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RESUMO

Cadelas com utero desprovido de glandulas endometriais, fenétipo denominado
“uterine gland-knockout” (UGKO), seriam animais estéreis, e poderiam contribuir
para o controle populacional da espécie. Como a exposicao inadequada do sistema
reprodutor feminino a esterdides durante periodos criticos do desenvolvimento
uterino pode levar a formacéao deste fenétipo, como observado em vacas, ovelhas e
ratas, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de aplicacbes seriadas (do
nascimento aos 6 meses de idade) de acetato de medroxiprogesterona sobre o
desenvolvimento de glandulas endometriais em cadelas. Dezesseis fémeas, sem
raca definida, de ninhadas diferentes, foram distribuidas nos grupos MPA (n = 8),
fémeas que receberam aplicacbes de acetato de medroxiprogesterona
(10mg/kg/SC), a cada 3 semanas, desde o dia 1 apdés nascimento até a idade de 6
meses, e C (n = 8), fémeas controle, ndo tratadas, que receberam aplicacoes de
solugdo de NaCl 0,9%, de maneira similar as tratadas. Aos 6 meses, foi realizada
ovariohisterectomia em todos os animais, e amostras dos cornos uterinos foram
coletadas e fixadas para exames histolégico e imunoistoquimica. Foram mensuradas
a espessura total (um) da parede uterina, endométrio (um); miométrio (um), didmetro
das glandulas endometriais (um), nimero de glandulas endometriais/mm?, altura do
epitélio (um) e a expressdo dos receptores de ER-a, ER-B e PR no epitélio
superficial e estroma endometrial. As cadelas do grupo MPA apresentaram reducéao
de 35% no numero de glandulas endometriais, além de maior didmetro das
glandulas, maior espessura da parede uterina, do endométrio e miométrio, e

altura do epitélio. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre grupos ...
relacdo a expressao dos receptores ER-a, ER-B e PR, tanto no epitélio superficial
como no estroma endometrial. Conclui-se que aplicacées seriadas de acetato de
medroxiprogesterona, do nascimento aos 6 meses de idade, ndo sdo capazes de
causar ablacdo total no desenvolvimento de glandulas endometriais em cadelas,

mas uma reducao de 35% no seu desenvolvimento.

Palavras-chave: glandulas endometriais, acetato de medroxiprogesterona, utero,

desenvolvimento, cadela.



ABSTRACT

Bitches with uterus devoid of endometrial glands, phenotype called uterine gland-
knockout (UGKO), should be sterile animals, and could contribute to the species
overpopulation control. Since the inadequate exposure of the female reproductive
system to steroids during critical periods of development can lead to the formation of
this phenotype, as observed in cows, sheep and rats, the aim of this study was to
evaluate the effect of serial applications (from birth to 6 months old) of
medroxyprogesterone acetate on the development of endometrial glands in the bitch.
Sixteen cross-bred females, from different litters, were distributed in the MPA group
(n = 8), females that received injections of medroxyprogesterone acetate
(10mg/kg/SC), every 3 weeks, from day 1 after birth to age of 6 months, and C (n =
8), control females, untreated, that received injections of 0.9% NaCl solution, treated
similarly. At age of 6 months, ovariohysterectomy was performed in all animals, and
samples of uterine horns were collected and fixed for histologic and
immunohistochemical analyzes. We measured the total thickness (um) from the
uterine wall, endometrium (um); myometrium (um), diameter of the endometrial
glands (um), number of endometrial glands / mm? epithelial height (um) and
expression of ER —a, ER-B and PR in the surface epithelium and endometrial stroma.
Bitches from MPA group showed 35% reduction in the number of endometrial glands,
endometrial glands with larger diameter, greater uterine wall, endometrium and
myometrium thickness, and the height of the epithelium. There were no statistical
differences between groups in relation to the expression of ER-a, ER-B and PI
both the surface epithelium and in endometrial stroma. It is concluded that st
applications of medroxyprogesterone acetate, from birth to 6 months old are not able
to cause total ablation in the development of endometrial glands in the bitch, but a
35% reduction in its development.

Keywords: endometrial glands, medroxyprogesterone acetate, uterus, development,
bitch.
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1 INTRODUCAO

A fisiologia reprodutiva canina é consideravelmente diferente das outras
espécies de mamiferos (YASUYUKI et al., 2008). O odcito / embrido canino leva um
grande tempo na trompa uterina, em comparacdo com muitos outros mamiferos
domésticos (BETTERIDGE, 1995), além do desenvolvimento embrionario ser lento,
bem como o periodo de pré-implantacao total (REYNAUD et al., 2006). Desta
maneira, oécitos e embrides caninos passam um longo tempo, aproximadamente 20
dias, soltos no interior do utero antes da implantacdo (REYNAUD et al., 2006;
YASUYUKI et al., 2008).

Na espécie canina, o conhecimento sobre 0 meio imunoldgico intra-uterino
durante o inicio da gestacdo e interacbes materno-fetais ainda €& deficiente
(SCHAFER-SOMI et al., 2008). O utero se encontra com uma rica vascularizacao,
apresentando sua mucosa espessada, bem como uma alta atividade glandular
devido a agao da progesterona. Também ocorre a producdo de substancias ricas e
nutritivas para alimentar o blastocisto, chamadas de histétrofo (FELDMAN; NELSON,
1995).

O histotrofo (leite uterino) é sintetizado, secretado e transportado pelas
glandulas endometriais. Estudos comprovam que as glandulas endometriais séo de
fundamental importdncia para a sobrevivéncia do concepto, inicio de
desenvolvimento, bem como dos sinais para a implantagdo e placentacdo. Assim
sendo, o leite uterino torna-se primordial como fonte de nutricdo ao embridao antes da
placentacao (BAZER, 1975; ROBERTS;BAZER, 1988; CARSON et al., 2000; GRAY
et al., 2001).

