, Inc, USA).
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4.2.5 Imuno-histoquimica

Seccoes histologicas dos Uteros e placentas foram submetidas a analise IHQ utilizando
0s anticorpos anti-PR (sc-130071; Santa Cruz Biotechnology. CA, USA), anti-ERa (6f11;
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), anti-AR (PG-21; EMD Millipore Corp,
Massachusetts, EUA), anti- catalase (sc-271803, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-
SOD1 (sc-101523, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e anti-GPX1/2 (sc-133160, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA).

Foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (Streptavidin Peroxidase,
Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA) (APENDICE Ill). A recuperacdo antigénica foi
realizada pelo calor em banho-maria a 98°C, durante 20 minutos e, em seguida, durante 20
minutos em temperatura ambiente, utilizando a solugdo EnVision™ FLEX Target Retrieval
(DM828), diluida na concentracdo de 1:50 em dH20O do Kit EnVision FLEX+, Mouse, High
pH, com pH ajustado com &cido citrico para 6,0. As laminas foram incubadas em cdmara imida
durante 5 minutos na etapa de bloqueio da peroxidase endogena (EnVision™ FLEX
Peroxidase-Blocking Reagent (SM801)), seguido de 30 minutos na etapa de soro de bloqueio
(Ultra vision Block, Lab Vision Corp., Fremont, CA. USA). As laminas foram incubadas com
0s anticorpos primarios em camara Umida overnight por 18 ou 40h (Tabela 2) e durante 30
minutos na etapa de proteina estabilizante (EnVision ™ FLEX + Mouse LINKER (SM804))
e, em seguida, com o anticorpo secundario (EnVision ™ FLEX HRP (SM802)) durante 30
minutos. O cromogeno utilizado foi a diaminobenzidina (EnVision™ FLEX DAB+
Chromogen (DM827)). As secgOes foram contracoradas com hematoxilina de Harris. O
controle negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo primario pela solucdo de fosfato
tamponado (PBS) (SANTOS, 2021).

Tabela 2- Lista dos anticorpos primarios utilizados na imuno-histoquimica e suas respectivas dilui¢oes
e tempo de incubacdo e revelacéo.

. - Tempo de Tempo de
Anticorpo Especie/clone Diluicéo incutgagéo revelagécF)) no DAB
Anti-CAT Camundongo/monoclonal  1:200 18h 1 hora
Anti-SOD1 Camundongo/monoclonal  1:1000 18h 3 min

Anti-GPX1/2  Camundongo/monoclonal  1:1000 18h 2 min
Anti-AR Coelho/policlonal 1:50 40h 1 hora
Anti-PR Camundongo/monoclonal  1:2000 40h 5 min
Anti-ERa Camundongo/monoclonal  1:100 40h 1 hora

DAB= diaminobenzidina
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Foi realizada uma avaliacéo descritiva e quantitativa da marcagdo imuno-histoquimica
de PR, ERa, AR, CAT, SOD1 ¢ GPX1/2 no ttero ¢ placenta. Na analise descritiva, foram
avaliadas no utero as células do epitélio luminal, do epitélio glandular, células estromais e
miometriais. Na placenta foram avaliadas as células do citotrofoblasto, do sinciciotrofoblasto
e deciduais uterinas.

Para a andlise quantitativa, imagens de trés campos aleatorios do endométrio
superficial, miométrio e placenta de cada animal foram obtidas por meio do microscopio
Leica DM 2500, na objetiva de 40x, utilizando a camera digital Leica DFC 295 (Leica
Microsytems, Germany). Foi determinada a area de imunomarcacdo utilizando o software
W(CIF ImageJ® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, USA). Para a anélise da
area marcada, color deconvolution e thresholding das imagens foram realizadas. Os dados de
cada tecido foram arquivados, analisados e expressos como area de imunomarcacao em pixels
(SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014; SANTOS et al., 2021).

Foi também realizada a avaliacdo da porcentagem de células imunomarcadas para ER
e PR em cada regido do Utero e placenta. Para isso, foi realizada a contagem em 500 células
do epitélio luminal, 250 células do epitélio glandular superficial, 250 células do epitélio
glandular profundo, 500 células do estroma endometrial, 500 células do miométrio, 500
células do citotrofoblasto, 500 nucleos do sinciciotrofoblasto e 500 células deciduais uterinas.

4.2.6 PCR em tempo real (qQPCR)

Para a técnica de qPCR, a extracdo do RNA total do endométrio e placenta foi feita
pelo uso do Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) seguindo o protocolo
do Kit com algumas modifica¢bes. Foi utilizado 1 pg de RNA para a sintese de cDNA
utilizando 0 GoTag® 2-Step RT-gPCR Systems (A6010, PROMEGA). Os transcritos génicos
dos genes alvo foram quantificados pela qPCR utilizando SYBR Green no equipamento
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life
Technologies). Para as reacdes de gPCR utilizou-se 1,5 pL de cDNA, 100nM de cada
iniciador e 12,5 pL do reagente GoTaq® qPCR Master Mix, 2X em um volume final de 20
uL de reagdo. Como controle negativo utilizou-se 0 mix de amplificagdo de DNA, no qual a
amostra de cDNA foi substituida por &gua. As amplificacbes foram realizadas nas seguintes
condi¢Oes: ativacdo enzimatica a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 15 s

e anelamento/extens&o a 60 °C por 60s.
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Curvas padrdo de todas as transcri¢cbes foram utilizadas para avaliar a linearidade e
eficiéncia da amplificacdo, bem como a avaliacdo da curva de melting dos produtos da
amplificacdo. Os iniciadores para Sod1, Catalase, Gpx1, Ar, Pr e Era foram delineados com

base na sequéncia do mMRNA de Felis catus (Tabela 3). A expressdo génica foi analisada pelo

método 27AACT e que os resultados obtidos para cada grupo foram comparados
quantitativamente ap6s a normalizacdo baseada na expressao de 40S Ribossomal protein S7
(Rps7) Felis catus (JURSZA; SKARZYNSKI; SIEMIENIUCH, 2014).

Tabela 3- Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para gRT-PCR.

