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Figura 8: Quantificacdo relativa de transcritos de BoLA ndo classico gene 2 (NC-2) em
cartncula (A) e cotilédone (B) (Teste de Bonferroni, P<0,05) bovinos durante todos os
periodos gestacionais. A média das cartnculas com 1 més de gestacdo foi usada como
calibrador para a analise relativa dos dados das carinculas e a média dos pools de blastocitos
para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica, letras diferentes com diferenca
estatistica. BOLA-NC2 = MHC de classe | ndo-classico gene 2, U = (tero ndo gestante. Bla =
0] TS (0T 1 (PSSP 34

Figura 9: Quantificacdo relativa de transcritos de BoLA ndo cléssico gene 4 (NC-4) em
cartncula (A) e cotilédone (B) (Teste de Bonferroni, P<0,05) bovinos durante todos os
periodos gestacionais. A média das carinculas com um més de gestacdo foi usada como

calibrador para a andlise relativa dos dados das carunculas e a média dos pools de blastocitos
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para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica, letras diferentes com diferenca
estatistica. BOLA-NC4 = MHC de classe | ndo-classico gene 4, U = (tero ndo gestante......... 35

Figura 10: Quantificacdo relativa de transcritos de TGF-B1 em cartinculas (A) e cotilédones
(B) bovinos durante todos os periodos gestacionais (Teste de Bonferroni, P<0,05). A média
dos ateros vazios foi usada como calibrador para a anélise relativa dos dados das carunculas e
a média dos pools de blastocitos para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica,
letras diferentes com diferenca estatistica. TGF-beta-1 = fator de crescimento tumoral beta 1.
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Figura 11: Quantificagdo relativa de transcritos de TNF-a em cartinculas (A) e cotilédones
(B) bovinos durante todos os periodos gestacionais (Teste de Bonferroni, P<0,05). A média
das carunculas com 1 més de gestacdo foi usada como calibrador para a analise relativa dos
dados das carunculas e a média dos cotilédones com 1 més de gestacdo para os cotilédones.
Letras iguais sem diferenca estatistica, letras diferentes com diferenca estatistica. U = Utero

Nao gestante. Bla = DIASTOCISTO. .........ccviiiiiiiie e 37

Figura 12: Exemplo de eletroforese em gel de agarose 1,5% do gene nao classico 3 (NC3) do
antigeno leucocitario bovino (BoLA) de classe | em carunculas e Utero bovinos. Legenda: M
= marcador de 100pb, amostras 1, 12 e 15 = carunculas com até 1 més, 4, 9 e 10 = carinculas
com “2 a 3” meses, 5, 13 e 14 = carinculas com “4 a 5 meses, 2, 6 € 8 = cariinculas com “6 a

7” meses, 3, 7 e 16 = carunculas com “8 a 9”” meses de gestagdo e 11 = utero ndo gestante...37
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ANTIGENO LEUCOCITARIO BOVINO (BoLA) DE CLASSE | E PERFIL
DE TNF-a E TGF-p1 NA PLACENTA BOVINA DURANTE A GESTACAO

RESUMO

Com o intuito de entender os mecanismos imunofisiologicos da gestacdo em vacas esta tese
teve como objetivo avaliar a quantidade de transcritos do Complexo de Histocompatibilidade
Principal (MHC) de classe I classico (BoLA-N*) e ndo cléssico (BoLA-NC*), bem como das
citocinas TNF-o (Fator de Necrose Tumoral alfa) e TGF-p1 (Fator de Crescimento
Transformador beta 1) em Uteros ndo gestantes, carunculas, blastocistos e cotilédones bovino
durante todo o periodo gestacional. Utilizou-se a quantificacdo por gPCR, a qualificacdo
(presenca ou auséncia) via RT-PCR convencional e a imunofluorescéncia com anticorpo
priméario monoclonal MHC de classe | ovino. Como controle positivo foi utilizado uma
amostra de tecido de linfonodo e/ou bag¢o bovino em todos 0s ensaios experimentais. A
quantidade de transcrito de BoLA de classe | classico e ndo classico foi pequena (fold change
variando de 0 a 3) nos blastocistos e cotilédones. Nos cotilédones a transcrigdo de BoLA-NC*
foi maior do que a transcricdo de BoLA-N*. Nos blastocistos houve maior transcri¢do de
BoLA-N* do que de BoLA-NC*. BoLA-NC2 transcreveu mais nos blastocisto do que nos
cotilédones. BoLA-NC4 ndo transcreveu nos blastocistos. Os cotilédones transcreveram mais
BoLA-NC4 do que BOLA-NC2. As carlnculas apresentaram grandes quantidades de
transcritos (fold change variando de 5 a 400), que foram maiores nos periodos gestacionais de
“8 a 9” para BoOLA_N* e até 1 més para BOLA-NC*. A transcri¢do de BoLA-NC2 foi maior
do que a de BoLA-NC4 nas caruncula. O Utero ndo gestante teve menor quantidade de
transcritos de BoLA-N* e BoLA-NC* do que nas cartnculas. N&o ha transcri¢cdo de BoLA-
NC2 no Utero ndo gestante, mas ha uma pequena quantidade de transcritos de BoLA-NC4
neste tecido. A presenca de grandes quantidades de transcritos (fold change variando de 50 a
500) de BoLA-NC2 nas carunculas, com idade gestacional maior do que um més, parece
proteger o feto da rejeicdo. Nas carinculas parece existir um pico de transcricdo de TGF-B1
no sexto e sétimo meses de gestacdo, justamente quando o feto tem seu maior crescimento,
sinalizando um provavel envolvimento desta citocina neste fendmeno. O TNF-a surge em
maior quantidade no final da gestacdo, tanto nas carunculas quanto nos cotilédones,
demonstrando o inicio de uma reacdo inflamatdria, necessaria para a adequada expulsdo do

concepto e da placenta durante o parto.

Palavras-Chave: Bos taurus, cotilédone, cartncula, dtero, MHC-I
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BOVINE LEUCOCYTE ANTIGEN (BoLA) CLASS | AND PROFILE OF TNF-a AND
TGF-B1 IN BOVINE PLACENTA DURING PREGNANCY

ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the amount of transcripts from the Major
Histocompatibility Complex (MHC) class | classical (BoLA-N *) and non-classical (BoLA-
NC*), as well as of TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha) and TGF-B1 (Transforming
Growth Factor beta 1) cytokines in bovine non-pregnant uterus, caruncles, cotyledons and
blastocysts throughout the pregnancy period, in order to understand the immune and
physiological mechanisms that occur in pregnancy in cows. The samples were analyzed by
gPCR, the qualification (presence or absence) by conventional RT-PCR and the immune
fluorescence with sheep monoclonal antibody against MHC class I. As positive control we
used a sample of tissue from the bovine lymph node and/or spleen in all experimental tests.
The amount of transcript BoLA-N* and BoLA-NC* was small (fold change 0 to 3) in
blastocysts and cotyledons. Cotyledons transcription BOLA-NC* is greater than the
transcription of BoLA-N*. Blastocysts transcription of BoLA-N* was higher than BoLA-
NC*. Blastocysts transcribed more BoLA-NC2 than in cotyledons. Blastocysts not transcribed
BoLA-NC4. Cotyledons transcribed BoLA-NC4 more than BoLA-NC2. The caruncles
showed large amounts of transcripts (fold change 5 to 400), which were higher for pregnancy
period of "8-9" month to BoLA-N* and one month for BoLA-NC*. Caruncles BoLA-NC2
transcription was higher than the BoLA-NC4. The uterus non pregnant had fewer transcripts
BoLA-N* and BoLA-NC* than in caruncles. The uterus non pregnant no have transcripts of
BoLA-NC2, but they had a small amount of transcripts of BoLA-NC4. Caruncles had large
amounts of transcripts (fold change 50 to 500) of BoLA-NC2 with pregnancy age greater than
one month; those are seemed to protect the fetus from rejection. TNF-o appears in greater
amount in late gestation (8 and 9 months), showing the beginning of an inflammatory
reaction, necessary to the adequate removal of the fetus and the placenta during delivery.
Since TGF-B1 has a peak of expression in the sixth and seventh months of gestation, just
when the fetus has its greatest growth, demonstrating a probable involvement of this cytokine

in this phenomenon.

Key-Words: Bos taurus, cotyledon, caruncle, uterus, MHC-I



1 INTRODUCAO

Considerando-se a importancia econdmica dos bovinos para a sociedade,
pesquisadores e médicos veterinarios tém procurado aprimorar 0 manejo desta espécie, a fim
de obter maior eficiéncia produtiva e reprodutiva por meio das biotecnologias da reproducéo,
que representam um importante papel neste processo (LACERDA, 2006). Assim, a concepgao
e a gestacdo bem sucedidas ndo dependem somente do numero suficiente de espermatozoides
para fecundarem o ovocito na tuba uterina, mas também de mecanismos suportes da
imunidade que garantam um resultado prdéspero. Deste modo a fecundacdo € seguida pela
atracdo e ativacao de células imunes (SCHUBERTH et al., 2008) as quais persistirdo durante
todo o periodo gestacional.

Nos ruminantes a placenta é classificada como sinepiteliocorial, policotiledonaria e
vilosa, apresentando areas especializadas de aposic¢éo e proliferacdo das membranas materno-
fetais, os placentoma, que constituem a unido entre a carincula e o cotilédone (WOOQOD e
BURTON, 2008). Nesta interface ocorrem as trocas metabdlicas indispensaveis para o
desenvolvimento do concepto (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Os trofoblastos, células integrante
da placenta fetal, sdo células que definem o limite entre mae e feto (JOHNSON, 1996;
MOFFETT; LOKE, 2006; WOOD e BURTON, 2008). Essas células séo derivadas da camada
externa do blastocisto (GRUNERT, BIRGEL, 1982; MOFFETT,; LOKE, 2006) e podem
expressar RNA mensageiro (MRNA) que sdo codificados pelas vias classicas e ndo-classicas
dos genes do complexo de histocompatibilidade principal de classe | (MHC-1) (MOFET e
LOOK, 2006; DAVIES et al., 2006; MCLAREN, 2006).

Acredita-se que a perda da expressdao de MHC-I sirva para proteger a placenta do
ataque do sistema imune materno (DAVIES et al., 2006). Esta supresséo seria importante para
evitar a rejeicdo do feto pelos tecidos maternos (DAVIES et al., 2000). Enquanto que, ao final
do periodo gestacional seria interessante que esta glicoproteina voltasse a ser expressa para
auxiliar no nascimento do feto e posterior expulsdo da placenta fetal, evitando, deste modo, a
necessidade de intervencdo cirurgica para a retirada do concepto, bem como a retencdo da
placenta que pode causar desde infeccOes, infertilidade levando, até mesmo, a morte do
animal.

Pouco se conhece a respeito da influéncia de BoLA cléssico e, principalmente, do ndo
classico referentes a estudos de uma gestacao natural e normal em bovinos (MURPHY et al.,
2009), pois a maioria das pesquisas em bovinos é focada na parte patoldgica e/ou em

infeccbes por bactérias, virus e protozoarios. O conhecimento da resposta imunoldgica



fisioldgica materna ao concepto € muito importante para o entendimento e funcionamento da
gestacdo. Deste modo, melhoraremos nossas tecnologias reprodutivas, como clonagem,
transferéncia de embrido e inseminagé&o artificial, bem como a poderemos propor e usar novas

drogas, obtendo, assim, um maior sucesso reprodutivo destes animais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal:

Avaliar a expressdo do antigeno leucocitario bovino (BoLA) de classe | classico e ndo
classico em placentas bovinas durante todo o periodo gestacional, pela quantificacdo dos

transcritos por transcriptase reversa e reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR).

2.2 Objetivos secundarios:

Quantificar por qPCR, as citocinas TNF-o (fator de necrose tumoral alfa) e TGF-1
(fator de crescimento transformado beta um) na busca de indicios do perfil imunolégico que

ocorre na placenta bovina durante o desenvolvimento embrionario-fetal.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos da interagdo materno-fetal

Aspectos reprodutivos, tais como atraso na idade ao primeiro parto, falhas na detecgéo
de cio, aumento no intervalo de partos, entre outros, estdo diretamente relacionados a
lucratividade do plantel de bovinos (HAFEZ e HAFEZ, 2004; WOOD e BURTON, 2008).
Detalhes importantes do desenvolvimento gestacional permanecem obscuros, especialmente
os referentes a placenta (AUSTGULEN, 2004). Estes podem comprometer o tamanho do feto
ao nascimento (BOOS, 2003) ou devido a retencdo da placenta, ocasionar uma subsequente
infertilidade e até mesmo a morte do animal (WOOD e BURTON, 2008).

A maioria da perda embrionaria em mamiferos ocorre durante o inicio da gestacdo
(EDEY, 1969; SHORT, 1984) devido a falhas genéticas, infeccdo e outros agentes
inflamatorios que estdo envolvidos com os leucécitos maternos e fatores imunes que incluem
citocinas (BURTON e JAUNIAUX, 2004; CALLEJA-AGIUS et al., 2012) e o complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Na espécie bovina, taxas de 90% de fertilizacdo séo
seguidas por indices de nascimento de apenas 50 a 60%, com a maioria das perdas causadas
pela morte embrionaria no terco inicial da gestacdo (MAURER, CHENAULT, 1983;
SREENAN, DISKIN, 1984), fato este que compromete a eficiéncia reprodutiva em bovinos
(MARQUES JUNIOR, 2006).

Reacdes imunes prematuras induzem a ovulacdo, selecdo de espermatozoides,
tolerancia imunoldgica aos antigenos paternos, a reestruturacdo do endotélio para implantagéo
e placentacdo (SUGAWARA et al.,, 2010), bem como o suporte imunoldgico para o
desenvolvimento do tecido fetal. Por isso, a fecundacdo tem sido considerada o inicio da
comunicacdo entre embrido e organismo materno, que permite uma gestacdo a termo
favoravel ao éxito (ROBERTSON, 2005; SCHUBERT et al., 2008). Apds a fecundacdo o
embrido passa a dividir-se até o estagio de morula, e com o desenvolvimento da blastocele
circundada pelas células do trofoblasto ocorre a formacéo do blastocisto (HAFEZ e HAFEZ,
2004; WOOD e BURTON, 2008). Em ungulados, o blastocisto antes de se implantar na
parede uterina para formar a placenta, passa pelo processo de elongacdo antes de aderir ao
endométrio (DORE et al., 1995).

O blastocisto é composto por células da camada externa do trofoblasto (GRUNERT,
BIRGEL, 1982; MOFFETT,; LOKE, 2006), representa a camada responsavel pelas trocas
entre mée e feto (LAIESER, KAUFMANN, 1994). Subpopulac6es de células trofoblasticas



bovinas podem expressar mMRNA que séo codificados pelas vias classicas e ndo-classica dos
genes do MHC de classe | (DAVIES et al., 2006; MOFFETT; LOKE, 2006). Expressam
genes do MHC e semelhantes ao MHC (MHC-like), que sdo ligantes potenciais para
receptores nas células natural killer (NK) uterinas, nos linfécitos e nos mielomondcitos
(MOFFETT, LOKE, MCLAREN, 2006; MOFFETT; LOKE, 2006). Acredita-se que 0
contato intimo entre o endométrio e o corioalantéide, no primeiro trimestre da gestacdo em
ruminantes, cause uma supressdo da expressao do MHC de classe | no trofoblasto (HILL et
al., 2002). Esta supressdo seria importante para evitar a rejeicdo do feto pelos tecidos
maternos. A expressao de antigenos trofoblasticos do MHC-I retorna no terceiro trimestre da
gestacdo no bovino (DAVIES, FISHER, SCHLAFER, 2000).

A implantagdo € um processo complexo que envolve vérios fatores bioquimicos e
modificacbes moleculares, tais como o contato entre células com diferentes origens, invasdo
celular e/ou fusdo dependendo da espécie e tipo de placentacdo, proliferacdo de células
endometriais e reorganizacdo da matriz extracelular (ECM) (SUGAWARA et al., 2010). No
endométrio dos ruminantes estes eventos ocorrem em uma &rea limitada denominada
carincula (KLISCH et al., 1999; HASHIZUME et al., 2007; SUGAWARA et al., 2010).

A placenta é formada quando as membranas fetais se tornam intimamente associadas
com a parede uterina para facilitar, fisiologicamente, as trocas de gases, nutrientes e produtos
residuais (MOFFETT; LOKE, 2006). Nos ruminantes a placenta é classificada como
sinepiteliocorial, policotiledonéaria e vilosa, apresentando areas especializadas de aposi¢do e
proliferacdo das membranas materno-fetais, os placentoma, que constituem a unido entre a
caruncula e o cotilédone. Nesta interface ocorrem as trocas metabdlicas indispensaveis para o
desenvolvimento do concepto (HAFEZ e HAFEZ, 2004; WOOD e BURTON, 2008).

As cartnculas ficam dispostas em quatro fileiras, sendo duas ventrais e duas dorsais,
ao longo do corno uterino (ROBERTS, 1986). H4 um aumento no nimero de placentoma com
0 avancar da gestacdo, de 89 para 173, do inicio a metade do periodo, respectivamente, para
depois diminuir de 162 para 77, quando da gestacdo a termo (RAM, CHANDRA, 1984).

A placentagdo promove o reconhecimento materno da gestagcéo e a sobrevivéncia do
feto através da secrecdo de interferon-tau (IFN-t), o qual inibe a regressdo do corpo luteo
(CL) através da supressdo endometrial de prostaglandina F, (PGF,,). O IFN-t também evita
a expressdo dos receptores de ocitocina endometriais e afeta a sintese de citocinas referentes a
imunomodulacdo, prevenindo, assim, a rejeicdo do concepto. Também esta relacionado a

adesdo do blastocisto a superficie do endométrio (IGWEBUIKE,2005). Subdesenvolvimento



de cotiledones e a perda da formacéo de vilos séo caracteristicas morfoldgicas que também
sugerem a rejeicdo materna ao tecido placentario (DENT, McGOVERN, HANCOCK, 1971).

Os macrofagos fetais, conhecidos na espécie humana como células de Hofbauer, se
originam tanto do mesénquima coriénico no inicio da gestacdo, quanto dos mondcitos fetais
derivados da medula 6ssea. Produzem citocinas pré-inflamatorias e atuam na apresentacao de
antigenos, como células de defesa (SCHLAFER, 2000). Schlafer (2000) observou a presenca
de poucos macréfagos fetais nos vilos cotiledonares em fetos com menos de seis meses de
idade, mas aos oito meses 0 numero aumentou dez vezes. As provaveis fungdes a eles
atribuidas sdo de defesa na placenta fetal e transporte de microrganismos para sitios de
inflamacéo da placenta para o feto via veias umbilicais (SCHLAFER, 2000).

Linfdcitos sdo observados no epitélio luminal uterino no inicio da gestacdo em vacas,
diminuindo substancialmente com o tempo, talvez por imunosupressdo; a camada de células
do trofoblasto age como uma barreira placentaria evitando que células imunocompetentes
causem dano ao embrido (AMOROSO, PERRY, 1975; KING, ATICKINSON,
ROBERTSON, 1982).

A placenta bovina normalmente é expelida em 12 horas e sua retencdo pode ser
decorrente da falta de desprendimento dos cotilédones das carinculas, ou estar relacionada a
dificuldades mecanicas em expelir as membranas fetais previamente desconectadas, como na
atonia uterina. Ambos os mecanismos podem coexistir (EILER, 1997).

O crescimento, a maturacdo e a liberacdo placentaria dependem da homeostase
tecidual (HAFEZ e HAFEZ, 2004; WOOD e BURTON, 2008), bem como da proliferacdo
celular e da apoptose ou morte celular programada (BENETONE, 2005). Barreto Filho e
Marques Janior (1993) coletaram placentoma durante varias fases gestacionais, inclusive pos-
parto, e de varias regibes do Utero (proximal, medial e distal). Eles observaram que o nimero
de células epiteliais nas criptas carunculares diminuiu com o0 avango da gestagdo,
independente da regido uterina, sugerindo sua relacdo com a liberacdo placentaria. O nimero
de linfécitos T e B, bem como a atividade quimiotatica e fagocitica dos leucdcitos estdo
reduzidos do placentoma, em vacas com retencdo placentaria (GUNNINK, 1984).

Benetone (2005) detectou células apoptéticas, na placenta de bdfalas, por meio de
anticorpos monoclonal anti-M30 CytoDeath e policlonal anti-caspase-3 clivada ao longo de
todo periodo gestacional, com um aumento significativo na placenta a termo. Observou,
tambem, atraves do antigeno nuclear de proliferacdo celular, células em proliferacdo ao longo

da gestacdo, com diminuigdo celular significativa na fase final da gestacdo. O autor inferiu



uma possivel correlacdo entre o desenvolvimento, a senescéncia e a liberacédo de placentomas

com o fenbmeno da apoptose.

3.2 Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe |

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é um locus que codifica genes
de proteinas especializadas, cuja funcéo é apresentar antigenos para serem reconhecidos pelas
células T. Existem dois tipos principais de produtos dos genes do MHC, chamados moléculas
de classe | e moléculas de classe Il (LOW et al., 1990; DAVIES et al., 2006; ABBAS, 2008).
As moléculas classe | sdo expressas por praticamente todas as células nucleadas e apresentam
peptideos aos linfocitos citoliticos CD8" (CTLs) (LOW et al., 1990; DAVIES et al., 2000;
TZARD, 2004; ABBAS et al., 2008), enquanto as de classe Il os apresentam nas células T
auxiliadoras CD4" (ABBAS et al., 2008).

Acredita-se que a perda da expressdao de MHC-I sirva para proteger a placenta do
ataque do sistema imune materno. Os genes MHC-I codificam moléculas classicas (classe la)
e nao-classicas de MHC-1 (classe Ib). Os genes ndo classicos de MHC-I sdo menos
polimérficos e tem expressao celular restrita (DAVIES et al., 2006). Um exemplo de gene de
MHC-I néo classico é o HLA-G, o qual ¢é codificado pelo complexo de antigeno leucocitario
humano (HLA). Nos humanos o0 HLA-G é expresso especificamente em citotrofoblastos
invasivos e pode proteger estas células do ataque de linfécitos T e/ou células NK (PARK et
al., 2004).

As células trofoblasticas interplacentomais expressam os genes do MHC-I, classico e
ndo classico (DAVIES et al., 2006). Segundo experimentos realizados por Davies e
colaboradores (2006), a proporcao de MHC-I transcritos codificados em MHC-I de loci ndo
classico foi significativamente maior nas células trofoblasticas do que nas células
mononucleares do sangue periférico. Estes autores verificaram, ainda, que nas células
trofobléasticas 34% a 79% do MHC-I transcrito era codificado em loci MHC-I ndo classico.
Um alto nivel de expressdo de genes MHC-I ndo classicos pode estar associado com o
aumento da protecdo do feto contra a rejeicdo imunoldgica materna (DAVIES et al., 2006).

A expressdo de MHC classe I ocorre no segundo e terceiro trimestres da gestacdo dos
mamiferos (PHILPOTT et al., 1988; GOGOLIN-EWENS et al., 1989; LOW et al., 1990). No
segundo trimestre de gestacdo em bovinos, ndo ha expressdo de MHC de classe | pelos
trofoblastos, tanto dos placentomas como das areas interplacentomais, até o quinto més de

gestacdo, quando ha um aumento de expressdo do MHC de classe | no trofoblasto da regido



interplacentomal (LOW et al., 1990; DAVIES FISHER, SCHLAFER, 2000). O contato
intimo entre a placenta e as células maternas tem seu inicio entre a quarta e quinta semana de
gestacdo na vaca, devido a interdigitacdo dos microvilos nas areas interplacentomais e
desenvolvimento dos placentomas (KING, ATKINSON, ROBERTSON, 1981; NODEN, de
LAHUNTA, 1990).

A expressdo de antigenos trofoblasticos do MHC-I ocorre no terceiro trimestre da
gestacdo em bovinos (DAVIES, FISHER, SCHLAFER, 2000), com a expressao de antigenos
classicos do MHC-I (DAVIES et al., 2006). A primeira aparicdo da expressdo de MHC-I
ocorre durante 0 sexto més de gestacao e é limitada as regifes interplacentomal e arcada do
placentoma, ndo ocorrendo expressdo na regido dos seus vilos/cripta, a qual corresponde a
area de intimo contato entre o feto e a mde (JOOSTEN, SANDERS, HENSEN, 1991,
JOOSTEN, HENSEN, 1992).

Existem diferencas imunologicas entre as placentas de fetos naturais e clonados. Nas
placentas de bovinos clonados, Hill et al. (2002) observaram aumento de linfocitos T
agregados localizados tanto na superficie quanto no estroma profundo nas areas
intercotiledonarias e cotiledonarias do endométrio. J& nas placentas da gestacdo de fetos
naturais, 0S mesmos autores encontraram menos agregados de lifocitarios. Este aumento do
namero de linfocitos na gestacdo de clones e sua distribuicdo no endométrio sugerem um
recrutamento ativo na resposta a um estimulo antigénico forte. Esta relacdo temporal da
infiltracdo linfocitaria com faléncia gestacional evidencia a rejeicdo materna a gestacéo (HILL
etal., 2002).

Hill et al. (2002) verificaram a expressdo de MHC de classe | em gestacdes naturais e
de clones, aos 34 a 63 dias de gestacdo em vacas. Constataram que a expressao do MHC-I, no
endométrio materno foi, aparentemente, similar em ambas as gestagdes. Apenas uma
diferenca foi observada por estes pesquisadores: a grande abundancia de epitélio endometrial
colunar positivo para MHC-I na gestacdo de clones. Em relacdo ao trofoblasto de fetos
clonados averiguaram que o MHC-I estava disseminado em todas as gestacOes estudadas
(8/8).

A expressdo de MHC-I em gestacdo de clones foi geralmente acompanhada pelo
aumento significativo do nimero de linfocitos T CD3" endometrial. Este aumento sugere que
a imunologia gestacional de clones é dramaticamente alterada, visto que em gestacoes
naturais 0 mesmo nao ocorre. O numero e a distribuicdo anormais de linfocitos T podem ser
uma das causas ou sintomas da alta mortalidade embrionaria observada na gestacédo de clones
(HILL et al., 2002).



3.3  Nomenclatura do MHC de classe | Bovino

O MHC de classe | bovino é nomeado de antigeno leucocitario bovino, ou seja, BoLA
(Bovine Leucocyte Antigen) que codifica 17 antigenos controlados pelo I6cus do BoLA A,
enquanto o MHC de classe Il bovino é controlado pelo l6cus BoLA-D (AMORENA e
STONE, 1980; LEVEZIEL e HINES, 1984; DAVIES et al., 1997). O locus do BoLA-A
possui alelos classicos e ndo classico, nomeadamente BoOLA-N* e BoLA-NC*,
respectivamente (DAVIES et al., 2006; BIRCH et al., 2008). Os loci ndo classicos possuem
alelos de 1 a4, BoLA- NC1, NC2, NC3 e NC4 (DAVIES et al., 2006; BIRCH et al., 2008).

O locus BoLA-NC1 é oligomorfico ou polimorfico e possui cinco alelos, aléem de
auséncia do dominio transmembrana, devido a completa delecdo do exon 5 (BIRCH et al.,
2008). Enquanto que os locis NC2 e NC3 sdo monomorficos e expressos em altas
concentragdes no trofoblasto (BIRCH et al., 2008). O lé6cus NC4, igualmente ao I6cus NC1, é
oligomorfico, mas é expresso em baixos niveis no trofoblasto, o que o diferencia dos loci
NC2 e NC3 (BIRCH et al., 2008). Pouco se sabe a respeito do MHC-I nédo classico bovino,
mas estudos em humanos e camundongos demonstraram que as isoformas nédo classicas do
MHC de classe | interagem com receptores inibitérios de citocinas ou de células NK para
inibir a resposta imune materna (DAVIES et al., 2006). As isoformas solGveis humanas (ex.
HLA-G) sdo fatores imunossupressivos e induzem a apoptose de células TCD8" ativada
(DAVIES et al., 2006). Aparentemente a proporcdo de expressdo entre os genes classicos e
ndo classicos em trofoblastos bovinos deve influenciar o balango entre imunossupressao e
sistema imune ativado (DAVIES et al., 2006).

3.4 Citocinas

Durante a gestacdo, o sistema imune materno é desafiado com moléculas do complexo
de histocompatibilidade maior (MHC) paternas associadas a células fetais que atingem o seu
sangue periférico (HATTHACHOTE, GILLESPIE, 1999; HILL; CHOI, 2000). A
sensibilizacdo materna contra tais antigenos é orientada pelos linfécitos Thl, que secretam
grande quantidade de interleucina- 2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-y), que auxiliam na
ativacdo dos linfécitos T CD8" dirigidos contra células fetais que expressam moléculas de
MHC paternas. Estas células T CD8" sensibilizadas, além de danificarem diretamente os
anexos fetais, amplificam a resposta local por perpetuar a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias (ZENCLUSSEN et al., 2005, MARZI et al., 2000), tais como IFN-y em
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humanos (CROY et al., 2006), interferon-tau (INF-t) em ruminantes (ROBERTS, 2007,
SPENCER et al., 2007) e fator de necrose tumoral (TNF-a) em ambas as espécies.

Estas citocinas, por aumentarem o poder microbicida dos macrofagos e das células NK
uterinas (ZENCLUSSEN et al., 2005), estdo envolvidas em infartos placentarios e
descolamento prematuro da placenta, determinantes de sofrimento fetal e elevado risco de
obito perinatal (HILL; CHOI, 2000). Entretanto, para evitar a producdo de citocinas
embriotoxicas, a mae deve passar, por um tempo determinado, por mudancas fisioldgicas
necessarias para dar suporte a gestacdo. Neste sentido, o cortisol, o estrogénio e,
principalmente, a progesterona sdo responsaveis pela geracdo de uma rede de citocinas
regulatorias, tais como a IL-10 ¢ fator B de crescimento transformante (TGF-B), que dara
suporte ao desenvolvimento fetal na cavidade uterina (HATTHACHOTE, GILLESPIE, 1999;
LIM et al., 2000; POLANCZYK et al., 2004).

O IFN-y é uma citocina pré-imflamatoria secretada no Utero durante o inicio da
gestacdo. E produzido abundantemente pelas células NK (TATO et al., 2004) uterinas no
endométrio e também no trofoblasto de algumas espécies (CROY et al., 2006). Na gestacdo
normal de camundongos o IFN-y tem por fungdo comecar o remodelamento vascular do
endomeétrio, a angiogénese no sitio de implantacdo e a manutencdo do componente decidual
da placenta. Em animais de producdo e em humanos, desvios neste processo contribuem para
complicacgBes gestacionais sérias como a perda fetal ou pré-eclampsia (CROY et al., 2006).

IFN-y tem amplas funcdes na ativacao das respostas imune inata e adquirida para virus
e tumores, na producdo de transcritos de genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular,
apoptose e processamento e apresentacdo de antigeno (MURPHY et al., 2009). Apesar disso,
as células trofoblasticas de roedores e humanos apresentaram respostas deprimidas para IFN-
v, 0 que reflete a resisténcia destas células para a ativacdo mediada pelo IFN-y na expressdo
de antigenos transplantados do MHC de classe 1l (MURPHY, TOMASI, 1998; van den
ELSEN et al., 2000). A perda de antigenos do MHC de classe Il nos trofoblastos é
responsavel por facilitar a sobrevivéncia do concepto semi-alogénico na presenca de linfécitos
maternos (HUNT, 2006). Por isso, o IFN-y é rotineiramente testado na pesquisa da gestacdo
para estabelecer as divergéncias da gestacdo normal e saudavel (MURPHY et al., 2009).