Gene Iniciadores N° acesso

F: ACCTTGGCAACGTAACTGCT

Sod1 R: GTGCGGCCAATGATGGAATG XM_023238820
F: TGCTCATCGAGAATGTGGCG

Gpxl R: CGAACTGGTTGCATGGGAAG XM_004001361.6
F: GTGCCATCGAACATAGCAGC

Cat R: CTCACACAGGCGTTTCCTCT XM_003993157.5
F: GCCCGGAAGCTGAAGAAACT

Ar R: CATACACGCCTGGCTCAAT XM_004000575.6

Era F: TCTCTTGGGACGCCTGTTTC

R: CCAGTCCTTTGGTGATCGCT NM_001024231.1

F: CTGCCACATCGAGGACTGTT
Pr R: TGACTTCCGTGAAAGCGAGT XM_019450172.1

F: GTCCCAGAAGCCGCACTTTGAC

Rps7 R: CTCTTGCCCACAATCTCGCTCG

XM_023250908.2

4.2.7 Anélise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos a identificacdo e exclusdo de outliers
através do software Graphpad Prism 8.0.2® e, para 0s aptos, foi realizada a apresentacdo como
média = SEM. Foi realizada a anélise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste t de Student
ndo-pareado para comparacdes entre dois grupos ou Student Newman Keuls (SNK) para
maltiplas comparagfes, utilizando o software GraphPad Prism 8.0.2®. Para andlise de
correlacdo entre a expressao génica endometrial e placentaria entre 0s hormdnios sexuais e as
enzimas antioxidantes foi utilizado o ACT de cada gene por meio da correlacdo de Pearson.
As analises foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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4.3 Resultados
4.3.1 A expressdo uterina do ERa e PR é reduzida durante o diestro em gatas domésticas

Tendo em vista que alteracdes nos receptores de esteroides sexuais podem resultar em
alteracdes reprodutivas como infertilidade, anovulacédo e aborto (MULAC-JERICEVIC et al.,
2000; PRAPAIWAN et al., 2017) e que o estradiol é considerado um dos principais hormoénios
para a fertilidade da fémea, objetivou-se avaliar a expressdo de ERa no ttero de gatas durante
o0 ciclo estral. Para isso, as gatas foram classificadas nas fases de proestro/estro, diestro e
anestro de acordo com a histologia uterina e o perfil plasmatico de E> e P4. As gatas em
proestro/estro e diestro apresentaram maiores niveis de E> comparado ao anestro
(proestro/estro, 54,18 + 8,99 pg/mL; diestro, 50,47 + 16,20 pg/mL; anestro, 2,17 £+ 0,03 pg/mL;
P < 0,05), enquanto as gatas em diestro apresentaram maiores concentracdes séricas de P4 em
relacdo ao proestro/estro e anestro (proestro/estro, 1,19 + 0,33 ng/mL; diestro, 7,86 + 1,75
ng/mL; anestro, 0,83 + 0,08 ng/mL; P < 0,05).

A imunomarcagdo do ERo no endométrio das gatas foi maior nas fases de
proestro/estro e anestro em relacdo ao diestro (Figura 4A-B), principalmente no epitélio luminal
superficial e glandular (Figura 4C), enquanto nas células estromais uterinas houve maior
marcacdo de ERa na fase de diestro quando comparado ao proestro/estro (Figura 4C) ¢ no
anestro em relacdo ao diestro e proestro/estro (Figura 4C). No miométrio, por outro lado, houve
maior imunomarcagdo de ERa no anestro comparada ao proestro/estro e diestro (Figura 4A e
4C). Na avaliacdo dos transcritos génicos, semelhante a imunomarcacdo, houve maior

expressao de Era no proestro/estro e anestro em relacéo ao diestro (Figura 4E).

Em relacdo ao PR, maior imunomarcacdo endometrial também foi observada no
proestro/estro e anestro em relacdo ao diestro (Figura 5A-B), tanto no epitélio luminal e
glandular quanto nas células estromais (Figura 5D). No miométrio, as fases de proestro/estro e
anestro também apresentaram maior marcacdo de PR em relacdo ao diestro (Figura 4C),
inclusive com maior marcagdo de células miometriais no anestro comparado ao proestro/estro
(Figura 5C-D). Na expressao génica, embora ndo tenha observado diferenca significativa entre
0s grupos, maiores niveis de mMRNA foram observados no proestro/estro e anestro comparado

ao diestro (Figura 5E).
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Figura 4- Expressio de ERa no utero de gatas higidas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de ERo no endométrio € miométrio
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 pm). B-C) Area de
imunomarcagdo em pixels da expressdo de ERa no endométrio (B) e miométrio (C)
(médiaxzSEM; n = 6). D) Porcentagem de células imunomarcadas para ERa no epitélio luminal
e glandular, estroma e miométrio. E) Expressdo génica relativa do Era no endométrio
(médiaxzSEM; n = 5-6). As diferencas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc
SNK, *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001, ****P<0,0001. P/E= proestro/estro; D= diestro; A=
anestro; EL= epitélio luminal, EGS= epitélio glandular superficial; EGP= epitélio glandular
profundo; CE= células estromais; CM= células miometriais.
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Figura 5- Expressdo de PR no Utero de gatas higidas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de PR no endométrio e miométrio
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B-C) Area de
imunomarcacdo em pixels da expressdio de PR no endométrio (B) e miométrio (C)
(médiaxzSEM; n = 6). D) Porcentagem de células imunomarcadas para PR no epitélio luminal
e glandular, estroma e miométrio. E) Expressdo génica relativa de Pr no endométrio
(médiatSEM; n = 5-6). As diferengas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc
SNK, *P <0,05, **P< 0,01, ***P < 0,001, ****P<0,0001. P/E= proestro/estro; D= diestro; A=
anestro; EL= epitélio luminal; EGS= epitélio glandular superficial; EGP= epitélio glandular
profundo; CE= células estromais; CM= células miometriais.

A imunomarcacdo do AR no Gtero das gatas foi principalmente no epitélio luminal e
glandular e no miométrio, independente da fase do ciclo estral (Figura 6A), e ndo houve
diferenca significativa entre os grupos tanto na imunomarcacgao quanto na expressao de mRNA
(Figura 6B-D).
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Figura 6- Expressdo de AR no uUtero de gatas higidas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de AR no endométrio e miométrio
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B-C) Area de
imunomarcacdo em pixels da expressdo de AR no endométrio (B) e miométrio (C)
(médiatSEM; n = 6). D) Expressdo génica relativa de Ar no endométrio (médiatSEM; n =5-
6). As diferencas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc SNK; P/E=
proestro/estro; D= diestro; A= anestro.