A auséncia da producdo de IFN-y pelos trofoblastos de equinos e ruminantes é um
indicativo de que a sintese de IFN-y ndo € uma caracteristica universal nas espécies que tam
placentacdo epitéliocorial (GRUNIG, ANTCZAK, 1995; ROBERTS, 2007; SPENCER et al.,
2007).
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A descoberta da abundante producdo de interferon pelas celulas trofoblasticas de
animais de producdo foi de grande importancia. O INF-t de ruminantes, o primeiro a ser
descrito, tem forte atividade antiviral classica (TZARD, 2004). Contudo o INF-t tem outra
atividade maior. Ele foi considerado semelhante a progesterona e participa do reconhecimento
materno da gestacdo, conectado a manutencdo do CL. Deste modo, o INF-t auxilia na
producdo de progesterona e na continuagdo da gestacdo (ROBERTS, 2007; SPENCER et al.,
2007), ou seja, este fator atua no reconhecimento do embrido pelo organismo materno, inibe
os fatores relacionados com a lutedlise e consegue manter a gestacdo (THATCHER et al.,
2001). O atraso ou a reducdo de sua secrecdo levam a morte prematura do embrido
(ARNOLD et al.,, 2000), principalmente nos produzidos in vitro e posteriormente
criopreservados, pois a criopreservacao leva a menor secre¢do de INF-t, quando comparada
aos embrides produzidos in vitro e transferidos a fresco (ARAUJO et al., 2005).

TGF-B ¢ uma citocina pleiotropica que age em todos os tipos de células e regula uma
grande variedade de processos, incluindo embriogénese, cicatrizacdo, adesdo celular,
migracéo celular, formacdo de EMC e morte celular (MUNSON et al., 1996; JAVELAUD,
MAUVIEL, 2004; LIN et al., 2006; HONG et al., 2010). Ela induz os trofoblastos a deixarem
o ciclo celular e formarem células multinucleadas, que sdo resultantes da fusdo dos
citotrofoblastos invasivos, e representam o equivalente in vivo das células gigantes na
placenta humana (GRAHAM et al., 1992).

Graham et al. (1992) mostraram que durante o primeiro trimestre da gestacdo humana
ocorreu marcagdo imunohistoquimica para TGF-p na ECM, bem como nos vilos coridnicos,
sinciciotrofoblasto e ECM vilosa. Esta marcacdo foi ausente nos leucocitos da decidua e
epitélio glandular, enquanto que na placenta a termo visualizou-se marcagdo intracelular das
células deciduais. Esta diferenca entre marcacdo de TGF-B durante o inicio da placentacdo e
ao final da mesma pode ser devido a uma taxa mais elevada na sintese e/ou uma taxa mais
lenta de liberacdo deste fator de crescimento pelas células deciduais a termo, bem como pela
relativa escassez da ECM na decidua a termo, pois a ECM decidual pode servir como um
local de armazenamento para TGF-p (GRAHAM et al., 1992). Em bovinos observou-se maior
expressao deste fator de crescimento no endométrio do corno gestante durante o periodo de
peri-implantagéo do blastocito bovino (SUGAWARA et al., 2010).

No endometrio de ratas, durante o ciclo reprodutivo, observou-se que o TGF-B nao
possui acdo degradante e de remodelacdo endometrial, sendo estes processos controlados por
alteracbes hormonais, na razdo de estrégeno e progesterona. Verificou-se, ainda, que a

presenca desta citocina no epitélio endometrial de ratas foi importante para a receptividade
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materna e reacdo de fixacdo/implantacdo do blastocisto. Constatou-se que a sinalizagcdo de
TGF-B possui uma baixa regulacao no processo de invasao do trofoblasto ao endométrio de
ratas (LIN et al., 2006). Os receptores de TGF-B (TGF-BRI e¢ TGF-BRII) foram mais
importantes durante o periodo de preparacdo uterina do que no processo de invasdo (LIN et
al., 2006). A presenca deste fator de crescimento na fase inicial da gestacdo ocorre de forma
diferente dependendo da espécie de mamiferos na qual ela foi pesquisada.

TGF-B pode desempenhar, também, um papel importante na diferenciacdo de
linfocitos Tregs, pois linfécitos T naives humanos sdo diferenciados em linfocitos regulatorios
Foxp3"* na presenca de TGF-p (YAMAGIWA et al., 2001; FARIA et al., 2008; SAITO et al.,
2010), além de apresentarem marcadores de superficie similares aos linfocitos Tregs e terem
efeito inibitdrio in vivo (CHEN et al., 2003; FARIA et al., 2008).

Os efeitos de TGF-B nas placentas é determinado pelos isotipos especificos (TGF-B1,
TGF-B2 e TGF-B3), bioatividade dos ligantes, tipo de receptor expresso sobre as células e a
presenca de outros fatores de crescimento e citocinas que modulam a acdo de TGF-p
(CHEIFETZ et al., 1990; MUSON et al., 1996). Este fator de crescimento € sintetizado e
secretado pelas células do trofoblasto e epiteliais endometriais (MUSON et al., 1996).

TGF- B e suas isoformas TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3 estao localizadas no placentoma
bovino, mais especificamente na interface materno-fetal e medeiam coordenadamente o
desenvolvimento do cérion e do epitélio endometrial através de acdes parécrinas e autdcrinas
(MUSON et al., 1996). O TGF-B2 presente no vilo coridnico e na decidua, identificado
através da analise imunohistoquimica, foi indicativo de uma funcdo proliferativa e de
diferenciacdo do trofoblasto para esta isoforma (GRAHAM ET AL., 1992). A isoforma TGF-
B3 possui origem fetal (MUSON ET AL., 1996) distribuigdo esta que também ocorre na
espécie humana (DIJKE et al., 1988) e em camundongos (DAS et al., 1992).

Doré et al. (1995) verificaram que durante o processo de enlongamento do blastocisto
ovino had um aumento da expresséo das isoformas 1 e 2 de TGF-f, enquanto que a isoforma 3
ndo estava envolvida na formagdo precoce da placenta devido a sua auséncia durante o
primeiro més da placentacdo. Observaram, também, baixa expressdo de TGF-B1 apos o 27°
dia da gestacdo devido a um reflexo da diminuicdo da taxa de crescimento do alantoide,
concluindo que houve envolvimento das isoformas 1 e 2 na formacgdo da porcéo fetal da
placenta ovina.

IL-10 é expressa por vérias células imunes, incluindo linfécitos T e B e macrofagos.
Os efeitos imunossupressores desta citocina incluem a inibicdo de producdo de citocinas por

linfocitos T, inibicdo da apresentagdo de antigeno e inibicdo da expressdo de moléculas co-
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estimulatorias por células apresentadoras de antigeno (PESTKA et al., 2004). As células CD4"
CD25" produzem IL-10, mas esta atividade ndo tem sido demonstrada na supressio in vitro
(TAKAHASHI et al., 1998; FARIA et al., 2008). Estudos experimentais tém detectado altas
concentracdes de 1L-10 no soro de animais que apresentam tolerancia ao transplante renal,
sugerindo um papel regulatorio dessa citocina e propondo que a presenca de IL-10 nesse
microambiente poderia contribuir para a geracdo e expansao de células Tregs (HARA et al.,
2001).

Estudos demonstram a importancia da IL-17 em diversas respostas fisiopatoldgicas,
por exemplo, estimular células T na imunidade celular e humoral alérgeno-especifica, induzir
a maturacao de células dendriticas, estimular a expressao de citocinas pelos diferentes tipos
celulares, induzir a produgdo de moléculas pro-angiogénicas (PONGCHAROEN et al., 2006;
SHEN; GAFFEN, 2008), além de recrutar neutrofilos no sitio da resposta imune através da
inducdo de Fator Estimulador de Coldnia de Granulécitos (G-CSF) e quimiocinas indutoras
de neutréfilos, como CXCL8/IL-8 (DRAGON et al., 2008). A inducdo de IL-6 é requerida
pelo TGF-B para induzir a geracdo de IL-17, células Th-17 pro-inflamatérias, que favorecem
IL-8 na inducdo quimiotéatica de neutréfilos (RUBTSOV, RUDENSKY, 2007; SCHUBERTH
et al., 2008; SAITO et al., 2010).

Fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) é uma citocina pro-inflamatdria que possui
niveis plasmaticos elevados durante o final da gestacdo bovina e faz parte da rede regulatéria
do processamento do parto (KOETS et al., 1998). Durante o peri-parto observa-se resposta
inflamatdria de fase aguda que estd relacionada ao dano tecidual que ocorre devido a
atividade de contracdo do miométrio com seu subsequente relaxamento e dilatacdo do colo
uterino e do canal do parto durante a expulsao do feto (KOETS et al., 1998).

A resposta imune produzida por esta citocina é do tipo 1 (Thl) e seus efeitos no
processo de gestacdo estdo relacionados a invasdo do endométrio pela placenta (BAUER et
al., 2004; CALLEJA-AGIUS et al., 2012), apoptose (BAUD e KARIN, 2001; DAVIES et al.,
2004; HAIDER e KNOFLER, 2009; CALLEJA-AGIUS et al., 2012) e abortos (MONZON-
BORDONABA et al., 2002; DAVIES et al., 2004; CALLEJA-AGIUS et al., 2012). A acéo
citotoxica de TNF-a ¢ parcialmente mediada pelo aumento na geragdo de radicais livres
dentro da mitocondria associada & perda da funcdo enzimatica e a perturbagdo das cristas
mitocondriais (SCHULZE-OSTHOF et al., 1992; CALLEJA-AGIUS et al., 2012). Nao foram
observadas diferencas na concentracdo das citocinas TNF-a, IL-10, TNF-R1 e TNF-R2 entre
os vilos de fetos abortados e de fetos com desenvolvimento normais (CALLEJA-AGIUS et
al., 2012).
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TNF-a induz um aumento significativo da expressao de MHC de classe I no corpo
luteo (CL) promovendo a lutedlise (SAKUMOTO et al., 2000). O CL € uma das fontes e o
tecido alvo desta citocina em bovinos (TERRANOVA, 1997; SAKUMOTO et al., 2000).
Quando a gestacdo inicialmente é estabelecida o CL produz progesterona (P4) continuamente
para a manutencdo da mesma (SAKUMOTO et al., 2000; HAFEZ e HAFEZ, 2004). O
aumento da concentracdo de receptores de TNF-a, bem como o aumento do mRNA desta
citocina no CL bovino, ao final da gestacdo, contribui para a reabsorcdo luteal induzindo,
desta forma, o parto nesta espécie (SAKUMOTO et al., 2000).

TNF-o possui acdo citotoxica ¢ estimula a secregdo de prostaglandina E, (PGE,) e
prostaglandina F,, (PGF,,) em células luteais, da espécie bovina, em meio de cultura
(SAKUMOTO et al., 2000). Esta citocina também contribui, indiretamente, para a produgédo
de P, através da estimulacdo de prostaglandina luteal no CL bovino durante o periodo de
gestacdo (SAKUMOTO et al., 2000). Em um estudo (SAKUMOTO et al., 2000), verificou-se
que a concentragdo de receptores de TNF-a no CL geralmente é significantemente menor no
2° trimestre da gestacdo bovina do que nos 1° e 3° trimestres. Este padrdo de transicdo de
TNF-a em vacas gestantes é semelhante a concentragdo de P4 no CL bovino durante o periodo
de gestacdo. Assim, a progesterona é um regulador da expressao de receptores de TNF-a no
CL bovino e que a baixa concentracéo de receptores TNF-a no segundo trimestre de gesta¢do
no CL é devido ao decréscimo da concentracdo de P4 neste periodo (SAKUMOTO et al.,
2000).

Fator inibidor de leucemia (LIF) é uma citocina considerada essencial para a
implantacdo do blastocisto e manutencdo da gestacdo (LASS et al.,, 2001; ROBB,
DIMITRIADIS, LI, 2002). J& o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é o
responsavel pelo aumento do nimero e da permeabilidade dos vasos sanguineos na interface
endomeétrio-placenta (VONNAHME et al., 2001).

Marques Junior (2006) observou maior expressdo de VEGF e de seus receptores (Fit-
1, KDR e Fit-4) na metade inicial da gestacdo (90 a 150 dias) de bovinos, seguida de um
declinio préximo ao parto (210 a 270 dias). Segundo este autor a presenca de proteina do
VEGF ao longo da gestacdo indica sua importancia no estabelecimento da fungéo placentéria,
sendo que no inicio da gestacdo ela esta relacionada ao desenvolvimento do leito vascular
placentario e ao final com a manutencéo deste leito.

O fator de crescimento fibroblastico béasico (bFGF) é um fator de crescimento
envolvido na regulagéo da proliferagéo de diversos tipos celulares (ROBERTS, ELLIS, 1999;
LANG et al., 2001; KASHIWAKURA, TAKAHASHI, 2003). E também um importante
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modulador da diferenciacdo (ROGELJ et al., 1989) e migracdo (BIKFALVI et al., 1995)
celular, além de ser um potente indutor da angiogénese sob condi¢des normais in vitro e in
vivo (INGBER, FOLKMAN, 1989; LAZAROUS et al., 1995) e patolégicas (HORI et al.,
1991; YOSHUI et al., 2002). Podem participar, ainda, da organogénese placentaria (ZHENG
et al., 1997) e da proliferacdo e da diferenciacdo das células placentarias (CATTINI et al.,
1991; FERRIANI et al., 1994).

S&o poucos trabalhos realizados para deteccdo da expressao do MHC de classe |
classico e ndo classico bovino referente a gestacdo natural e normal em bovinos, da mesma
forma sobre como a funcéo das citocinas e/ou sua expressao reguladora podem ser espécie
especifica (MURPHY et al., 2009). A maioria das pesquisas em bovinos é focada na parte
patoldgica e/ou em infeccBes por bactérias, virus e protozoarios. O conhecimento sobre a
fisiologia da resposta imunoldgica materna ao concepto € muito importante para o
entendimento da gestacdo e para 0 uso de novas tecnologias reprodutivas, tais como
clonagem, transferéncia de embrido e inseminacdo artificial, e no uso novas drogas. Com o
aperfeicoamento destas técnicas, poder-se-a ter um maior sucesso reprodutivo destes animais
(MAURER, CHENALT, 1983). Portato, a anélise sobre a expressdo do MHC e citocinas pro
e antiinflamatdrias, no reconhecimento fisiolégico do aloenxerto fetal por parte materna,
fornece informacdes a respeito da interacdo materno fetal durante a gestacao, importantes para
a eficiéncia reprodutiva do rebanho bovino.

Assim, o presente trabalho foi realizado mediante a quantificacdo da expressao de
BoLA total, o qual contem os genes totais do BoLA classico (BoLA-N*) e do BoLA néo
classico (BoLA-NC*), do BoLA-N* e dos BoLA-NC* genes 2 e 4, bem como das citocinas
TNF-0 ¢ TGF-pI.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais (Protocolo CEUA 053/09) (Anexo I) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Bem como, todos os procedimentos, conduta no laboratorio, manuseio dos materiais e
amostras, foram realizados de acordo com as normas de biosseguranga descritas em um
manual da Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2006) e por Chaves-Borges e Mineo
(1997).

4.2 Animais

Foram utilizados embribes na fase de blastocisto oriundos de fertilizacdo in vitro
(FIV), do Laboratério de Histologia da UFU, bem como, placentas de vacas abatidas em
frigorifico (Frigorifico Luciana, Uberlandia, MG, Brasil) com diversos tempos gestacionais.

As amostras foram divididas em sete grupos (1 ao 7):
Grupo 1: Utero ndo gestante
Grupo 2: Blastocisto expandido e/ou eclodido (coletados no dia 8 p6s FIV)
Grupo 3: carnculas ou cotilédones com até 1 més de gestacao
Grupo 4: carnculas ou cotilédones com 2 a 3 meses de gestacdo
Grupo 5: cartnculas ou cotilédones com 4 a 5 meses de gestacdo
Grupo 6: carinculas ou cotilédones com 6 a 7 meses de gestacdo
Grupo 7: carinculas ou cotilédones com 8 a 9 meses de gestacdo

Obtiveram-se cinco amostras de tecido por grupo, sendo que, do grupo 3 ao 7, foram
coletadas dos tecidos placentéario fetal (cotilédone) e materno (carincula) separadamente para
realizacgio da PCR em tempo real ou do placentoma para processamento de

imunofluorescéncia.