4.3.2 A expressdo uterina de SOD1, catalase e GPX é modulada pelo ciclo estral em gatas

domeésticas

Considerando que as enzimas antioxidantes podem ser moduladas pelos esteroides
sexuais e que SOD1, catalase e GPX séo as principais enzimas envolvidas na manutencéo do
estado redox celular (GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2002; RIZZO et al., 2012), foi avaliado o
perfil dessas enzimas no Utero de gatas domésticas durante o ciclo estral e a sua correlagdo com
0s esteroides sexuais. A imunomarcacdo de SOD1 no endomeétrio foi nuclear, citoplasmética e

homogénea, principalmente no epitélio glandular (Figura 7A), com maior é&rea de
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imunomarcacao no diestro em relagdo ao proestro/estro e anestro (Figura 7B), enquanto no
miométrio ndo houve diferenca entre as fases do ciclo estral (Figura 7C). Na avaliagdo da
expressao génica, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 7D). No entanto,
correlacdo génica positiva foi observada entre a expressao endometrial de Sodl e Pr (Figura

7E), enquanto ndo houve correlagdo génica significativa em relacéo a Era e Ar (Figura 7F-G).
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Figura 7- Expressdao de SOD1 no utero de gatas higidas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de SOD1 no endométrio e miométrio
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B-C) Area de
imunomarcacdo em pixels da expressdo de SOD1 no endométrio (B) e miométrio (C)
(médiaxzSEM; n = 6). D) Expressao génica relativa de Sod1 no endométrio (médiatSEM; n =
5-6). E-G) Correlacdo génica da expressdo de Sod1 com Pr (E), Era (F) e Ar (G) no endométrio.
As diferencas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc SNK, *P <0,05. P/E=
proestro/estro; D= diestro; A= anestro.

A imunomarcacdo de catalase foi citoplasmatica, heterogénea e principalmente no
epitélio luminal e glandular e nas células miometriais, com maior expressdo endometrial e
miometrial nas gatas em diestro em relagdo ao proestro/estro e anestro (Figura 8A-C). Em
relacdo a expressdo do mRNA, ndo houve diferenca significativa na expresséo de Cat entre 0s
grupos (Figura 8D) e nem correlagéo génica com a expresséo de Era, Pr e Ar (Figura 8E-G)
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Figura 8- Expressdo de catalase no Utero de gatas higidas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de catalase no endométrio e miométrio
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 pm). B-C) Area de
imunomarcacdo em pixels da expressdo de catalase no endométrio (B) e miométrio (C)
(médiaxtSEM; n = 6). D) Expressédo génica relativa de Cat no endométrio (médiatSEM; n = 5-
6). E-G) Correlagdo génica da expressao de Cat com Era, Pr e Ar no endométrio. As diferencas
significativas foram determinadas por ANOVA post hoc SNK, *P<0,05, **P<0,01,
***p<(0,001****P<0,0001. P/E= proestro/ estro; D= diestro; A= anestro.

Em relagdo a GPX1/2, a imunomarcagdo foi nuclear, citoplasméatica e homogénea,
principalmente no epitélio luminal e glandular (Figura 9A). N&o houve diferencga significativa
na area de imunomarcacdo endometrial e miometrial entre os grupos (Figura 9B-C). No entanto,
na analise génica, menor expressao de transcritos para Gpx1 foi observada no diestro em relacéo
ao proestro/estro e anestro (Figura 9D). N&o houve correlacdo génica significativa de Gpx1 com
Era, Pr e Ar (Figura 9E-G).
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Figura 9- Expressdo de GPX no utero de gatas higidas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de GPX1/2 no endométrio e miométrio
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 pm). B-C) Area de
imunomarcacdo em pixels da expressdo de GPX1/2 no endométrio (B) e miométrio (C)
(médiaxSEM; n = 6). D) Expressdo génica relativa de Gpx1 no endométrio (médiatSEM; n =
5-6). E-G) Correlacdo génica da expressdo de Gpx1l com Era, Pr e Ar no endométrio. As
diferengas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc SNK, *P<0,05. P/E=
proestro/estro; D= diestro; A= anestro.

4.3.3 A expressdo de ERa e PR é aumentada no utero de gatas com piometra

Pelo fato de estudos terem demonstrado alteracGes na expressdo dos receptores para
esteroides sexuais no Utero de cadelas com piometra (PRAPAIWAN et al., 2017) e de haver
cpoucas informagdes na literatura sobre gatos a esse respeito (MISIRLIOGLU et al., 2006),

avaliamos a expressao génica e proteica de ERa, PR e AR no utero de gatas com piometra.

A imunomarca¢do endometrial de ERa e PR foi maior nas gatas com piometra em
relacdo as gatas higidas em diestro (Figura 10A-B), enquanto no miométrio as gatas com
piometra também apresentaram maior marcacdo de PR em comparacdo as gatas higidas em
diestro. Na andlise de expressao génica, semelhante a imunomarcacao, as gatas com piometra

tambeém apresentaram maior expressdo de transcritos para Era e Pr em relacdo as gatas higidas
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em diestro (Figura 10C). Em relacdo ao AR, ndo houve diferenca significativa na area de
imunomarcagao e nem na expressdo de mRNA entre os grupos (Figura 10 B-D).
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Figura 10- Expressao de Era, PR e AR no utero de gatas higidas em diestro e com
piometra. A) Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de ERa, PR ¢ AR no
endométrio e miométrio (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50
um). B-C) Area de imunomarcagdo em pixels da expressido de ERo, PR e AR no endométrio
(B) e miométrio (C) (médiatSEM; n = 4-6). D) Expressdo génica relativa de Era, Pr e Ar no
endométrio (médiaxtSEM; n = 4-6). As diferencas significativas foram determinadas por
ANOVA post hoc SNK, *P < 0,05, **P< 0,01, ***P<0,001.

4.3.4 A expressao de catalase e Gpx1 é alterada no Utero de gatas com piometra

Considerando que cadelas com piometra apresentam aumento do estresse oxidativo no
utero e reducdo da atividade de enzimas antioxidantes (GOGOI et al., 2018; RAUTELA;
KATIYAR, 2019), procuramos avaliar o perfil de expressdo de SOD1, catalase e GPX no Utero
de gatas com piometra. Em relacéo a expressao de SOD1, ndo houve diferenca significativa na
imunomarcagao uterina entre 0s grupos, enquanto uma tendéncia de aumento de expressdo no
mRNA foi observada no Gtero das gatas com piometra em comparagdo as gatas higidas em
diestro (Figura 11D; P = 0,05). Em relacdo a expressdo proteica, foi observado que a

imunomarcacao endometrial de catalase reduziu nas gatas com piometra em relacdo as gatas
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higidas em diestro (Figura 11A-B). Por outro lado, a imunomarcacgdo miometrial de GpX1/2 e
expressdo de mRNA de Gpxl estavam aumentados no Gtero das gatas com piometra em

comparacao as gatas higidas em diestro (Figura 11A, C-D).
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Figura 11- Expressdo de SOD1, catalase e GPX no Gtero de gatas higidas em diestro e com
piometra. A) Fotomicrografias da marcagéo imuno-histoquimica de SOD1, CAT e GPX1/2 no
endométrio e miométrio (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50
um). B-C). Area de imunomarcacdo em pixels da expressdo de SOD1, CAT e GPX1/2 no
endométrio (B) e miométrio (C) (médiatSEM; n = 4-6). D) Expressdo génica relativa de Sod1,
Cat e Gpx1 no endométrio (médiaxtSEM; n = 4-6). As diferencas significativas foram
determinadas por ANOVA post hoc SNK, *P <0,05, **P <0,01.