Quanto aos blastocistos foram utilizados cinco pools contendo 10 blastocistos cada
para processamento da PCR em tempo real e 20 blastocistos, bem como, cinco ovdcitos para

processamento de imunofluorescéncia.
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4.3 Determinacéo da Idade Gestacional

A idade dos embriGes e fetos (Tabela 1) foi estimada baseando-se na seguinte formula:
DG =28,4 +0,087C + 5,46 \/C, onde: DG = dias de gestagcdo e C = comprimento do embrido
ou feto (REXROAD et al., 1974). Apds sua retirada do Utero, 0 comprimento do embrido foi
mensurado em milimetros (mm), desde a curvatura do vertice cefalico ao coccigeo
(comprimento cranio-caudal ou crown-rump), sendo sempre realizado pela mesma pessoa
(DINIZ et al., 2005).

4.4 Remocao dos Placentdmas

Apbs inversdo do (tero, os placentomas foram removidos e fixados em
paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4 ou em formol 10% tamponado, sendo o
volume dez vezes superior ao tamanho dos tecidos removidos.

Fatias com mais ou menos 1cm de placentoma foram colocadas em criomolde de
15x15x5mm (TED PELLA), preenchidos com meio de inclusdo para espécimes em
congelacao (Jung Tissue Freezing Medium, Leica), congelados em nitrogénio liquido (N,L) e
armazenados em freezer com temperatura igual a 20°C negativos, para realizacdo de
imunofluorescéncia e coloracdo histomorfoldgica com eosina e hematoxilina (HE).

Processou-se a separagdo mecanica das carinculas e cotilédones nos placentomas e
fatias de mais ou menos 1cm foram acondicionados em criotubos de 2mL, autoclavados e
livres de DNase e RNase, contendo 1mL de solucdo estabilizadora de RNA (RNAlater®
Tissue Collection, Applied Biossistems), congelados em N,L e armazenados em ultrafreezer
com temperatura igual a 80°C negativos, para posterior extracdo de &cido ribonucléico
(RNA).
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Tabela 1 Idade gestacional estimada de fetos e embrifes bovinos, segundo a formula de Rexroad et al. (1974).

Animal Crown-rump DG PG Sexo
(mm) (Grupo)

04 60 55,91 Nao identificado
40 5 21,04 até 1 més Naéo identificado
41 7 23,45 (3) N&o identificado
52 35 43,75 Nao identificado
53 25 35,7 Nao identificado
10 260 119,06 Macho

18 130 81,96 2 a 3 meses Macho

19 190 100,19 4 Macho

32 90 68,03 Fémea

47 110 66,83 Fémea

11 330 136,30 Fémea

37 400 152,4 4 a5 meses Macho

44 420 156,84 (5) Macho

45 360 143,32 Macho

46 380 147,89 Fémea

08 630 200,25 Fémea

13 580 190,35 6 a 7 meses Fémea

16 780 228,75 (6) Macho

34 795 231,51 Macho

38 610 196,32 Macho

09 880 246,93 Macho

14 900 250,50 8 a 9 meses Macho

15 880 246,93 (7) Fémea

42 930 255,82 Macho

60 850 241,53 Macho

02 - - -

21 - - Utero ndo -

23 - - gestante -

25 - - (1) -

28 - - -

Nota: mm = milimetros; DG = dias de gesta¢do; PG=periodo gestacional.

4.5 Fertilizacdo in vitro

Os ovarios foram coletados em frigorifico (Frigorifico Real, Uberlandia, Minas
Gerais) durante o processo de abate. Os mesmos foram colocados em uma garrafa térmica
contendo tampéo fosfato-salino (PBS 1x) (Anexo I, item 1.3) em temperatura de 38°C e
quantidade suficiente para cobrir todos os ovérios, para realizacdo de seu transporte até o
Laboratério de Reprodugdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da
UFU.
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Com o uso de uma seringa descartavel de 10mL e agulha 40x1,2 (21G) puncionou-se
0s ovarios para aspiracdo de foliculos antrais. O liquido folicular aspirado foi colocado em
tubos falcon de 50mL em banho-maria a temperatura de 38°C, onde aguardou-se, durante
cinco minutos, sua sedimentacdo para posterior rastreamento e classificacdo dos ovocitos
acondicionados em placa de petri 100x20 e visualizados em microscopio estereoscépio (15x).
Foram separados somente complexos de cumulos ovocito (CCO) de melhor qualidade, ou
seja, que apresentassem nucleo e ooplasma homogéneo com mais de trés camadas de células
do cumulos. Os ovdcitos foram lavados em duas gotas contendo 150 microlitros (uL) de
TCM-199 Bicarbonato (Anexo Il, item 1.6) aguecido em banho-maria a temperatura de 38°C.
O processo de maturacdo dos ovdcitos foi realizado com a adi¢cdo de 25 ovocitos em 150uL
de Meio de Maturagdo (Anexo I, item 1.7) durante 22 a 24 horas em estufa de CO; (5% COx,
39°C e umidade saturada).

Para realizacdo da fertilizacdo in vitro (FIV) o sémen, previamente estocado, foi
descongelado e os espermatozdides foram selecionados por centrifugacdo em um tubo falcon
de 15mL contendo gradiente de concentracdo composto por 2.000uL de Percol 45% e
2.000uL de Percoll 90% (Anexo 11, item 1.9), a 700g durante 20 minutos, com posterior
descarte do sobrenadante. Foram entdo adicionados 2.000pL de Meio Talp-Sperm (TALP =
Tyrode’s Albumin-Lactate-Pyruvate Media) (Anexo II, item 1,8) ao sedimento restante. Apds
homogenizacao nova centrifugacao foi realizada a 700g, durante cinco minutos, com posterior
descarte do sobrenadante. Adicionou-se, entdo, 150uL de Meio Talp-Fert (Anexo 11, item 1.8)
e realizou-se a avaliacdo da motilidade (estimativa visual) e concentracdo espermatica
(contagem em camara de Neubauer). Um total de 10° espermatozoides e aproximadamente 25
ovocitos foram adicionados a gota de fertilizacdo, na placa de petri 35x10, contendo 120puL de
Meio Talp-Fert acrescida de 20 pL de Solucdo de Heparina (Anexo I, item 1.11.2). O
periodo de fecundacdo teve duragdo entre 18 e 20 horas, em estufa de CO,, e foi considerado
como dia zero (DO0)

O desnudamento dos zigotos foi realizado em gota contendo 100uL de meio SOF
(Syntethic Oviductal Fluid) (Anexo Il, item 1.12) por meio de pipetagem. Os zigotos foram
lavados em 80uL de Meio SOF e cultivados em outra gota com 150uL de Meio SOF.
Avaliaram-se as clivagens no dia dois (D2), a formacédo de blastocisto no dia sete (D7) e a
taxa de eclos@o no dia nove (D9). Foi realizada a troca do meio de cultivo nos dias quatro e

seis. Um pool contendo 10 blastocistos foi coletado e congelado em nitrogénio liquido (N.l)
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no dia 8 (D8) para extracdo de RNA e blastocistos entre os dias sete e nove foram coletados

para avaliacdo imunohistoquimica do MHC de classe I.

4.6 Microscopia Confocal

Cinco amostras de placentoma de cada periodo gestacional foi coletada, excetuando-se
0 grupo trés, com periodo gestacional igual até um més, onde o cotilédone foi coletado
separadamente da caruncula, devido ao processo de implanta¢do do embrido, que em bovinos
se inicia tardiamente (aproximadamente 17° dia de gestacao).

As amostras incluidas em meio de inclusdo para espécimes em congelagdo (Jung
Tissue Freezing Medium, Leica) foram cortadas, seriadamente, com espessura igual a 10
micrometros (um) em criostato (Leica CM1850 UV) com temperatura igual a menos 20°C.
Colocaram-se dois cortes em cada lamina previamente silanizada a 2% (Organosilano). Foram
obtidas duas laminas de cada amostra, sendo que uma delas para a realizagdo de
imunofluorescéncia e outra para coloracdo histomorfologica.

A reacdo de imunofluorescéncia foi realizada com fixacdo dos tecidos durante 10
minutos, sob refrigeracdo (4°C), em acetona pura gelada. Trés lavagens com tampéo fosfato-
salino (PBS 1x), com duragdo de 5 minutos cada, foram realizadas para retirar o excesso do
fixador. Uma permeabilizacdo com triton X-100 0,5%, assim como, a reativacdo antigénica
com citrato de sédio 0,1% foram realizados conjuntamente durante uma hora em temperatura
ambiente. Trés lavagens com PBS 1x e duracdo de 5 minutos cada, foram realizadas para
retirar 0 excesso desta solucdo. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com uma
solucdo aquosa com 5% de leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé) diluido em PBS 1X,
durante 15 minutos em temperatura ambiente (BENEVIDES et al., 2008). As laminas foram
imersas trés vezes em PBS 1x, com duracdo de 5 minutos cada imersédo, para retirar 0 excesso
desta solugéo aquosa.

As amostras foram incubadas com anticorpo monoclonal de camundongo anti-MHC
classe | de ovelha (Santa Cruz Biotechnology Inc.), durante quatro horas sob refrigeracdo
(4°C), dentro de uma caixa escura e fechada, para evitar o ressecamento dos cortes. Para
retirada do excesso do anticorpo primario, foram realizadas cinco lavagens seriadas com PBS
1x e duragéo de 5 minutos cada lavagem.

Utilizou-se como anticorpo secundario o anticorpo de coelho anti-lgG de camundongo

conjugado com FITC (Sigma-Aldrich Inc.), com o qual os cortes das amostras ficaram
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incubados por 45 minutos em camara escura. Cinco lavagens, com PBS 1x por 5 minutos
cada, foram realizadas para remoc¢édo do excesso do anticorpo secundario.

Para marcacgdo dos nucleos celulares incubou-se as amostras com iodeto de propidio,
diluido 1/200 em PBS 1x, durante 20 minutos. Procedeu-se, entdo, um total de trés lavagens
com PBS 1x para retirada do excesso deste fluorocromo nuclear. As laminas foram montadas
com a adicdo de uma gota, por corte, de glicerina 90%, diluida em PBS 1x, cobertas com
laminulas limpas e vedadas lateralmente com esmalte de cor escura para evitar o
ressecamento das mesmas. O material foi armazenado em caixa escura e opaca propria para
laminas sob refrigeracédo (4°C).

Este material foi observado em microscopio confocal (Zeiss LSM 510 META), com
comprimento de excitagdo de 488nm e com pico de emissdo de 525nm. A reacdo foi
acompanhada de controles negativos, nos quais a incubacdo com o anticorpo primario foi
omitida, e de controle positivo, utilizando-se amostra de linfonodo como material positivo,
para verificacdo da eficacia da marcacdo dos anticorpos.

Os blastocistos foram submetidos a0 mesmo processo descrito acima com as
modificacfes que seguem: processamento em pequenas placas de Petri (35x10) de pléastico,
sem congelamento prévio, in natura, e a transferéncia dos blastocistos entre as solucGes era
realizada com o auxilio de micropipeta e lupa. As lavagens entre as trocas de anticorpos
também foram reduzidas, com o intuito de danificar o menos possivel os espécimes a serem
analisados, haja vista que 0s blastocistos sao mais sensiveis do que os cortes de placentomas.

Para a analise morfoldgica, os cortes congelados foram corados com hematoxilina e
eosina (HE) para observacdo em microscopio Optico (Zeiss) e captura em microscépio de

captura (Leica DM500; cdmera fotografica Leica ICC50).

4.7 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Foram utilizados 100mg de tecido de linfonodo, baco, carincula, cotilédone e Gtero
bovino, durante o intervalo gestacional (blastocisto até 9 meses de gestacdo), para purificar o
RNA total utilizando Trizol Reagent® (Invitrogen) seguindo-se as recomendagdes do
fabricante.

Cada tecido foi cortado, individualmente, em pequenos pedacgos e colocado em um
tubo de 2mL, devidamente nomeados, contendo 1mL de trizol para serem homogeneizados.
Os tecidos homogeneizados ficaram imersos no trizol durante 10 minutos, em temperatura

ambiente, quando, entdo, foram centrifugados a 12.000g, durante 10 minutos em temperatura
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refrigerada (4°C). O sobrenadante foi colocado em um microtubo novo de 2mL, devidamente
nomeado, e procedeu-se a adi¢do de 200uL de cloroférmio com posterior homogeneizacéao
manual durante 15 segundos, deixando-o descansar durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Procedeu-se a centrifugacdo do tubo a 12.000g, refrigerado (4°C) durante 15
minutos. Observou-se a formacdo de trés fases no microtubo, de onde se retirou, com o
auxilio de um micropipetador de 1.000uL, aproximadamente 500uL da fase mais superficial
(fase aquosa), pois era o local onde se encontrava 0 RNA. Esta fase aquosa foi depositada em
um microtubo novo de 1,5mL, devidamente nomeado e datado, contendo 500uL de &lcool
isopropilico. A amostra foi homogeneizda e incubada, a temperatura ambiente, durante 10
minutos. Centrifugou-se o material, sob refrigeracdo, a 12.000g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 1 mL de etanol 75%. Centrifugou-
se a amostra, sob refrigeracdo, a 7.500g durante 5 minutos. Mais uma vez, descartou-se o
sobrenadante e o péletti contido no sedimento foi secado, em temperatura ambiente, durante
10 minutos. Procedeu-se a diluicdo do péletti com 50uL de dgua DEPC (Invitrogen). A
amostra de RNA foi armazenada em ultrafreezer (-80°C).

As amostras foram digeridas com DNase (RQ1 DNase, Promega) a 37°C durante 40
minutos, desnaturadas a 72°C durante 10 minutos, estabilizadas a 4°C durante 5 minutos e
quantificadas em espectrofotdmetro (NanoDrop ND-100 Spectrophotometer). Apds a
quantificacdo, as amostras de RNA foram diluidas, com &gua DEPC, para ficarem
concentradas em 200ng/pL e armazenadas em ultra-freezer a menos 80°C. A qualidade do
RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% e por leituras
espectrofotométricas com absorbancia entre 260 e 280nm. Foram utilizadas apenas as amostra
que tiveram leituras espectrofotométricas superiores a 1,65.

Na reacdo de transcricdo foi utilizado 1ug de RNA total misturado a 500uM de dNTP
e 100 pmol de Oligo Pdn6 (oligos aleatorios curtos, Invitrogen), tampdo 1X, 5 mM de MgCl,
(Invitrogen), 10uM de DTT (Invitrogen), 1U de RNase Out (Invitrogen) e 200U de MMLYV-
RT (Invitrogen), completando-se o volume com dgua DEPC para 20ul. A reacdo foi incubada
por 37°C durante 1 hora. A qualidade do cDNA foi avaliada pela amplificacdo de um
fragmento de 82 pares de base (pb) do gene de referéncia GAPDH (desidrogenase

gliceraldeido 3-fosfato). Observar exemplo de validacdo do cDNA na Figura 1.
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Figura 1 Exemplo de validacdo do cDNA com o gene controle de referéncia (GAPDH) em eletroforese em gel
de agarose 1,5%. Amostras 1 e 6 = 6 a7 meses; 2, 3, 4 e 5 =8 a 9 meses de gestacdo; 1, 3 = carlinculas; 2,4 e 6
= cotilédones.