4.3.5 4 gestagdo aumenta a expressdo uterina de ERo. e Pr em gatas domésticas

Uma vez que a modulacdo e sinalizacdo adequada dos receptores para esteroides
sexuais no utero durante a implantacéo e placentagdo é vital para o sucesso gestacional (COPE
et al., 2022; HAMILTON et al., 2017; CONNEELY et al., 2001) e que ndo ha informac6es
sobre o perfil de expressdo desses mediadores na interface materno-fetal de gatas gestantes,
avaliamos a expressdo de ERa, PR e AR no Utero de gatas no meio e final da gestacéo.

Em relagdo ao ERa, maior area de imunomarcagdo endometrial foi observada no meio

da gestacdo em relacdo ao final da gestacdo e as gatas em diestro ndo gestacional (Figura 12A-
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B). Esse aumento da expressao no meio da gestacdo foi associado a maior imunomarcacao de
ERa no epitélio glandular superficial e profundo comparado ao final da gestacéo e diestro néo
gestacional (Figura 12D). No miométrio, maior imunomarcac¢ao de ERa também foi observada
nas gatas no meio da gestacdo em relacdo ao final da gestacdo (Figura 13). Semelhante a
expressdo proteica, maior expressdo de mRNA de Era foi observada no endométrio das gatas
no meio da gestacdo em relagéo ao diestro néo gestacional (Figura 12C).

Na avaliacdo do PR, ndo houve diferenca significativa na area de imunomarcacgéo
endometrial e miometrial entre os grupos (Figura 12B; Figura 13). No entanto, na porcentagem
de células imunomarcadas em cada regido do utero, foi observada redugéo no epitélio glandular
e células miometriais do Utero gestante comparado ao Utero em diestro ndo gestacional (Figura
12A e E), enquanto um aumento da imunomarcacdo em células estromais uterinas foi observado
no meio da gestacdo em relacdo ao final da gestacdo e diestro ndo gestacional (Figura 12E).
Reducdo da expressdo de PR no epitélio luminal uterino também foi observada no final da

gestacdo em relacdo ao meio da gestacéo (Figura 12E).

Em relacdo a imunomarcacéo e expressdo génica de AR, ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos (Figura 12A-C; Figura 13).
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Figura 12- Expressiao de ERa, PR e AR no utero de gatas em diestro nio gestacional e de
gatas no meio e final da gestacdo. A) Fotomicrografias da marcacdo imuno-histoquimica de
ERa, PR e AR no endométrio (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar
=50 pum). B). Area de imunomarcagdo em pixels da expressio de ERa, PR ¢ AR no endométrio.
C) Expressdo génica relativa de Era, Pr e Ar no endométrio (médiatSEM; n = 4-6). D-E)
Porcentagem de células imunomarcadas para ERa (D) e PR (E) no epitélio luminal e glandular,
estroma e miométrio. As diferencas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc
SNK, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <0,001, ****P<0,0001. EL= epitélio luminal; EGS= epitélio
glandular superficial; EGP= epitélio glandular profundo; CE= células estromais; CM= células
miometriais.



64

()

©= Diestro
== Meio da gestagéo
= Final da gestagdo

Area de imunomarcacao em
pixels no mlometrlo(st)

SO
R
R

|

e
.

oooo
onrO

Figura 13- Expressiao proteica de ERa, PR e AR no miométrio de gatas no diestro nao
gestacional, meio e final da gestacdo. A) Fotomicrografias de marcagdo imuno-histoquimica
de ERa, PR ¢ AR no miométrio. B) Area de imunomarcacdo em pixels da expressdo de ERa,
PR e AR no miométrio (médiatSEM; n = 6) (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina
de Harris; Bar = 50 pum).

4.3.6 A gestacdo modula a expressao uterina de enzimas antioxidantes em gatas domesticas

Uma vez que alteracBes na producdo de ROS e expressdo de enzimas antioxidantes no
endométrio pode resultar em alteracfes reprodutivas como falhas na implantacdo, aborto e
indugéo prematura do parto (MENDES et al., 2019; WENDREMAIRE et al., 2020) e que nédo
ha informacdes sobre o perfil de expressdo de enzimas antioxidantes no Gtero de gatas gestantes,
também avaliamos a expressdo de SOD1, catalase e GPX no Utero de gatas no meio e final da
gestacéo.

A anélise da imunomarcacdo de SOD1 demonstrou que nao houve diferenca
significativa na expressao endometrial e miometrial entre as gatas de meio e final de gestacdo
em relacdo ao Utero de gatas em diestro ndo gestacional (Figura 14A-B; Figurals), diferente da
expressdao do mRNA de Sod1, que apresentou maior expressao endometrial no meio da gestacéo
em relacéo ao final da gestacéo e diestro ndo gestacional (Figura 14C).

Em relacdo a catalase, menor imunomarcacao endometrial foi observada no meio e final
da gestacdo em relagdo ao diestro ndo gestacional (Figura 14A-B), enquanto um aumento na
marcacgdo ocorreu no final da gestacdo em relagdo ao meio da gestacdo, principalmente no

estroma endometrial (Figura 14A-B). Em relacdo a imunomarcagdo miometrial e expressdo
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génica e proteica de Cat ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos (Figura
14C; Figura 15).

A GPX1/2 demonstrou uma menor imunomarcacao endometrial no final da gestacdo em
relacdo ao meio da gestacdo e diestro ndo gestacional (Figura 14A-B), enquanto ndo houve
diferenca significativa na expressdo miometrial entre os grupos (Figura 15). Por outro lado, na
andlise de expressao génica, o endométrio do final da gestacdo apresentou maior expressao de
transcritos para Gpx1 em relacéo ao diestro ndo gestacional (Figura 14C).

Para uma melhor compreenséo da interacao entre enzimas antioxidantes e receptores de
esteroides sexuais no Utero de gatas gestantes, avaliou-se a correlacdo da expressdo génica das
enzimas antioxidantes em relacdo a expressdo de Era, Pr e Ar. No entanto, ndo houve correlagédo

significativa entre os mediadores avaliados (Fig. 14D-L).
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Figura 14- Expressdo de SOD1, catalase e GPX no Gtero de gatas em diestro nao
gestacional e de gatas no meio e final da gestacdo. A) Fotomicrografias da marcagdo imuno-
histoquimica de SOD1, catalase e GPX1/2 no endométrio. (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Bar = 50 pm). B) Area de imunomarcacdo em pixels da expresséo de
SOD1, catalase e GPX1/2 no endométrio. C) Expressao génica relativa de Sod1, Cat e Gpx1 no
endométrio (médiatSEM; n = 4-6). D-L) Correlacdo génica da expressdo de Sodl, Cat e Gpx1l
com Era, Pr e Ar no endométrio. As diferengas significativas foram determinadas por ANOVA
post hoc SNK, *P < 0,05, ***P < 0,001, ****P<0,0001.
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Figura 15- Expressdo proteica de SOD, catalase e GPX1/2 no miométrio de gatas no
diestro néo gestacional, meio e final da gestacdo. A) Fotomicrografias de marcagdo imuno-
histoquimica de SOD, catalase (CAT) e GPX1/2 no miométrio. B) Area de imunomarcagio em
pixels da expressdo de SOD, CAT e GPX1/2 no miométrio (médiatSEM; n = 6)
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um).