4.8 Quantificacdo relativa de transcritos de MHC-I mRNA por PCR Tempo Real
(gPCR)

Os primers para os genes do MHC-I classico (BoLA-N*) e néo classico (BoLA-NC)
gene 2 (NC-2) de bovinos (Bos taurus) foram os mesmos usados por Davies et al. (2006) e
Birch et al. (2008) respectivamente. Enquanto que os primers bovinos para o0 gene 4 nédo
classico do MHC de classe | (NC-4, Gene Bank: BoLA-NC4* 50401), gene de referéncia
GAPDH (desidrogenase gliceraldeido 3-fosfato), TGF-B1 (fator de crescimento tumoral beta
1) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) foram desenhados usando Primer Express software
(Applied Biosystem) (Tabela 2).

As reacdes de RT-PCR Tempo Real foram realizadas em placas de leitura dpticas de
96-pocos, em duplicata. Cada reacdo conteve 1X POWER SYBR Green PCR Master Mix
(Apllied Biosystem), 5,0pmol de cada primer, 2uL cDNA em um volume final de 10pL
(completado com agua MiliQ autoclavada).

Inicialmente os oligonucleotideos foram padronizados em amostras de tecido de
linfonodo e baco, que contém grandes quantidades de linfocitos e consequentemente de
transcritos de MHC classe I. Depois as amostras foram testadas na PCR convencional com o
gene endégeno GAPDH bovino para a confirmagdo do fragmento amplificado e da auséncia
de amplicons inespecificos. As reacdes de PCR convencional para a amplificacdo destes
oligonucleotideos foram realizadas para um volume final de 20ul contendo: 4uL de cDNA,
1U de Tag DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 50mM KCI; 10mM Tris-HCI pH 8.3,
1,5mM MgClI; (Invitrogen), 200M dNTPs (Invitrogen) e 5.0pmol de primers direto (forward)
e reverso (reverse). As condicGes das reacfes foram: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C
por 40 segundos, 59°C por 50 segundos, 72°C por 50 segundos, seguido de uma extensao

final a 72°C por 10 minutos.
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Tabela 2 Primers utilizados na tese de doutorado intitulada “Antigeno Leucocitario Bovino (BoLA) de classe I e
perfil do TNF-a e TGF-B na placenta durante a gestacdo”.

Gene Primer Desenhado Fra(gprE()ento OBS

F | GAAGGTCGGAGTGAACGGATT

GAPDH R CGACGATGTCCACTTTGCC 82 F entre exons 2 e 3
F | GGTCCCCCGAGACAGAC .

NC-1 R TTCAGGGCGAGGTAATCTT Birch et al. (2008)
F | CATCAGGAGACGCAGAGAACT .

NC-2 TR T AGCATTGTGCTTGGTGACT Birch et al. (2008)
F | GGCTCCCACTCCCTGAGC .

NC-3 R ITCTGCCGTCGTAGGCCTT Birch et al. (2008)

NC-4 F CCTCTCCCTGAGATGGAAACC 121 F entre exons 4 e 5
R | GCTTCTTCCTCCAAATCACAGC eRentre5 e 6
F | TTGTGGAGACCAGGCCTTCAG
R1 | GAGAACCAGGCCAACAATGATG avies et (2008

MHC-1 |R2 | AGGAGAACCAGGACAAGAATGATG
R3 | AATGATGCCCATGGTGAGGAA
F | AGCCCACGTTGTAGCCGA

TNF-a R GAGGTAAAGCCCGTCAGCAG 132 F entre exons 3 e 4

torn |F | GCTAATGGTGGAATACGGCAA 130

Bl | R | cGTCTGCCCGAGAGAGCA

Nota: F= forward, R = reverse. OBS: observacdo (posicdo entre exons desenhados ou autor de onde se adquiriu
0S primers)

Utilizou-se a eletroforese em gel de agarose 1,5%, 120 volts durante 30 minutos, para
visualizacdo dos amplicons, utilizando-se como tampé&o de corrida TBE (45 mM Tris-borato,
pH 8,3 ¢ 1 mM EDTA) 0,5X, corado com 1,5uL. de brometo de etidio, visualizado por luz UV
(ultra-violeta) em um transluminador (L.PIX Loccus biotecnologia).

As reacdes de gPCR foram feitas no aparelho ABI 7300 Sequencer Detector (Applied
Biosystems) nas seguintes condi¢Bes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguidos por
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 61°C por 2 minutos para o par de primers BoLA-NC2, e
com as mesmas condicGes, alterando-se a Ultima temperatura para 59°C para os pares de
primers BoOLA-N* R3 e TGF-B1, 58°C para os pares de primers BoOLA-N* R1 e R2 e 57°C
para os pares de primers BoLA-NC-4 e TNF-a.

O Ct (Cycle Threshold) foi definido como o primeiro ciclo no qual ocorreu um
aumento significativo na magnitude do sinal gerado, detectado na reacdo de PCR. Os valores
do Cy foram calculados pelo real-timer sequencer detection software (Applied Biosystems) e
foram usados para calcular a expressdo de todos os mMRNA dos genes estudados nesta tese
relativos a0 mMRNA do gene normalizador GAPDH. Os niveis de expressdo foram calculados
relativos ao Utero ndo gestante para as amostras de carunculas de todos os genes estudados,

com excecdo do gene BoLA-NC2, o qual foi calculado relativo as carinculas com até um més
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de gestacdo, em virtude da auséncia deste gene no Utero ndo gestante, e relativos aos

cotilédones com até um més de gestacdo para os cotilédones de todos os genes estudados

neste trabalho, usando o de ddCt (2T

SCHMITTGEN, 2001; STEPHENSON, 2010).

) para os célculos do fold change (LIVAK e

4.9 Qualificagdo de transcritos de BoLA de classe | por PCR

Os primers para os genes do MHC-1 ndo classico (BoLA-NC-1 e 3) de bovinos (Bos
Taurus) foram os mesmos usados por Birch et al. (2008) (Tabela 2). Ja o primer do gene
GAPDH bovino, que foi usado como gene de referéncia, foi desenhado usando Primer
Express software (Applied Biosystem) (tabela 2).

Utilizou-se a eletroforese em gel de agarose 1,5%, 120 volts durante 1 hora, para
visualizacdo dos amplicons, utilizando-se como tampé&o de corrida TBE (45 mM Tris-borato,
pH 8,3 ¢ ImM EDTA) 0,5X, corado com 1,5uL. de brometo de etidio, visualizado por luz UV
em um transuluminador (L.PIX Loccus biotecnologia), onde visualizou-se a presenca ou
auséncia de transcritos. Foram utilizadas 3 amostras de mRNA de cada tecido (utero,

caruncula e cotilédone).

4.10 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism (versdo 5.0). Utilizou-se a
analise de colunas para verificacdo da normalizacdo dos dados. Aplicou-se 0 One Way Anova
utilizando o teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas -estatisticamente

significantes quando P < 0.05.



26

5 RESULTADOS

5.1 Imunofluorescéncia

Para confirmacdo dos resultados encontrados na gPCR do BoLA total (classico e ndo-
classico) foram analisados placentomas (cotilédone e carGncula) em ensaio de
imunofluorescéncia e visualizagdo em microscépio confocal. Optou-se por usar um anticorpo
MHC classe | monoclonal de camundongo produzido contra timécitos de origem de cabra
devido a sua reagdo cruzada com bovinos e a grande dificuldade no encontro de MHC de
classe | especificamente bovino. Como anticorpo secundario optou-se por usar um coelho
anti-lgG de camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), que gera
imunofluorescéncia em verde. Para facilitar a diferenciacdo das marcacgdes escolheu-se usar
iodeto de propidio, o qual cora os nucleos. Como a imunofluorescéncia ndo mostra o tecido
em detalhes, preferiu-se colocar uma figura de coloracdo com HE para facilitar o
entendimento das células das Figuras 3 e 4.

O anticorpo monoclonal se liga a apenas um epitopo, diferentemente do policlonal que
se liga a varios epitopos, com isso hd um aumento na especificidade e o anticorpo pode n&o se
ligar em todos os BoLA devido ao alto polimorfismo encontrado nestas moléculas. Por outro
lado sabe-se que o complexo de histocompatibilidade principal esta ali, mas ndo se sabe se as
proteinas produzidas pelo feto e ou Utero tenham compatibilidade de ligagdo com estas
moléculas para causar a rejeicéo.

A zona pelucida do ovécito ndo fecundado foi marcada pelo anticorpo MHC de classe
| ovino (Figura 2A). Esta marcacdo persistiu na zona pelicida do blastocisto expandido
(Figura 2B). J& no blastdcito eclodido, onde a zona pellcida estd ausente, verificou-se a

marcacdo das células do trofoblasto (Figura 2C).
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Figura 3: A. Bago marcado com anticorpo MHC-I — FITC (verde). Observar a intensa marcagéo em verde e os ntcleos em azul. B. Utero
vazio marcado com anticorpo MHC-I — FITC. Observar a lamina prépria bem marcada em verde e os ntcleos em azul. C. Cotilédone com 21
dias de gestagdo marcado com anticorpo MHC-I — FITC com marcagéo fraca. D. Cotilédone com 21 dias de gestagdo corado com HE. E.
Cotilédone com 2 a 3 meses de gestagdo marcado com anticorpo MHC-1 — FITC com marcacéo fraca. F Cotilédone com 2 a 3 meses de
gestacdo corado com HE. Setas indicam trofoblasto. Barra = 100pm.
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Figura 4: A. Placentoma com 6 a 7 meses de gestacdo marcado com anticorpo MHC-I — FITC apresentando
marcacdo fraca (verde) e os ndcleos em azul. B. Placentoma com 6 a 7 meses de gestagdo corados com HE. C.
Placentoma com 8 a 9 meses de marcado com anticorpo MHC-1 — FITC com marcac&o fraca (verde) e os nlcleos
em azul. D. . Placentoma com 8 a 9 meses corado com HE. Setas indicam trofoblasto. Barra = 100um.

Pela visualizacdo das Figuras 3 e 4 percebe-se marcacdo bem acentuado do anticopo
BoLA nas células de baco, que serviu como controle positivo para a quantificacdo de BoLA
na gPCR. Analisando-se as figuras subsequentes, referentes ao tecido uterino e aos
cotilédones em varios PG, observou-se fraca ou auséncia de marcacdo, semelhantes a

observagdo referente a q°PCR do BoLA.

5.2 Analise Molecular

Para analise molecular escolheu-se a média da quantidade de cada transcripto

encontrada no endométrio dos Uteros ndo gestantes como calibrador da gPCR para o0s tecidos
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dos uteros gestantes. Excetuou-se desta escolha o gene ndo classico 2 (BoLA-NC2), em
virtude da auséncia deste gene em uteros ndo gestantes. Assim, escolheu-se como calibrador a
média das carunculas com até um més de gestacao.

No caso dos cotiledones escolheu-se como calibrador a média dos pools de
blastocistos devido a seu efeito temporal. Primeiro forma-se o blastocisto para depois ocorrer
a formacdo e desenvolvimento dos cotilédones. Para o gene ndo classico 4 (BoLA-NC4)
utilizou-se a média dos cotilédones com até um més de gestacdo, pois os blastocistos ndo
apresentaram expressdao com o gene alvo (BoLA-NC4) nas placas analisadas pela gPCR.

Os valores dos graficos ddCt foram analisados tendo por base o principio de que o Ct
(Cycle Threshold) e proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expressdo do gene
alvo (BoLA, BoLA-N*, BOLA-NC2 e 4, TNF-o e TGF-f) em uma determinada amostra e
normalizado com o valor do Ct dos genes controle de referéncia (GAPDH) nestas mesmas
amostras. Assim, quanto menor for o numero inicial do Ct maior serd a amplificacdo do gene
alvo; enquanto que, para se obter a quantificacdo relativa dos niveis transcricionais dos genes
em estudo (fold change), os cotilédones e as carlnculas nos periodos gestacionais (PG)
analisados e o Utero ndo gestante foram comparados a média do dCt dos blastocistos ou dos
Uteros nao gestante pela metodologia descrita por Livak e Schmittgen (2001) e Stephenson

(2010). Deste modo procedeu-se andlise dos graficos da RT-PCR em tempo real (QPCR).

5.2.1 Quantificacdo de Transcritos de BoLA total por gPCR

Utilizou-se um forward e dois reversos (R1 e R2) para a amplificacdo de transcritos de
todos os alelos de BoLA total, tanto os classicos quanto os ndo cléssicos (DAVIES et al.,
2006). Houve diferenca entre o Utero ndo gestante e a carincula com um més de gestacdo aos
transcritos de BoLA reverso 1 (R1), onde verificou-se que o (tero apresentou uma menor
quantidade de BoLA total do que a carlncula com um més de gestagcdo (Figura 5A). Nao
existiu diferenga estatistica entre os PG das carunculas com os transcritos de BoLA total
reverso 2 (Figura 5B).

Os blastocistos apresentaram uma quantidade maior de transcritos BoLA R1 do que os
cotilédones com PG iguais a “1”, “2 ¢ 3” ¢ “8 ¢ 9” meses (Figura 5C). Ndo houve diferenca
estatistica entre os periodos gestacionais estudados dos cotilédones com BoLA R2 (Figura
5D).
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Comparando-se os valores do fold change da parte materna (fold change 50 a 350) da
placenta com a parte fetal (fold change 2 a 25), percebe-se que o tecido materno produz muito

mais BoLA total (Figura 5).
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Figura 5: Quantificacdo relativa de transcritos de BoLA cujos primers amplificam todos os alelos classico e ndo
classico em cartincula (A e B) e cotilédone (C e D) bovinos durante todos os periodos gestacionais (Teste de
Bonferroni, P<0,05). A média dos Uteros vazios foi usada como calibrador para a analise relativa dos dados das
carnculas e a média dos pools de blastocitos para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica, letras
diferentes com diferenca estatistica. U = Utero ndo gestante. Bla = blastocisto.

5.2.2 Quantificacdo de Transcritos de BoLA classico (BoLA-N*) por gPCR

Utilizou-se um par de primers capaz de quantificar todos os loci de BoLA classico,
BoLA R3 (DAVIES et al., 2006). Na parte materna da placenta bovina verificou-se que o
ultimo bimestre de gestagdo (PG “8 a 9” meses) teve mais transcritos BoLA classico do que
os demais PG e o Utero ndo gestante (Figura 6A). Ja na parte fetal da placenta observou-se

uma maior quantidade de transcritos BoLA-N* nos blastocistos do que nos cotilédones
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durante os demais PG (Figura 6B). De um modo geral, os niveis transcricionais de BoLA
classico foram muito baixos nos blastocistos e cotilédones (Figura 6B). Estes quando
comparados as carinculas e Utero ndo gestante obtiveram 0s menores niveis transcricionais

(Figuras 6A e B).

Caruncula BoLA-N* Cotilédone BoLA-N*
1001 1.51
=
801
g 604 g
o o
T 40- =
L? L? 0.54
204 b
0 0.0 o 11111 S
N [z N Y > 2 A )
V) q’,b QO 0 N o %
A Periodo Gestacional (meses) B Periodo Gestacional (meses)

Figura 6: Quantificacdo relativa de transcritos de BoLA classico em carincula (A) (Bonferroni, p<0,05) e
cotilédone (B) (Teste Bonferroni, P<0,05) bovinos durante todos os periodos gestacionais. A média dos Uteros
vazios foi usada como calibrador para a analise relativa dos dados das carlnculas e a média dos pools de
blastdcitos para os cotilédones. Letras ie guais sem diferenca estatistica, letras diferentes com diferenca
estatistica (Teste de Bonferroni, P<0,05). BoLA-N* = MHC classe | classico bovino, U = Utero ndo gestante. Bla
= blastocisto.

5.2.3 Quantificagdo de Transcritos de BoLA N&o-Cléassico (BoLA-NC*) por gPCR

Como o BoLA Total e o Classico (BoLA-N*) eram conhecidos extrapolaram-se 0s
dados para o célculo do BoLA néo classico (BoLA-NC¥*), contendo todos os genes (1, 2, 3 e
4), onde somou-se o fold change dos reversos (R1 e R2) do primer BoLA total e dele
subtraiu-se o fold change do primer BoLA Clé&ssico (R3).

A quantidade de transcritos de BoLA-NC* foi maior do que a de BoLA-N* presente
nas carinculas (figuras 5A e 6A, respectivamente). Verificou-se uma maior quantidade de
transcritos na parte materna da placenta com um més de gestacdo quando comparada ao Utero
ndo gestante (Figura 7A). Nos demais PG ndo houve diferengas significativas, entre as
cartnculas analisadas (Figura 7A).

Na parte fetal da placenta bovina notou-se que os blastocistos tiveram menor
quantidade de transcritos BoLA-NC* do que os cotilédones com “2 a 3” ¢ “6 a 7” meses de
gestacdo (Figura 7B). Enquanto que o PG de “6 a 7 meses apresentou maior quantidade de

transcritos BOLA-NC* do que os PG de “até 17, “4 a 5” ¢ “8 a 9” meses (Figura 7B).
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Figura 7: Quantificacdo de transcritos do BoLA ndo classico em carincula (A) e cotilédone (B) bovinos durante
todos os periodos gestacionais (Teste de Bonferroni, P<0,05). O Utero foi usado como calibrador para a analise
relativa dos dados das cartnculas e o blastdcito para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica, letras
diferentes com diferenca estatistica. BOLA-NC* = MHC classe | ndo-cléssico bovino, U = (tero ndo gestante.
Bla = blastocisto.

5.2.4 Quantificacdo de Transcritos de BoLA ndo classico gene 2 (BoLA-NC2) por
gPCR

As carunculas com PG compreendido entre “2 e 3” meses apresentaram as maiores
quantidades de transcrito de BoLA-NC2 guando comparada aos demais periodos gestacionais
(Figura 8A). Nao foram observados transcritos desta proteina no Gtero vazio e as carinculas
com até um més de gestacdo mostraram quantidades similares as do Gtero ndo gestante
(Figura 8A). Os PG gestacionais entre 4 a 9 meses apresentaram menores quantidades de
transcritos do que o PG de “2 a 3” meses, porém maiores que as do Utero ndo gestante e das
cariinculas com até um més de gestacdo (Figura 8A).

Os blastocistos apresentaram maiores quantidades de transcritos da molécula BoLA-

NC2 do que os cotilédones nos varios PG (figura 8B).
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Figura 8: Quantificacdo relativa de transcritos de BoLA ndo classico gene 2 (NC-2) em carincula (A) e
cotilédone (B) (Teste de Bonferroni, P<0,05) bovinos durante todos os periodos gestacionais. A média das
carnculas com 1 més de gestacdo foi usada como calibrador para a analise relativa dos dados das cardnculas e a
média dos pools de blastdcitos para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica, letras diferentes com
diferenca estatistica. BOLA-NC2 = MHC de classe | ndo-classico gene 2, U = (tero ndo gestante. Bla =
blastocisto.

5.25 Quantificagdo de Transcritos de BoLA n&o classico gene 4 (BoLA-NC4) por
gPCR

O periodo gestacional “8 a 9” meses teve maior quantidade de transcritos BoLA-NC4
nas carunculas do que o PG de “4 a 5” meses. Os demais PG e Utero ndo gestante
apresentaram niveis transcricionais similares (Figura 9A). Ao se comparar a quantidade de
transcritos entre os genes de BoLA ndo classicos 2 (Figura 8A) e 4 (Figura 9A) observou-se
que o gene 2 (fold change entre, aproximadamente, 50 e 200; Figura 8A) obteve niveis
transcrionais bem maiores do que os do gene 4 (fold change entre, aproximadamente, 1,5 e 3;
Figura 9A) na parte materna da placenta bovina.

Os blastocistos ndo transcreveram o gene 4 de BOLA-NC* e, por isso, foram
diferentes estatisticamente de todos os demais PG (Figura 9B). Ja os cotilédones com até 1
més de gestacdo e no PG de “6 a 7” meses apresentaram 0s maiores niveis transcricionais
quando comparados aos PG com “4 a 5” ¢ “8 a 9” meses (Figura 9B). Nos demais PG 0s
niveis transcrionais de BoLA-NC4 se mantiveram constantes. Verificou-se que 0s niveis
transcricionais de BOLA-NC4 (fold change entre 0,5 e 1,0; Figura 9B) em cotilédones
bovinos foram ligeiramente maiores do que os niveis de BoLA-NC2 (fold change entre 0 e
0,5; Figura 8B).
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Figura 9: Quantificacdo relativa de transcritos de BoLA ndo cléssico gene 4 (NC-4) em carlncula (A) e
cotilédone (B) (Teste de Bonferroni, P<0,05) bovinos durante todos os periodos gestacionais. A média das
carnculas com um més de gestagdo foi usada como calibrador para a andlise relativa dos dados das carinculas e
a média dos pools de blastécitos para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica, letras diferentes com
diferenca estatistica. BOLA-NC4 = MHC de classe | ndo-cléssico gene 4, U = (tero ndo gestante.

5.2.6 Quantificacdo de Transcritos do Fator de Transformacdo do Crescimento beta
um (TGF-B1) por qPCR

As carinculas com PG de “6 a 77 meses apresentaram maior quantidade de transcritos,
de TGF-B1, do que o Utero ndo gestante e as carunculas com até 1 més e “8 a 9” meses de
gestacdo (Figura 10A). Nos demais PG a quantidade de transcritos de TGF-B1 nas carlnculas

se manteve constante (figura 10A).

Na parte fetal da placenta bovina ndo foram observadas diferengas na quantidade de
transcritos de TGF-B1 nos PG estudados (Figura 10B).

Ao se comparar as quantidades de niveis transcricionais de TGF-p1 entre as
carunculas e cotilédones pode-se observar que 0s mesmos foram imensamente maiores nas
cartnculas (fold change variando de 100 a 350; Figura 10A) do que nos cotilédones (fold

change variando entre 0,3 a 0,8; Figura 10B).
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Figura 10: Quantificacdo relativa de transcritos de TGF-B1 em carunculas (A) e cotilédones (B) bovinos durante
todos os periodos gestacionais (Teste de Bonferroni, P<0,05). A média dos Uteros vazios foi usada como
calibrador para a analise relativa dos dados das carinculas e a média dos pools de blastocitos para os cotilédones.
Letras iguais sem diferenca estatistica, letras diferentes com diferenga estatistica. TGF-beta-1 = fator de
crescimento tumoral beta 1. U = (tero ndo gestante. Bla = blastocisto.

5.2.7 Quantificacdo de Transcritos do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) por
gPCR

Na parte materna da placenta bovina o nimero de transcritos de TNF-a foi maior nas
carinculas com “8 a 9” meses de gestacdo do que no utero ndo gestante ¢ no PG de “4 a 57
meses. Nos demais PG a quantidade de transcritos de TNF-o se mantiveram constantes
(Figura 11A).

Os blastocistos ndo transcreveram a citocina TNF-o (Figura 11B). Enaquanto que, nos
cotilédones com PG de “2 a 3” e “8 a 9” meses foram os que apresentaram maiores niveis

transcricionais desta citocina (Figura 11B).

Ao se correlacionar os niveis transcricionais do TNF-a entre as cartinculas (“fold
change” entre 0 e 0,5; Figura 11A) e os cotilédones (fold change entre 0 e 1,8; Figura 11B)
verificou-se que 0s mesmos se mantiveram em baixos niveis durante todo o periodo
gestacional, observando-se um ligeiro aumento (fold change igual a 1,8; Figura 11B) nos

cotilédones com PG de “2 a 3” meses.
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Figura 11: Quantificacdo relativa de transcritos de TNF-o em cartnculas (A) e cotilédones (B) bovinos durante
todos os periodos gestacionais (Teste de Bonferroni, P<0,05). A média das cariinculas com 1 més de gestacéo foi
usada como calibrador para a andlise relativa dos dados das cartnculas e a média dos cotilédones com 1 més de
gestacdo para os cotilédones. Letras iguais sem diferenca estatistica, letras diferentes com diferenga estatistica. U
= Utero ndo gestante. Bla = blastocisto.

5.2.8 Transcritos dos genes BoLA de classe | ndo classicos (NC-1 e NC-3)

A anélise da eletroforese em gel de agarose 1,5% revelou que o gene 1 nédo classico
(NC-1) do MHC 1| foi expresso no Utero ndo gestante e no cotilédone no periodo de gestacdo
compreendido entre dois e trés meses. Nos demais periodos gestacionais o cotilédone néo
expressou este gene, enquanto que a cardncula ndo o expressou em qualquer periodo da
gestacdo. Assim, a expressao de BoLA de classe I NC-1 ocorreu no cério no periodo

compreendido entre “2 e 3”” meses de prenhez e em Uteros vazios.

Observou-se a expressao do gene 3 ndo classico (NC-3) de BoLA de classe | no utero
ndo gestante, nas carlnculas durante o periodo gestacional de um até sete meses e no
cotilédone nos tempos compreendidos entre “2 a 3” e “8 a 9” meses de gestacdo. Ndo houve

expressao deste gene nas cartnculas com “8 a 9” meses e nos cotilédones com até um més e

de 4 a 7 meses de gestacdo (Figura 12).

Figura 12: Exemplo de eletroforese em gel de agarose 1,5% do gene ndo classico 3 (NC3) do antigeno
leucocitario bovino (BoLA) de classe | em carlnculas e Gtero bovinos. Legenda: M = marcador de 100pb,
amostras 1, 12 e 15 = cartnculas com até 1 més, 4, 9 e 10 = carunculas com “2 a 3” meses, 5, 13 e 14 =
carunculas com “4 a 5” meses, 2, 6 e 8 = cartinculas com “6 a 7” meses, 3, 7 € 16 = cariinculas com “8 a 9”
meses de gestacdo e 11 = (tero ndo gestante.
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6 DISCUSSAO

6.1 Antigeno Leucocitario Bovino (BoLA) de classe |

O MHC de classe | bovino é dividido em dois tipos, um com alto polimorfismo,
denominado classico (BoLA-N*) e outro com baixo polimorfismo, chamado de néo classico
(BoLA-NC*). O BoLA-N* possui seis ou mais genes expressos em diferentes combinacgdes
(ELLIS et al, 1998; BIRCH et al., 2006; HAMMOND et al., 2012), enquanto que 0 nao
classico possui nove sequéncias que sdo codificadas em quatro loci distintos, NC1-4 (BIRCH
et al.,, 2008; HAMMOND et al., 2012). Utilizou-se um forward e dois reversos diferentes
capazes de quantificar todos os loci de BoLA total e um par de primers para quantificar todos
0os genes do BoLA classico (DAVIES, FISHER, SCHLAFER, 2000). Extrapolou-se,
matematicamente, o valor quantitativo destes trés primers e quantificou-se 0 BoLA néo
classico total, contendo todos os quatro genes do BoLA-NC*.

A andlise sobre a expressdo de BoLA no reconhecimento imunofisioldgico do
aloenxerto fetal por parte materna forneceu informacgdes a respeito da interacdo materno fetal
durante a gestacdo, importantes para a eficiéncia reprodutiva do rebanho bovino.

6.2 Parte fetal da placenta

O baixo nivel transcricional (fold changes 0-2,5) de BoLA total, BoLA classico total e
BoLA ndo-classico total encontrados nos cotilédones contribui no sucesso do
desenvolvimento fetal durante a gestacdo, pois desta forma o feto passa quase que
imperceptivelmente pelo reconhecimento do sistema imune materno. Este fato pOde ser
comprovado em nossos ensaios de imunofluorescéncia, onde muito pouca marcacdo foi
observada nas células presentes nos cotilédones, destacando assim, que em estudos deste tipo
pelo menos duas metodologias devem ser utilizadas para validar o experimento. Outro achado
interessante foi o de que as células trofoblasticas binucleadas geralmente apresentavam mais
marcacdo do que as células trofoblasticas com apenas um nucleo. Bainbridge et al. (2001)
também verificaram a transcrigdo de genes BoLA cléssico e de um gene ndo cléssico em
trofoblastos binucleados.

Observou-se, também, na analise imunohistoquimica por fluorescéncia, que as células
do trofoblasto e a massa celular indiferenciadas, de blastocistos expandidos, ndo tinham
marcacdo para BoLA de classe I, mas a zona peltcida apresentava uma forte marcacdo deste

anticorpo. Esta marcacdo da zona pelGcida também esteve presente em ovoécitos nédo
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fertilizados, fato que confirmou a origem de marcacdo de BoLA materno presente na zona
pelGcida e que persiste até a eclosdo do blastocisto, quando hd o rompimento da zona
pellcida. Isso se deve fazer parte do mecanismo imunofisiolégico protetor do organismo
materno, permitindo, assim, a livre passagem do embrido pela tuba uterina, sem que ocorra a
aderéncia deste, fazendo com que ndo haja a implantacdo embrionaria ectopica.
Consequentemente, ocorrendo a implantagdo embrionaria apenas no corno uterino, com a
subsequente ruptura da zona pelucida.

Acredita-se que no inicio do desenvolvimento do embrido seu mRNA seja de origem
materna, até que o embrido possa expressar seu proprio mRNA. Os achados de mRNA de
BoLA nos blastocistos foram condizentes com esta afirmacdo, ja que este mMRNA BoLA
encontrado nos transcritos de blastocistos pode ser em virtude da origem materna desta
proteina, antes do transcriptoma BoLA embrionario ser completamente ativado e regulado
(YAO et al., 2005; DOYLE et al.,, 2009). No entanto, houve pouca marcacdo por
imunoflluorescéncia nas células dos embrides com zona pellcida, provavelmente pela
dificuldade dos anticorpos ultrapassarem esta estrutura.

Fernandez et al. (1999) observaram que a expressao de BoLA classico é pouco
regulada em ovocitos maduros, células esperméaticas maduras e embries em
desenvolvimento, enquanto que a expressao de BoLA ndo classico pode ser detectado em
células precursoras de espermatozoides e ovocitos fertilizados e é altamente regulada durante
0s primeiros estagios de clivagem.

Com a utilizacdo da RT-gPCR para quantificacdo de BoLA de classe I, verificou-se
uma maior quantidade de transcritos nos blastocistos do que nos grupos cotiledonares.
Estudos mostraram que transcritos mMRNA de BoLA foram detectados em todos os estagios de
desenvolvimento embrionério, desde a coleta do ovdcito imaturo até a fase de blastocisto.
Esta presenca de transcritos de BoLA nos blastocistos é importante para o rapido
desenvolvimento do embrido bem como para a qualidade destes embrides bovinos (DOYLE
et al., 2009). Entretanto, a quantidade desses transcritos foi muito pequena, 0 que ndo geraria
uma resposta imune intensa contra este embrido, a ponto de ocorrer uma reabsorgao
embrionaria.

O contato intimo entre a placenta fetal e as células uterinas tem seu inicio entre a
quarta e quinta semana de gestacdo em vacas, pois primeiro o corio sofre um alongamento,
para depois formar os cotilédones com seus microvilos que se interdigitam nas areas das
criptas carunculares, prosseguindo, assim, com o desenvolvimento dos placentomas (ELLIS

et al., 1999; DOYLE et al., 2009). Acredita-se, também, que este processo de invaginagdo do
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cotilédone na carlncula, durante o primeiro trimestre de gestacdo em ruminantes, cause uma
supressdo de BoLA (HILL et al., 2002).

O cultivo de células do trofoblasto mostrou que estas células aumentam a expressdo de
BoLA de classe | ao final da gestacdo, o que pode contribuir para a maturacéo do concepto e a
ndo retencdo de placenta (REXROAD, CASIDA, TYLER, 1974; DAVIES, FISHER,
SCHLAFER, 2000; LOW et al., 1990; HILL et al., 2002).