4.3.7 A expressdo génica placentaria de Era, Pr e Ar é aumentada no final da gestagdo em

gatas domésticas

Considerando que a placenta é uma das principais fontes de horménios sexuais durante
a gestacdo e que estes hormonios auto-regulam a funcéo trofoblastica (CUI et al., 2019; HE et
al., 2019; VONDRA et al., 2019; HANEDA et al., 2021; PEI et al., 2022), avaliamos também
o perfil de expressdo de ERa, PR e AR na placenta de gatas domesticas. Na imuno-histoquimica
foi observado que ERa e PR apresentaram expressao fraca ou nula na placenta de gatas tanto
no meio quanto no final da gestacdo, diferente do AR que apresentou forte expressao
citoplasmatica e nuclear no citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e células gigantes deciduais no
meio da gestacdo em relacdo ao final da gestacdo (Figura 16A-B). Embora ndo tenha sido
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observada diferenca significativa na area de imunomarcagdo de ERa ¢ PR entre o meio e final
da gestacdo (Figura 16B), ambos apresentaram maior expressao nas células gigantes deciduais,
com maior expressao no final da gestacdo em relacdo ao meio da gestacéo (Figura 16D-E). N&do
foi observada diferenga significativa na imunomarcagdo de ERa e PR no citotrofoblasto entre
0 meio e final da gestagdo, enquanto no sinciciotrofoblasto foi observado um aumento na
expressdo de ERa e uma redugdo de PR no final da gestagao comparado ao meio da gestagdo
(Figura 16D-E). Na expressdo génica, os trés receptores hormonais, Era, Pr e Ar, apresentaram
maior expressdo de transcritos no final da gestacdo em relacdo ao meio da gestacdo (Figura
16C).

4.3.8 A expressao génica placentaria de Gpx1l é aumentada no final da gestacdo em gatas

domésticas

Considerando que o perfil oxidativo na placenta é variavel de acordo com a fase
gestacional e que a regulacdo adequada de enzimas antioxidantes é essencial para a ocorréncia
da implantacdo, placentacdo e parto (LU et al., 2018; MORA AGUERO; ZELEDON
AGUILERA; VARGAS RUBIO, 2019; WENDREMAIRE et al., 2020), foram também
avaliadas a expressédo de SOD1, catalase e GPX na placenta de gatas no meio e final da gestagéo.
A imuno-histoquimica demonstrou que tanto SOD1 quando GPX1/2 apresentaram forte
expressao nuclear, citoplasmatica e homogénea no citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e células
gigantes deciduais, sem diferenca na area de imunomarcacdo entre as idades gestacionais
(Figura 17A-B). A catalase, por outro lado, apresentou imunomarcagéo fraca ou nula em toda
a placenta tanto no meio quanto no final da gestacdo (Figura 17A-B). Na analise da expressdo
dos transcritos, Gpx1 apresentou maior expressao placentaria de mRNA no final da gestacédo
em relagdo ao meio da gestacdo, enquanto Sod1 e Cat ndo apresentaram diferenca significativa
entre as idades gestacionais (Figura 17C). Também ndo foi observada correlacdo génica
significativa entre a expressdo de Sod1, Cat e Gpx1 e a expressdo de Era. Pr e Ar (Figura 17D-
L).
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Figura 16- Expressdo de ERa, PR e AR na placenta de gatas no meio e final da gestacéo.
A) Fotomicrografias da marcagdo imuno-histoquimica de ERa, PR ¢ AR na placenta.
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 pm). B) Area de
imunomarcacao em pixels da expressdo de ERa, PR e AR na placenta. C) Expressdo génica
relativa de Era, Pr e Ar na placenta (médiaxtSEM; n = 6). D-E) Porcentagem de células
imunomarcadas para ERa (D) e PR (E) no citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e células gigantes
deciduais. As diferengas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc SNK,
*P<0,05, **P<0,01, ****P<0,0001. CTB = citotrofoblasto; STB = sinciciotrofoblasto; CD =
células gigantes deciduais.
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Figura 17- Expressdo de SOD1, catalase e GPX na placenta de gatas no meio e final da
gestacdo. A) Fotomicrografias da marcacao imuno-histoquimica de SOD1, catalase e GPX1/2
na placenta. (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B)
Area de imunomarcagio em pixels da expressdo de SOD1, catalase e GPX1/2 na placenta. C)
Expressdo génica relativa de Sodl, Cat e Gpx1l na placenta (médiaxtSEM; n = 6). D-L)
Correlagcdo génica da expressdo de Sodl, Cat e Gpx1 com a expressdo de Era, Pr e Ar na
placenta. As diferengas significativas foram determinadas por ANOVA post hoc SNK,
*P<0,05. CTB = citotrofoblasto; STB = sinciciotrofoblasto; CD = células gigantes deciduais.

4.4 Discussao

O presente estudo demonstrou que a expressao uterina de receptores para esteroides
sexuais e enzimas antioxidantes ¢ modulado pelo ciclo estral em gatas domésticas, com reducao
da expressao de ERa e PR e aumento de SOD1 e catalase no diestro. Além disso, em gatas com
piometra, hd aumento da expressdao génica e proteica uterina de ERa, PR e GPX, enquanto
ocorre reducdo de catalase. J4 em gatas gestantes, hd aumento da expressao uterina de ERa, Pr

e Sod1, principalmente no meio da gestacdo, enquanto ocorre reducdo da expressao de catalase
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na mesma idade gestacional. Por outro lado, no final da gestacdo, h4 aumento da expresséo
génica placentéria de Era, Pr, Ar e Gpx1.