Os blastocistos apresentaram maiores quantidades de transcritos do gene 2 de BoLA
ndo classico que os cotilédones nos varios PG, possivelmente, porque ele deva atuar apenas
em casos especificos como na manutencdo da gestacdo. Isso sugere semelhanca com a fungéo
do antigeno leucocitario humano G (HLA-G), o qual é expresso especificamente em
citotrofoblastos invasivos e pode proteger estas células do ataque pelos linfocitos T e/ou
células natural killer (NK) (YAO, BARLOW, SARGENT, 2005). Por outro, lado 0s bovinos
tém um perfil baixo de células NK e possuem grande populacdo de macrofagos que sédo
recrutados do endométrio e promovem o crescimento do trofoblasto através da secrecdo de
citocinas mitogénicas (OLIVEIRA etal., 2010).

A expressdo do gene 4 de BoLA ndo-classico foi muito baixa, pois o fold change
variou entre 0,5 e 1 nos blastocistos e cotilédones durante todo o PG estudado ao longo da
gestacdo; enquanto que, os BoLAs de classe | (totais e totais classico e ndo-classico) tiveram
seu fold change variando de zero até 5 nos cotilédones e blastocistos. Observou-se, também,
que os niveis transcricionais de BoLA-NC4 (fold change entre 0,5 e 1,0) em cotilédones
bovinos foram ligeiramente maiores do que os niveis de BoLA-NC2 (fold change entre 0 e
0,5).

Os blastocistos ndo expressaram BoLA-NC4, o que conferiu diferenca estatistica entre
este e os demais grupos cotiledonares. O periodo gestacional com até um més e de “6 a 7”
meses tiveram quantidade maior de BOLA-NC4 do que os PG “4 a 5” ¢ “8 a 9” meses. A
baixa expressdo deste gene nao classico ao longo da gestacdo é indicativo da supressao deste
gene visando garantir o sucesso gestacional. Sabe-se (NAIB et al., 2011) que a citocina anti-
inflamatéria IL-10 aumenta a expressio de BoLA-NC4, bem como modula o
desenvolvimento da resposta humoral ou Th2, desta forma o concepto tenta passar de forma

despercebida pelo sistema imune materno.
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6.3 Parte materna da placenta e Utero nédo gestante

As carunculas apresentaram concentracfes maiores de transcritos de BoLA total,
BoLA classico total e BoLA ndo-classico total, quando comparadas a expressdo deste
complexo aos cotilédones. A parte materna da placenta expressaram maior quantidade de
BoLA-NC* do que BoLA-N* e transcreveram mais BoLA-NC2 do que BoLA-NC4. Ja o
Utero ndo gestante expressou menos BoLA de classe 1 total, classico total e ndo classico total,
bem como BoLA-NC4, quando comparado as carinculas. Este tecido ndo expressou BoLA-
NC2. Provavelmente isto se deve ao proprio sistema de placentacdo bovina, onde ndo ha um
intimo contato entre as placentas materna e fetal, que é do tipo epitélio-corial, apesar de
alguns autores, as vezes, a considerarem sindesmo-corial em alguns momentos, quando ha a
formagéo dos trofoblastos trinucleados.

Ao comparar gestacOes naturais e de clones, entre 34 e 63 dias de gestacdo, alguns
pesquisadores (HILL et al., 2002) constataram que apesar da expressao do MHC-1 no
endométrio materno ter sido similar em ambas as gestacdes, observou-se grande abundancia
de epitélio endometrial colunar positivo para BoLA na gestacéo de clones.

Outro processo que pode estar ocorrendo, seria a diminuicdo da ligacdo entre as
células naturais killer do grupo 2 (NKG2) presentes no endométrio e as moléculas do tipo 2
de cadeia relacionadas (MIC2) ao MHC de classe | (PENG et al., 2011). Isto leva a supressao
dos leucacitos polimorfonucleares citotdxicos (PENG et al., 2011). Esta baixa expresséo foi
observada por Peng et al. (2011) nos primeiro e segundo trimestre de gestacdo bovina. Estes
autores relataram, também, um aumento desta expressdo durante o parto de vacas leiteiras.
Deste modo, o embrido consegue escapar da resposta imune materna.

O tecido uterino ndo gestante ndo produziu transcritos de BoLA-NC2, mas esta
glicoproteina ndo classica bovina foi observada durante a gestacdo tanto na parte materna
como na parte fetal da placenta. Provavelmente esta molécula tem alguma funcédo
imunomodulatéria de citocinas e/ou quimiocinas para garantir o desenvolvimento placentario
e embrionario. Através da extrapolacdo matematica da quantificacdo da qPCR para o calculo
de BoLA néo-classico total, pode-se notar que os outros genes de BoLA n&o classicos (NC*)
foram transcritos em alguns momentos da gestacdo, demonstrando, também, que exercem
alguma imunomodulagéo visando garantir o sucesso da gestagéo.

A expressdo do gene 4 de BoLA ndo-classico foi muito baixa, pois o fold change
variou entre 1 e 2,5 nas cardnculas e tecido uterino ao longo da gestacdo. Enquanto que, 0s

BoLAs tiveram seu fold change variando de zero até 400 nas carunculas e tecidos uterinos. A
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baixa expressdo deste gene ndo classico ao longo da gestacdo € um indicativo da
imunossupressao deste gene visando garantir o sucesso gestacional.

As andlises das eletroforeses em gel de agarose 1,5% da RT-PCR convencional
mostraram que a expressdo dos genes BoLA-NC1 e NC3 ocorreram em tecidos de Uteros ndo
gestantes. Com relacdo as carunculas visualizou-se que o gene BOLA-NC1 ndo esteve
presente nas mesmas; enquanto que o gene BoLA-NC3 ocorreu nas carunculas com PG que
variaram de 1 a 7 meses. Supdem-se que a maioria das isoformas de BoLA-NC* parecem ser
proteinas secretadas, as quais devem atuar como fatores imunosupressivos (KING,
ATCKINSON, ROBERTSON, 1982). De fato, isto deve ser pertinente, pois encontrou-se a
presenca de transcritos de NC 1 e 3 entre os periodos gestacionais que antecedem o parto.

A auséncia de BoLA NC1 nas carunculas pode revelar a deficiéncia de um processo
inflamatorio induzido pelo interferon gama (IFN-y) (NAIB et al., 2011), levando ao sucesso
gestacional destes fetos. A presenca de BoLA NC2, NC3 e NC4 durante a gestacdo mostrou
que estas moléculas ndo classicas de MHC de classe | estdo modulando o sistema imune de
forma a favorecer um resposta imune do tipo dois (Th,) (NAIB et al., 2011) para garantir o
sucesso da gestacdo. A citocina inflamatdria IFN-y causa uma regulagdo negativa dos genes
BoLA NC-2, NC-3 e NC-4. Em compensacdo esta citocina aumenta a amplificacdo de
transcritos de BoLA que amplifica a maioria das sequencias de BoLA total e os alelos de
BoLA NC-1 (NAIB et al., 2011).

A IL-4, uma citocina anti-inflamatoria, regula positivamente a expressdo de BoLA-
NC1, NC2 e NC4 em blastocistos bovinos. Geralmente esta citocina é encontrada no
endomeétrio durante a fase de pré-implantacdo do blastocisto, onde ela aumenta a producao de
outras citocinas, criando um meio favoravel a gestagdo, devido a mudanca do estado Thy para
Th,. Ja a IL-10, também anti-inflamatdria, aumenta a expressdo de BoLA-NC4. Esta citocina
modula o sistema imune e promove o desenvolvimento da resposta humoral ou Th,. O
aumento na expressdo de BoLA-NC3 é estimulado pela IL-3, que parece exercer uma funcgéo
na proliferacdo do trofoblasto. (NAIB et al., 2011).

6.4 Citocinas

Tendo em vista que TGF- (fator de crescimento transformador beta 1) é uma citocina
anti-inflamatoria pleiotropica que regula a embriogénese, verificou-se que a quantidade de
transcritos desta citocina nos blastocistos e cotilédones foram as mesmas durante todo o PG.

Ja o PG entre “6 a 7” meses da parte materna da placenta, transcreveram mais TGF-f do que
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0s demais PG e o Utero ndo gestante. Assim, TGF-3 parece ser uma das citocinas responsavel
pelo desenvolvimento fetal na cavidade uterina. Estudos (SAITO et al., 2010) mostram que a
TGF-B ¢ uma citocina chave que regula a linhagem Thy7/Treg, ou seja, faz um balanco entre
0s processos inflamatorios e de rejeicdo (Thi7) e regulatérios (Treg), pois esta citocina é
requerida tanto para a diferenciacdo das células T em Thy7 como em Treg.

Verificou-se que o numero de transcritos de TNF-a foi maior nas carinculas durante o
PG compreendido entre “8 a 9” meses e menor na parte materna da placenta no PG de “4 a 5”
meses, bem como, no Utero ndo gestante. Trasncritos desta citocina foram ausentes nos
blastocistos. Mas a expressdo de TNF-o foi maior nos cotilédones quando comparados as
carunculas. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) € uma citocina pro-inflamatéria que pode
ser amplificada pelas células CD8" sensibilizadas com antigenos paternos expressos pelo feto,
danificando-se os anexos fetais levando a infartos placentarios ou deslocamentos da placenta
ocasionando Obitos perinatais. E desejavel que esta cictocina seja expressa ao final da

gestacdo, para facilitar o parto e expulséo da placenta.

6.5 Consideracdes finais

Optou-se por analisar o tecido materno e o tecido fetal como um todo, sem separar as
células do epitélio uterino e trofoblasto nos testes de imunofluorescéncia ou separando
cotilédone de cartncula nos ensaios de gPCR, durante todo o periodo gestacional, que foi de
20 dias a 9 meses de gestacdo. Desta forma, as observacdes estariam mais perto do que
realmente estd ocorrendo na imunofisiologia in vivo no animal gestante. Sendo assim, temos
nestes tecidos a presenca de outras células, tais como, fibroblastos, macréfagos, células do
mesénguima (cério) e células endoteliais, que podem estar envolvidas na modulacdo do
sistema imune, atuando conjuntamente através da modulacdo de citocinas pré e anti-
inflamatorias, bem como de hormdnios, para manter os niveis transcricionais de BoLA de
classe I baixos.

Diante dos achados anteriormente descritos pondera-se que o BoLA esta presente em
niveis transcrionais baixos na parte fetal da placenta, e, apesar de as carunculas apresentarem
quantidade de transcritos um pouco mais elevadas do que nos cotilédones, este transcritos se
mantiveram constantes durante a gestacdo. Assim, o feto ndo é reconhecido como um corpo
estranho, garantindo o sucesso da gestagdo. Sem contar que a propria anatomia da placenta
bovina, devido & presenca de cartnculas e cotilédones como pontos de unido entre mée e feto,

deve auxiliar nesta interacdo materno-fetal. Aléem de que outros sistemas devem estar
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envolvidos visando garantir a manutencdo da gestacao, tais como a producdo hormonal, que
muda conforme o periodo de gestacdo, a producdo de citocinas e quimiocionas, entre outros
fatores que virdo a ser descobertos. Mais estudos necessitam ser realizados para o
entendimento dos mecanismos imunofisiolégicos da gestacdo em vaca.

Durante a avaliacao de expressdao do MHC de classe | em bovinos (BoLA) constatou-
se que existe uma quantidade de transcritos de BoLA sendo expressa durante todo o periodo
gestacional, tanto na parte materna da placenta quanto no tecido fetal placentario. A mesma,
devido a sua baixissima expressao nos cotilédones e blastocistos, ndo interfere na placentacéo
e desenvolvimento do embrido/feto.

Apesar das carinculas expressarem transcritos de BoLA em quantidades maiores que
o tecido fetal placentério, estes também ndo interferem com a placentacdo. Na maioria dos
genes testados 0s niveis transcricionais se mantiveram constantes durante todo o periodo
gestacional estudado.

Verificou-se a existéncia de transcritos de BoLA, mas ndo examinou-se
quantitativamente pelo ELISA a presenca de proteinas de BoLA, em virtude da dificuldade
em se encontrar reagentes, anticorpos, antigenos e outros produtos especificos para a espécie
bovina. Caso fosse utilizada a extrapolacdo com produtos de outra espécie, a mesma nao
forneceria dados fidedignos a respeito da mensuracao de proteinas bovinas.

A imunofluorescéncia utilizada ndo pdde ser avaliada quantitativamente. Por isso, néo
se pode precisar 0 quanto 0s transcritos estdo produzindo proteinas, pois as vezes existem
transcritos que ficam armazenados e vao produzir as proteinas em algum outro momento, que
ndo aquele onde estdo sendo produzidos. Estes transcritos poderiam estar sendo armazenados
para que ocorra uma alta producdo protéica durante o periodo de parto, onde espera-se que
haja uma super expressdo de BoLA de classe I, com conseqiiente aumento da expresséo de
citocinas inflamatdrias propiciando a expulsdo do concepto e da placenta.

Benedictus et al. (2012) observaram que fetos que possuem os mesmos haplotipos de
BoLA que os maternos, e vice versa, ou seja, a ocorréncia de compatibilidade de MHC de
classe | materno-fetal, apresentam maior risco para retencdo de placenta. Isto reflete a
importancia da presenca de haplétipos diferentes entre mée e feto, oriundo da parte paterna na
formagéo fetal, para o processamento adequado do parto, culminando tanto no nascimento do
feto como na expulsdo do tecido placentario, o que evita infeccbes subseqiientes do
endométrio. Assim, a compatibilidade do MHC de classe | entre mé&e e feto pode influenciar o
comportamento dos macrdfagos fetais, bem como a liberagdo de citocinas inflamatorias tanto

dos macréfagos fetais como dos maternos durante o processo do parto (DAVIES et al., 2004).
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Portanto, os sistemas imunes materno e fetal atuam coordenadamente no processo de rejeicao
e aceitacdo imune mediada das membranas fetais durante o parto (BENEDICTUS et al.,
2012). No presente trabalho ndo foram avaliadas placentas a termo, por problemas éticos. N&o
deveriam existir abates nem mesmo de animais com mais de seis meses de gestagdo, mesmo
assim foram obtidas placentas de gestacdo de oito meses, mas ndo de gestacdo a termo.
Portanto, um possivel aumento da transcricdo de qualquer dos BoLAs, momentos antes do
parto, ndo pode ser avaliado.

Outra hipétese seria referente as moléculas de processamento antigénico (APM), como
TAP-1 e TAP-2 (Transportador Associado ao Processamento de Antigeno), bem como de
tapasina, que transporta peptideos antigénicos através da membrana do reticulo
endoplasmatico. Estas podem estar ausentes ou fracamente presentes no endomeétrio e, deste
modo, o pool de peptideos paternos, presentes na parte fetal da placenta, ndo podem se ligar
aos dimeros de BoLA. Deste modo, ocorreria a inibicdo das cadeias leve e pesada do
complexo MHC de classe | ao deixar o reticulo endoplasmatico (SUAREZ-ALVAREZ et al.,
2010) dos linfécitos uterinos materno, limitando, assim a expressdo de BoLA.

A funcdo do MHC de classe | € apresentar peptideos ao sistema imune. Uma molécula
de MHC s6 pode estimular a resposta imune se houver conjugacdo de um peptideo com a
fenda de uma molécula do MHC (TZARD, 2002; ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008).
Para que isso ocorra, é necessaria a ligacao de antigenos paternos ao MHC materno por meio
da sinalizacdo de receptores do MHC, bem como, a ocorréncia da quebra destas proteinas
antigénicas paternas para a liberacao dos peptideos paternos a serem apresentados pelas APM.
Deste modo, haveria uma falha no processamento de apresentacdo dos peptideos paternos
para os linfécitos maternos. Assim, pequenas quantidades de BoLA classica e ndo classica
podem ser produzidas em cotilédones e carincula, sem variacBes durante a gestacdo, ndo
sendo evidente maior producdo no final de gestacdo e, portanto, ndo influenciando a
maturacao placentéria.