O endométrio de gatas em diestro apresentou menor expressao de ERa e PR quando
comparado a gatas no proestro/estro e anestro, principalmente no epitélio luminal e glandular,
sugerindo que os elevados niveis plasmaticos de P4 observados nesses animais durante essa fase
do ciclo estral modula negativamente a expressao uterina dos receptores para esteroides sexuais.
Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios que também demonstraram menor
imunomarca¢do de ERa no ttero de ovelhas, éguas ¢ cadelas na fase de diestro (VERMEIRSCH
etal., 1999, 2000; SILVA et al., 2014; MARINKOVIC et al., 2018; DUAN et al., 2019),como
também observado em gatas ovariectomizadas que apresentaram reducdo da expressao
endometrial de ERa e PR ap0s tratamento com P4 (LI; BOOMSMA; VERHAGE, 1992).
Curiosamente, nas gatas em anestro foi observada maior imunomarca¢do de ERo ¢ PR nas
células estromais e miométrio em relacdo ao proestro/estro e diestro, semelhante ao observado
em cadelas (VERMEIRSCH et al., 1999, 2000; MARINKOVIC et al., 2018), sugerindo que
mesmo em um periodo de quiescéncia reprodutiva, o Utero de cadelas e gatas se mantém
responsivo aos esteroides sexuais. Em relacdo ao AR, um estudo em ovelhas demonstrou
aumento da expressao proteica no estro (DUAN et al., 2019), diferente do presente estudo de
outros trabalhos que ndo verificaram diferenga na expressao uterina ao longo do ciclo estral
(VERMEIRSCH et al., 2002).

Diferentemente da expressao de ERa e PR, SODI e catalase apresentaram maior
imunomarcacao no utero das gatas em diestro, semelhante ao observado para SOD1 no Utero
de cadelas (SANTOS et al., 2016), enquanto houve correlagdo génica positiva entre Pr e Sod1l
no endométrio das gatas ao longo do ciclo estral. Em conjunto, esses dados sugerem que a P4
modula positivamente a expressdo dessas enzimas no Utero de gatas. A manutencdo adequada
do estado redox é fundamental na preparacdo do Utero para a gestacdo (AGARWAL et al.,
2012; MENDES et al., 2019), sendo que P4 aumenta a expressdo de SODL1 in vivo e in vitro
durante a decidualizacdo de células estromais uterinas de mulheres (SUGINO et al., 2000c),
enquanto a reducdo da expressao uterina de SOD1 foi associada a falha gestacional (SUGINO
et al., 2000b). No entanto, diferente de SOD1 e catalase, Gpx1 apresentou menor expressao
génica endometrial nas gatas em diestro em relacdo ao proestro/estro e anestro, como também
foi observado no utero de cadelas por Santos et al. (2016) que descreveram uma tendéncia de
diminuicdo da imunomarcacao dessa enzima na fase lutea. Estudo em ratas demonstrou que a
administracdo de P4 reduz a atividade de GPX no utero (OHWADA et al., 1996), corroborando
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com os resultados do presente estudo. Isso sugere que a expressao das enzimas antioxidantes
no Utero de gatas é modulada diferentemente ao longo do ciclo estral.

Uma vez que alteracBes na expressao uterina de enzimas antioxidantes e receptores para
esteroides sexuais estdo associadas com a piometra em cadelas (PRAPAIWAN et al., 2017;
GOGOl et al., 2018; RAUTELA,; KATIYAR, 2019), tambeém foi avaliada a expressao uterina
de ERa, PR, AR, SOD1, GPX e CAT em gatas com piometra. O presente estudo demonstrou
aumento da imunomarcagao e expressao de mRNA de ERa, PR e GPX1 no ttero com piometra
em relacdo a gatas higidas em diestro, principalmente no endométrio, enquanto houve reducéo
da imunomarcacdo de catalase. Semelhante ao presente estudo, Misirlioglu et al. (2006)
observaram maior imunomarcacao de ERa e PR no Gtero de gatas com piometra; estudos em
cadelas com piometra também constataram aumento da imunomarcacdo de PR uterina
(MARINKOVIC et al., 2018). No entanto, diferente dos resultados de ERa deste estudo,
Prapaiwan et al. (2017) observaram redugdo da imunomarcacio endometrial de ERa em cadelas
com piometra. Em conjunto, o presente trabalho sugere que a maior expressao uterina de ERa
e PR em gatas com piometra esteja envolvido na patogénese dessa doenca nesta espécie animal,
uma vez que o desenvolvimento da piometra em cadelas e gatas depende de um estado
hiperprogesterénico na fémea e que pode ser precedido e agravado por um estado de
hiperestrogenismo, uma vez que 0 estrogeno aumenta a responsividade uterina a P4 (
RAUTELA; KATIYAR, 2019).

No entanto, a reducdo da imunomarcacao de catalase observada no Utero das gatas com
piometra também pode estar envolvida na patogénese desta doenca, uma vez que reducdo da
atividade de SOD e catalase também foi demonstrada no Utero de cadelas com piometra
(TOYDEMIR KARABULT, 2018) e a catalase € um dos principais antioxidantes enzimaticos
presentes na maioria dos organismos aerobicos (NANDI et al., 2019). Interessantemente, a
reducdo da expressdo uterina de catalase nas gatas com piometra foi acompanhada do aumento
da expressdo génica e proteica de ERa e PR, ao contrario do que ocorre fisiologicamente no
utero de gatas em diestro como demonstrado neste estudo. Além disso, estudos préevios
demonstraram em ratas que a administracdo de E> aumenta a expressao de catalase no Utero,
enquanto a ovariectomia reduz a sua expressao (REZA SALEHI et al., 2020; SINGH et al.,
1996), diferente do presente estudo em que gatas com piometra apresentando altos niveis
plasmaticos de estradiol e maior expressao endometrial de ERa apresentaram reducao da
expressao uterina de catalase. Sugere-se que a catalase aumenta no Utero de ratas apds o
tratamento com E2 para controlar o aumento do estresse oxidativo causado por esse horménio
(GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2001, 2002). Desse modo, a reducéo de catalase observada no
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Utero das gatas com piometra pode favorecer o desbalanco do estado redox no Utero e a
ocorréncia dessa doenga.

No entanto, diferente da imunomarcacdo de catalase, as gatas com piometra
apresentaram aumento da expressao proteica e de mRNA de GPX1 no utero, diferente do que
foi observado em cadelas com piometra que demonstraram reducdo da concentracdo uterina de
dessa enzima (SZCZUBIAL et al., 2019). E plausivel que esse aumento de GPX1 no Utero das
gatas com piometra possa estar associado ao aumento de ERa ¢ PR endometrial, uma vez que
no presente estudo foi demonstrada reducdo fisiologica de Gpx1 no endométrio de gatas em
diestro concomitante a redu¢do de ERa ¢ PR. Além disso, correlagdo positiva foi observada
entre os niveis plasmaticos de estradiol e uterinos de GPX em mulheres (SERVIDDIO et al.,
2002), como também observado na expressao uterina de GPX em ratas tratadas com estradiol
(SUOJANEN; GAY; HILF, 1980), corroborando com os resultados do presente estudo. O
aumento de GPX no utero das gatas com piometra também pode ser reflexo do aumento do
estresse oxidativo tecidual, uma vez que 0 organismo aumenta a expressao de enzimas
antioxidantes no intuito de controlar o aumento das ROS (MENDES et al., 2019;
WENDREMAIRE et al., 2020). No entanto, mais estudos sdo necessarios avaliando a
ocorréncia de estresse oxidativo no utero de gatas com piometra. E importante salientar que
este é o primeiro estudo a avaliar concomitantemente a modulacdo de enzimas antioxidantes e
receptores para esteroides sexuais no Utero de gatas ao longo do ciclo estral e na condi¢do de
piometra.

J& em gatas gestantes, foi observado um aumento da imunomarcagao uterina de ERa e
da expressdo génica endometrial de Era e Pr comparado a gatas em diestro ndo gestacional,
principalmente no meio da gestacdo, enquanto no final da gestacdo houve uma reducdo da
imunomarcacdo de ERa comparado ao meio da gestagdo e diestro ndo gestacional. Esses
resultados estdo de acordo com estudos prévios que demonstraram a importancia do E2 e da P4
e seus receptores nos processos de decidualizacdo, angiogénese e implantagcdo embrionaria
(HANEDA et al., 2021; PALMA et al., 2020CUI et al., 2019; GEBRIL et al., 2020; WU,; LI,
DEMAYO, 2018), sendo que falhas nessa sinalizacdo estdo associadas a aborto, problemas de
implantacdo embrionaria e no processo de decidualizagdo (PIETTE, 2018; CUI et al., 2019;
HANEDA et al., 2021; COPE; MONSIVAIS, 2022). Camundongos com delecao local do PR
no utero apresentam falha na implantacdo embrionaria e na receptividade uterina (GEBRIL et
al., 2020).

A redugdo da imunomarcagdo endometrial de ERa ¢ da expressao génica de Pr no Utero

das gatas ao final da gestacdo em relagdo ao meio da gestacdo pode ser reflexo da reducdo nos
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niveis plasmaticos de E2 e P4 nessa idade gestacional, embora mais estudos sejam necessarios
para confirmar essa hipdtese. Além disso, devido & proximidade do parto e a agdo da P4 no
relaxamento uterino, ha reducdo fisiologica dos seus receptores no final da gestacdo
(ROBINSON et al., 2001). A exposicdo prolongada a altos niveis de progesterona também
causa sinalizacdo negativa e diminuicdo da expressdo de seus proprios receptores (LlI;
BOOMSMA,; VERHAGE, 1992; VASQUEZ et al., 2018; GEBRIL et al., 2020), o que pode
favorecer a reducdo da expressdo endometrial de ERa e Pr nas gatas ao final da gestacéo.

Em relacdo as enzimas antioxidantes, foi observada uma reducdo da imunomarcacao de
catalase no Utero gestante em relacdo ao diestro ndo gestacional, principalmente no meio da
gestacéo, sendo que a expressao no final da gestacdo foi maior em relacdo ao meio da gestacéo,
diferente da expressdo endometrial de Sod1 que foi maior no meio da gestacdo em relacdo ao
diestro ndo gestacional. Esses resultados demonstram que a expressdo de catalase e SOD1 sédo
modulados diferentemente no Utero de gatas durante a gestacdo e sugerem variagdo na
ocorréncia de estresse oxidativo uterino ao longo da gestacdo. 1sso pode ser reflexo do perfil
dos esteroides sexuais apresentado por esses animais ao longo da gestacdo, uma vez Sugino et
al. (2000c) demonstraram que P4 aumenta a expressdo de SODL1 in vivo e in vitro durante a
decidualizacdo em mulheres (SUGINO et al., 2000c). Além disso, foi demonstrado em ratas
que o E2> aumenta a expressdo uterina de catalase como também o nivel de estresse oxidativo,
mas que na presenca de P4 hé reducdo da concentracdo de malonaldeido (MDA) uterino e de
catalase (GOMEZ-ZUBELDIA et al., 2001, 2002), reforcando a hip6tese de menor estresse
oxidativo no utero de gatas no meio da gestacdo em relacdo ao final da gestacéo.

Em relacdo a GPX no Utero gestante, por outro lado, houve reducdo da imunomarcacao
no final da gestacdo em relacdo ao meio da gestacédo e diestro ndo gestacional, enquanto um
aumento na expressdo do mRNA foi observado ao final da gestacdo comparado ao diestro ndo
gestacional. Esse aumento do mRNA pode ser reflexo da reducdo plasmatica de P4 observada
nessa idade gestacional, uma vez que Ohwada et al. (1996) demonstraram em ratas que P4 reduz
a atividade de GPX no atero. No entanto, essa diferenca observada na expressao génica e
proteica de GPX em gatas, especificamente no final da gestacéo, requer mais estudos.

Uma vez que o estabelecimento da interface materno-fetal depende ndo somente da
modulacdo adequada dos receptores para esteroides sexuais e das enzimas antioxidantes no
tecido uterino, mas também na prépria placenta, uma vez que a mesma € uma fonte importante
de hormdnios sexuais e o processo de placentagdo sofre variagdo do estado redox tecidual ao
longo da gestacdo, procuramos tambeém descrever o perfil de expressao desses mediadores na

placenta de gatas. Assim, demonstramos que ha um aumento na expressdao de mRNA de Era,
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Pr e Ar na placenta de gatas ao final da gestacdo em relagdo ao meio da gestacdo, com aumento
da imunomarcacdo de ERa e PR principalmente em células gigantes deciduais e de ERa no
sinciciotrofoblasto. Esse aumento pode ser reflexo da reducdo dos niveis plasmaticos de Pa
nessa idade gestacional, uma vez que demonstramos redug¢ao da imunomarcagao de ERa e PR
no Utero de gatas em diestro comparado ao proestro/estro e anestro e estudos anteriores também
tém sugerido que P4 modula negativamente a expressdo uterina de ERa ¢ PR (DUAN et al.,
2019; VERMEIRSCH, H. et al., 2000; LI; BOOMSMA; VERHAGE, 1992). Curiosamente,
reducdo da imunomarcacao placentaria de AR foi observada no final da gestacdo em relacéo ao
meio da gestacédo, principalmente no sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto, diferente de bovinos
em que foi demonstrado aumento da imunomarcacdo placentaria no final da gestacdo
(KHATRI; HOFFMANN; SCHULER, 2013). No meio da gestacdo, o AR apresentou forte
marcacdo no sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto e células gigantes deciduais, semelhante a
imunomarcacao descrita na placenta de cadelas (PARSONS; BOUMA, 2021). No entanto,
estudos sobre o papel do AR e seu perfil de expressdo durante a placentacdo de animais
domeésticos sdo ainda escassos, sendo o presente estudo o primeiro a descrever esse receptor
hormonal na placenta de gatas. Assim, mais estudos sdo necessarios sobre o papel do AR e a
modulacdo da sua sinalizacéo na placenta dessa espécie animal.