Pode-se concluir que existe uma imunomodulagdo de BoLA e citocinas anti (TGF-f1)
e pro (TNF-a) inflamatérias, tanto da placenta materna quanto da placenta fetal bovinas,
visando garantir a viabilidade fetal, culminando com o sucesso de uma gestacdo levada a

termo.
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7 CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos conclui-se que:

1- a transcricdo de BoLA de classe | ndo classico, nos cotilédones, foi maior do que a
transcricdo de BoLA de classe | cléssico. J& os blastocistos transcreveram mais BoLA de
classe I classico do que BoLA de classe | ndo classico. Apesar da verificacdo da presenca de
transcritos de BoLA em cotilédones e blastocistos, em ambos 0s grupos a quantidade de

transcritos foi pequena;

2- houve transcrigdo de uma pequena quantidade de BoLA-NC2, nos blastocistos, a qual foi

maior do que a transcri¢do obtida para os cotilédones;

3- 0s blastocistos ndo transveram BoLA-NC4, mas os cotilédones transcreveram uma pequena

quantidade deste MHC de classe | ndo cléssico;

4- as carunculas apresentaram grandes quantidades de transcritos que foram maiores
nos periodos gestacionais de “8 a 9” para BoLA de classe I classico e até 1 més para BoLA de

classe | ndo-cléssico;
5- as carunculas transcreveram mais BoLA-NC2 do que BoLA-NCA4.

6- a transcricdo de BoLA de classe | classico e ndo-classico foi menor no Gtero ndo

gestante do que nas carunculas;

7- ndo ha transcricdo de BoLA NC-2 no Utero ndo gestante, mas h4 uma pequena
quantidade de transcritos de BoLA-NC4 neste tecido;

8- a presenca de grandes quantidades de transcritos de BoLA-NC2 nas carunculas

parece proteger o feto da rejeicéo;

8- existe, nas carinculas, um pico de transcricdo de TGF-B1 no sexto e sétimo meses
de gestacdo, justamente quando o feto tem seu maior crescimento, sinalizando um provavel

envolvimento desta citocina neste fendmeno.

9- TNF-a surge em maior quantidade no final da gestagdo (“8 e 9” meses), tanto nas
carunculas quanto nos cotilédones, demonstrando o inicio de uma reacdo inflamatdria,

necessaria para a adequada expulsdo do concepto e da placenta durante o parto.
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ANEXO Il: MEIOS DE CULTIVO PARA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

BOVINOS

I.1. ANTIBIOTICO

Diluir o sulfato de gentamicina (codigo) em solucao fisiologica.

250 mg de sulfato de gentamicina em 5 mL de solug&o fisioldgica

1.2. SOLUCAO DE PIRUVATO

A solucéo de piruvato dever ser feita todos os dias.

Pesar 0,0055 g de Piruvato sodico e diluir em 500 puL de agua Milli Q.

1.3. PBS
Componentes PBS Completo PBS Ca** Mg* Free

Agua Milli-Q 1L 1L
NaCl (137mM/171mM) 89 10 g
KCI (2,7mM/3,4mM) 0,29 0,259
Na;HPO4-Anidro (8mM) 1,159 -
Na,HPO,-12H,0 (4mM) - 144 ¢
KH,PO,4 (1,5mM/1,8mM) 029 0,25 ¢
CaCl,-2H,0 (0,7mM) 01g -
MgCl,-6H,0 (0,5mM) 01g -
DL-Glucose (5,5mM) 1g -
Antibidtico 1mL -

Adicionar os elementos na ordem em que aparecem, sob agitacdo por quinze

minutos, ajustar o pH para 7,2, filtrar em membrana de 0,22um e armazenar em

geladeira (4°C), por até um més.



I.4. BASE TCM 199 HEPES

BASE TCM 199 Hepes 10 mL 50mL
Agua Milli-Q 10 mL 50 mL
TCM 199 0,095 g 0,475 g
Bicarbonato de Sdédio (5mM) 0,022 g 0,110¢
Hepes Acido (10mM) 0,024 g 0,120 g

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem e armazenar em

geladeira (4°C), por até uma semana.

1.5. MEIO DE LAVAGEM DE OVOCITOS

Meio de Lavagem 10 mL 50 mL
BASE TCM 199 Hepes 9mL 45 mL
SFB 1mL 5mL
Solucdo de Piruvato 20 puL 100 pL
Antibidtico 10 uL 50 uL

Preparar no dia do uso; filtrar em membrana de 0,22um e colocar em estufa

Umida com 5% CO,, por uma hora para equilibrar.

1.6. BASE TCM 199 BICARBONATO

BASE TCM 199 Bicarbonato 10 mL 15 mL
Agua Milli-Q 10 mL 15 mL
TCM 199 0,095 g 0,142 g
Bicarbonato de Sodio (26mM) 0,022 g 0,033 ¢

Adicionar 0os componentes na ordem em que aparecem. Preparar no dia do

uso.
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1.7. MEIO DE MATURACAO DE OVOCITOS

Meio de Maturacéo 10 mL 15 mL
Solucdo Mé&e TCM 199 Bicarbonato 9mL 13,5 mL
SFB 1mL 1,5mL
Solugéo de Piruvato 20 puL 30 puL
Antibiotico 10 uL 15 uL
FSH 100 pL 15 uL
LH 100 pL 150 pL

Adicionar os componentes na ordem, filtrar em membrana de 0,22um, colocar

na estufa para equilibrar por pelo menos 1 hora.

.7.1. FSH (1pg/pL)

Componentes 31mL
TCM 199 Bicarbonato ou PBS Completo 31mL
Pluset® (500U1 = 31,25mg de FSH) 500Ul

Aliquotar em microtubo de 0,5mL, com 15uL cada, e armazenar em

Freezer (—70°C), por até 6 meses.

1.7.2. LH (5ug/pL)

Componentes 2mL
TCM 199 Bicarbonato ou PBS Completo 2mL
Profasi® (2000UI = 0,01g de LH) 2000UI

Aliquotar em microtubo de 0,5mL, com 120uL cada, e armazenar em

Freezer (—70°C), por até 6 meses.
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1.8. BASES TALP-FERT e TALP-SPERM

TL-Fert | TL-Sperm TL-Fert | TL-Sperm
Componentes
25 mL 50 mL

Agua Milli-Q 25 mL 25 mL 50 mL 50 mL
NaCl (114mM/100mM) 0,166 g 0,145¢ 0,333 ¢ 0,291 ¢
KCI (3mM/3mM) 0,006 g 0,00575¢g 0,012 ¢ 0,0115¢g
MgCl,-6H,0 (0,5mM/0,4mM) 0,002 g 0,002 g 0,005 g 0,004 g
NaH,PO4-Anidro (0,3mM) 0,00117g | 0,0010¢g 0,00235g | 0,0020 g
Bicarbonato de Sodio (25mM) 0,0525¢ 0,0525¢ 0,105g 0,105¢g
CaCl,-2H,0 (2mM) 0,0075g | 0,0075g 0,015¢ 0,015¢
DL-Acido Lético (60%)

35,7 uL 77,5 uL 71,5 uL 155 uL
(12mM/26mM)
Phenol Red (30uM) 0,0003g | 0,0003¢g 0,0005 g 0,0005 g
Hepes Acido (10mM) - 0,0595 g - 0,119 g
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Ajustar o pH para 7,4 com gas (5% de CO,) durante 1 minuto. Adicionar 0s
componentes na ordem em que aparecem e armazenar em geladeira (4°C), por até uma

Semana.

1.9. SOLUCAO DE PERCOLL 90% (Capacitacdo espermatica)

Componentes 1 touro 2 touros 3 touros 4 touros
Percoll 1,8 mL 3,6 mL 5,4 mL 7,2mL
Solugdo 10X 200 pL 400 pL 600 pL 800 pL
Estoque CaCl, (1M) 4 uL 8 uL 12 uL 16 pL
Estoque MgCl, (100mM) 7,8 uL 15,6 uL 23,4 uL 31,2 uL
DL-Acido Lético (60%) (26,4mM) | 7,4 pL 14,8 uL 22,2 uL 29,6 uL
Bicarbonato de Sédio (20mM) 0,0042g | 0,0084g | 001269 | 001689

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, sob agitacdo constante, e
homogeneizar bem antes de adicionar o bicarbonato, pois o &cido latico fica depositado no
fundo do frasco.



1.9.1. Solugéo 10X para Percoll

Componentes 5mL 10 mL
Agua Milli-Q 5mL 10 mL
Estoque KCI (1M) (31mM) 0,1545 mL 0,309 mL
Estoque NaH,PO4-H,0 (100mM) (3mM) 0,146 mL 0,292 mL
NaCl (800mM) 0,233 ¢ 0,4675¢g
Hepes Acido (50mM) 0,060 g 0,119 g
Hepes Sodico (50mM) 0,065 g 0,130¢

Adicionar os elementos na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de

0,22um, aliquotar em microtubo de 0,5mL, com 210uL cada, e armazenar em Freezer (—

70 °C), por até 6 meses.

1.9.1.1. Estoque KCI (1M)

Componentes 1mL 5mL
Agua Milli-Q 1mL 5mL
KCI 0,0745¢g 0,373 ¢
1.9.1.2. Estoque NaH2PO4-H20 (100mM)
Componentes 1mL 5mL
Agua Milli-Q 1 mL 5mL
NaH,PO4-H,0 0,0138 g 0,069 g
1.9.2. Estoque CaCl2 (1M)
Componentes 10 mL
Agua Milli-Q 10 mL

CaCl,-2H,0 (1M)
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Filtrar em membrana de 0,22um e armazenar em Geladeira (4°C).

1.9.3. Estoque MgClI2 (100mM)

Componentes 10 mL
Agua Milli-Q 10 mL
MgCl,-6H,0 (100mM) 0,203 g

Filtrar em membrana de 0,22um e armazenar em geladeira (4°C).

1.10. TALP-SPERM PARA PROCESSAMENTO DO SEMEN

Componentes 1 touro 2 touros 3 touros 4 touros
BASE TALP-SPERM 4,96 mL 9,93 mL 14,89 mL 19,86 mL
Solugéo de Piruvato 10 uL 20 puL 30 uL 40 uL
Antibidtico 5ulL 10 uL 15 uL 20 uL

Adicionar os componentes e filtrar em membrana de 0,22um e colocar na

estufa itmida de CO,, para equilibrar a temperatura e a atmosfera gasosa.

I.11. Meio de fecundagdo — Meio Talp-Fert

Componentes 2 touros 4 touros | 6 touros
Base TALP-FERT 3,6 mL 7,2 mL 10,8 mL
Antibidtico 4 uL 8 uL 11 uL
Solucdo de Piruvato 8 uL 16 uL 24 uL
PHE 160 pL 320uL | 480 puL
Heparina 40 pL 80 pL 120 pL
BSA (FIV) (6mg/mL) 0,024 g 0,048 g 0,072g

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, filtrar em membrana

de 0,22um e deixar na estufa imida de CO, com a tampa do frasco frouxa, para

equilibrar a temperatura e a atmosfera gasosa.
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1.11.1. PHE

Solucéo pH 4,0 50 mL
Agua Milli-Q 50 mL
DL-Acido Latico (60%) (29,4mM) 0,165 g (pesar o liquido)
Bisulfito de Sédio 0,050 g

Solucgdes Mée Penicilamina Hipotaurina Epinefrina
Salina 0,9% 10 mL 10 mL -
D-Penicilamina (2mM) 0,003 g - -
Hipotaurina (1ImM) - 0,0011 g -
Solucédo pH 4,0 - - 40 mL
Epinefrina (245uM) - - 0,0018 g
PHE final 11 mL

D-Penicilamina 25mL
Hipotaurina 2,5mL
Epinefrina 2mL
Salina 0,9% 4 mL

Aliquotar em microtubos de 0,5mL com 250uL cada, envoltos por papel

aluminio, e armazenar em Freezer (—70°C), por até 6 meses.

1.11.2. Heparina

Componentes 500 pL ImL
BASE TALP-FERT 500 uL 1mL
Heparina 6 uL 12 uL

Armazenar em geladeira (4°C), em microtubo de 1,5mL revestido por
papel aluminio, por até um dia.




1.12. BASE SOF

A B D L
Solugdes Estoque Solucéo de Solucéo de Solucgéo de )
Sais Bicarbonato CacCl, Glutamina
Agua Milli-Q 9,84 mL 10 mL 1mL 1 mL
NaCl (1,1M) 0,629 g - - -
KCI (72mM) 0,0534 g - - -
KH,PO, (12mM) 0,0162 g - - -
MgSO,-7H,0 (7,4mM) 0,0182 g - - -
DL-Acido Lético (60%) (50uM) 60 pL - - -
Bicarbonato de Sédio (250mM) - 0,210¢ - -
Phenol Red (260uM) - 0,001 ¢ - -
CaCl,-2H,0 (178mM) - - 0,0262 g -
L-Glutamina (200mM) - - - 0,02923 g

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem e armazenar em geladeira

(4°C). Os estoques A, B, D e L-Glutamina devem ser preparados semanalmente.

BASE SOF 20 mL 40mL

Agua Milli-Q 15,6 mL 31,2 mL
Estoque A 2mL 4 mL
Estoque B 2mL 4 mL
Estoque D 200 pL 400 pL
L-Glutamina 20 puL 40 uL

BME Essenciais (50X) 200 uL 400 uL
MEM Néo-Essenciais (100X) 200 uL 400 uL
Myo-Inositol (2,8mM) 0,01g 0,029
Tri-Citrato de Sodio Di-Hidratado (340uM) 0,002 g 0,004 g

Adicionar os componentes na ordem e armazenar em geladeira (4°C), por até uma semana.



1.13. MEIO DE CULTIVO IN VITRO (SOF FINAL)

SOF final 1 mL 5mL 6 mL 10 mL

BASE SOF 968 uL 4,84 mL 5,81 mL 9,68 mL
Solucdo de piruvato 2 uL 10 puL 12 uL 20 pL
Antibidtico 5uL 25 uL 30 pL 50 uL
BSA (CIV) (5mg/mL) ou | 0,005 g 0,025¢ 0,030 9 0,059
(6mg/mL) 0,006 g 0,03 g 0,036 ¢ 0,06 g

SFB 25 L 125 pL 150 pL 250 uL

Adicionar o BSA por ultimo, esperar dissolver, filtrar em membrana de 0,22um e

colocar na estufa umida de CO, para equilibrar a temperatura e a atmosfera gasosa.

1.14. MEIO PARA TRANSFERENCIA DE EMBRIOES (H-SOF)

Estoque E - Solucéo de Hepes 1mL 5mL 10 mL
Agua Milli-Q 1mL 5mL 10 mL
Hepes Sédico (125mM) 0,0325¢ 0,162 ¢ 0,325 ¢
Hepes Acido (125mM) 0,0298 g 0,149 g 0,298 g
Phenol Red (2601M) 0,0001 ¢ 0,0005 g 0,001 ¢

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem, filtrar em membrana de

0,22um e armazenar em geladeira (4°C), por até uma semana, ou em Freezer (-70°C),

por até um més.
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BASE H-SOF 5SmL 10 mL 50 mL
Agua Milli-Q 3,9 mL 7.8 mL 39 mL
Estoque A 0,5mL 1mL 5mL
Estoque B 100 pL 200 pL 500 uL
Estoque D 50 pL 100 pL 500 uL
Estoque E 400 pL 800 pL 4mL
L-Glutamina 5uL 10 pL 50 uL
BME Essenciais (50X) 50 puL 100 pL 500 uL
MEM Né&o-Essenciais (100X) 50 puL 100 pL 500 uL
Myo-Inositol (2,8mM) 0,0025 g 0,005 ¢ 0,025 ¢
Tri-Citrato de Sodio Di-Hidratado (340uM) 0,0005¢g 0,001 ¢ 0,005 ¢

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem e armazenar em geladeira (4°C), por

até uma semana.

1.14.1. Meio H-SOF final (H-SOF estoque + 2,5% de SFB+ 5mg BSA/mL):

H SOF final 1 mL 5mL 50 mL
BASE H-SOF 1mL 5mL 50 mL
Solugéo de Piruvato 2 uL 10 uL 100 puL
Antibidtico 1uL 5puL 50 pL
BSA (CIV) (5mg/mL) 0,005¢g 0,025 g 0,25¢g
SFB 25 uL 125 uL 1,25 mL