Em relacdo as enzimas antioxidantes, SOD1 e GPX1 apresentaram imunomarcagao
citoplasmatica e nuclear no citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e células gigantes deciduais,
tanto no meio quanto no final da gestacdo, e sem diferenca entre as idades gestacionais. A
catalase, por outro lado, apresentou imunomarcacao fraca ou ausente na placenta de gatas tanto
no meio quanto no final da gestacdo, sugerindo que as principais enzimas antioxidantes
envolvidas no controle redox placentario em gatas ao longo da gestacdo sédo a SOD e a GPX.
No entanto, semelhante a expressdo uterina, maiores niveis de mRNA de Gpxl foram
observados na placenta no final da gestacdo em relacdo ao meio da gestacdo. Esse aumento
também pode ser resultante da reducéo nos niveis de P4 nessa idade gestacional, uma vez que
P4 regula negativamente a expressdao de GPX (OHWADA et al. 1996). Isso sugere que 0S
esteroides sexuais e as enzimas antioxidantes atuam de modo sinérgico durante a gestacgéo,
sendo que estudos ja mostraram que P4 estimula a expressdo de SOD no estroma endometrial
durante a gestacdo, enquanto camundongos com falha na expressdo de GPX3 apresentam
decidualizacdo comprometida e reducdo da fertilidade (MENDES et al., 2019).
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4.5 Conclusdo

Os achados deste estudo demonstraram que 0s receptores para esteroides sexuais,
principalmente ERa ¢ PR, e enzimas antioxidantes sao modulados pelo ciclo estral e pela
piometra no Gtero de gatas domésticas. Além disso, a gestacdo aumenta a expressdo uterina de
ERa, Pr e Sod1 em gatas, enquanto hd aumento da expressdo génica placentéria de Era, Pr, Ar
e Gpx1 no final da gestacéo.
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APENDICE |
PROTOCOLO DO PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

FIXACAO
e Paraformol* 4% (24 horas)
DESIDRATACAO

e Alcool 70% (pelo menos 2 horas)
e Alcool 80% (2 horas)

e Alcool 90% (2 horas)

e Alcool Absoluto | (2 horas)

e Alcool Absoluto I (2 horas)

DIAFANIZACAO
e Xilol (15-20 minutos)
INCLUSAO EM PARAFINA

e Banho de parafina (58-60° / 30 minutos);

e Emblocamento.

*Diluicao de paraformol:
e 4 gramas de paraformol em 1 litro de PBS**.
e Homogenizar com auxilio de um agitador/aquecedor magnético em temperatura de 50-
58 °C.

**Diluicéo de PBS:
e 7,2 gramas de NaCl
e 0,43 gramas de Fosfato de sédio monobaésico
e 1,48 gramas de Fosfato de sodio bibasico

e 1 litro de &gua destilada



APENDICE II

PROTOCOLO DE COLORAGCAO POR HEMATOXILINA E EOSINA (H&E)

DESPARAFINIZACAO

e Estufa (58-60°C /10 minutos)

e Xilol I (10 - 30 minutos)

e Xilol Il (10 - 30 minutos)
HIDRATACAO

e Alcool Absoluto | (1 —5 minutos)

e Alcool Absoluto Il (2 — 5 minutos)

e Alcool Absoluto 11 (3 -5 minutos)

e Alcool 90% (5 minutos)

e Alcool 80% (5 minutos)

e Alcool 70% (5 minutos)

e Agua destilada (3 minutos)
COLORACAO

e Hematoxilina (40 segundos)

e Agua corrente (10 minutos)

e Eosina (20 segundos)

e Agua corrente (1-2 minutos)
DESIDRATACAO

e Alcool 90% (mergulhar e retirar)

e Alcool absoluto | (5 — 15 minutos)

e Alcool absoluto Il (15 - 20 minutos)

e Alcool absoluto 111 (15 — 20 minutos)
DIAFINIZACAO E MONTAGEM DA LAMINA

e Xilol (5-10 minutos)

e Xilol (5- 10 minutos)

e Montagem de lamina com balsamo do Canada
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APENDICE Il
PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA
1°DIA

DESPARAFINIZACAO

e Estufa (58-60°C /40- 60 minutos)

e Xilol I (30 - 60 minutos)

e Xilol Il (30 - 60 minutos)
HIDRATACAO

e Alcool Absoluto | (5 minutos)

e Alcool Absoluto Il (5 minutos)

e Alcool Absoluto 111 (5 minutos)

e Alcool 90% (5 minutos)

e Alcool 80% (5 minutos)

e Alcool 70% (5 minutos)

e Agua corrente (5 minutos)
RECUPERACAO DE EPITOPO (DM828)

Recomendacdo do Kit: Diluicdo em 1:50 = 7 mL de EnVision™ FLEX Target Retrieval
(DM828) + 343 mL de dH20

Ajustar pH para 6,0 (&cido citrico)

e Incubacdo das amostras em banho-maria por 20 min em 95-99° C
¢ Incubacdo das amostras por 20 min em temperatura ambiente.

e Lavagem com Wash Buffer (DM831) diluido em 1:20 em dH20 (5 min)
BLOQUEIO DE PEROXIDASE

¢ EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (SM801) cAmara Umida a temperatura
ambiente (5 minutos).

e Lavagem com Wash Buffer (DM831) (5 min)
SORO BLOQUEIO E ANTICORPO PRIMARIO

e Protein block - cdmara Umida a temperatura ambiente (30 minutos)
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e Anticorpo Primério (overnight)- cdmara imida na geladeira
2°DIA
e Lavagem com Wash Buffer (DM831) (5 min)
PROTEINA ESTABILIZANTE

e EnVision ™ FLEX + Mouse LINKER (SM804) - cAmara Umida a temperatura ambiente
(30 min)
e Lavagem com Wash Buffer (DM831) (5 min)

ANTICORPO SECUNDARIO

e EnVision ™ FLEX HRP (SM802)- camara Umida a temperatura ambiente (30 min)
e Lavagem com Wash Buffer (DM831) (5 min)

COLORACAO

e EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen (DM827) - Diluicdo 1:50 em PBS diluido -
camara Umida a temperatura ambiente e protegido da luz (Tempo a depender do
anticorpo)

e Agua corrente (10 min)

CONTRACOLORACAO
e Hematoxilina (40 segundos)

e Agua corrente (15 minutos)
DESIDRATACAO

e Alcool 70% (3 minutos)

e Alcool 80% (3 minutos)

e Alcool 90% (3 minutos)

e Alcool absoluto | (5 — 15 minutos)

e Alcool absoluto I1 (15 - 20 minutos)

e Alcool absoluto 111 (15 — 20 minutos)

e Alcool absoluto IV (15 — 20 minutos)
DIAFINIZAC}AO E MONTAGEM DA LAMINA

e Xilol (5-10 minutos)
e Xilol (5- 10 minutos)



Montagem de ld&mina com balsamo do Canada
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