Em cadelas, as glandulas endometriais delimitam a invaséo trofoblastica
(AMBROSIO et al., 2011). Cadelas idosas apresentam disfuncdo endometrial e
miometrial, devido a hiperplasia endometrial cistica que gradualmente transforma o
endométrio em um tecido cistico e / ou hiperplasico, o que interfere na
vascularizacao uterina necessaria para a implantacdo embrionéria, desenvolvimento
e manutencdo da gestacdo (DANILOVICH; SAIRAM, 2006). Portanto, cadelas
idosas sao predispostas a falha na implantacdo embrionaria, problemas durante a
gestacao e parto (VOORWALD et al., 2012).



Eventos morfogenéticos para o desenvolvimento uterino de todos os
mamiferos baseiam-se em organizagdo e estratificacdo do estroma endometrial,
diferenciagao e desenvolvimento do miométrio e o desenvolvimento coordenado das
glandulas endometriais (BARTOL et al., 1993). Consequentemente, neonatos
ovinos, bovinos e suinos surgem como modelos atraentes para estudos dos
mecanismos que regulam estes processos (METZEGER; KRASNOW, 1999).

A exposicao inadequada do trato reprodutivo feminino para esteroides durante
periodos criticos do desenvolvimento pode atrapalhar os eventos organizacionais
necessarios para o crescimento e diferenciacdo, podendo levar a fenétipos adultos
alterados e diminuir eficiéncia reprodutiva (GRAY et al., 2000). Em suinos recém-
nascidos a exposicao inadequada a valerato de estradiol ndo afetou a taxa de
ovulacao, mas reduziu a sobrevivéncia embrionaria quando adultas (BARTOL et al.,
1993).

Na espécie bovina, bezerras recém-nascidas expostas a implantes de
progesterona e benzoato de estradiol apresentaram reducdo do peso Umido
uterocervical, area miometrial e glandulas endometriais, sugerindo efeitos profundos

sobre a morfologia uterina do gado adulto (BARTOL et al., 1995).

Em ovinos, a exposi¢do cronica a progesterona sintética desde o nascimento
até a puberdade causa a ablagédo total das glandulas endometriais, exibindo um
perfil “knockout” para glandula uterina em ovelhas adultas (uterine gland-knockout -
UGKO) (BARTOL et al., 1997).

Com o presente estudo objetivou-se avaliar o efeito de aplicacdes seriadas
(do nascimento aos 6 meses de idade) de acetato de medroxiprogesterona sobre o

desenvolvimento de glandulas endometriais em cadelas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Particularidades reprodutivas na cadela

A fisiologia reprodutiva canina é consideravelmente diferente das outras
espécies de mamiferos. A cadela € uma espécie monoéstrica, poliovulatoria,
predominantemente ndo sazonal. A concentragdo plasmatica de progesterona (P4)
comeca a aumentar alguns dias antes da ovulacao, em face da luteinizacao folicular
pré-ovulatéria, caracteristica da espécie. Os ovdcitos caninos sdao ovulados em
estadio de vesicula germinativa, e completam sua maturacdo nos ovidutos
(YASUYUKI et al., 2008). O aumento abrupto da concentracéao plasmatica de P4 no
inicio do processo de luteinizacdo € essencial para a inducdo do aumento
plasmatico de hormdnio luteinizante (LH). Irregularidades no aumento repentino de
LH e ovulagdo podem ocorrer como resultado de luteinizagdo antecipada anormal, o
que pode resultar em condigdes clinicas, tais como falso estro, anovulacao,
ovulacédo prolongada e infertilidade. Estas condicbes sao relativamente comuns em
cadelas mais velhas (VERSTEGEN-ONCLIN; VERSTEGEN, 2008).

Outras particularidades da espécie incluem atraso na implantacao do embrido,
concentragdo plasmatica de P4 aparentemente similar em animais gestantes e néo-
gestantes (embora o metabolismo da progesterona seja significativamente
aumentado nas gestantes) e a producado exclusiva de progesterona pelos corpos
luteos e da relaxina pela placenta (GUDERMUTH et al., 1998; ONCLIN et al., 1997;
LUZ et al., 2006).

O embriao canino permanece um grande periodo de tempo (8-10 dias) nos
ovidutos em comparacdo com muitos outros mamiferos domésticos. Por exemplo,
embrides de suinos permanecem 2 dias e de bovinos e camundongos, 3-4 dias
(BETTERIDGE, 1995). Além disso, o desenvolvimento embrionario canino é lento,
bem como o periodo de pré-implantacao total (18-20 dias) (REYNAUD et al., 2006).
Devido a estas caracteristicas reprodutivas singulares, a situagéao real e mecanismos
de desenvolvimento precoce, tais como maturacdo ovocitaria, fertilizacdo e
embriogénese nao foram completamente elucidados na espécie canina (REYNAUD
et al., 2006; YASUYUKI et al., 2008).



Em muitas espécies, fatores que contribuem para o reconhecimento materno e
manutencdo de gestagcdo sdo bem conhecidos, substancialmente em medicina
preventiva humana. No entanto, na espécie canina, o conhecimento sobre o meio
imunoldgico intra-uterino no inicio da gestagdo, bem como as interacées materno-
fetais ainda € deficiente. Entretanto, sabe-se que células uterinas de cadelas
secretam citocinas como interferon-y (IFN-y), interleucina-4 (IL-4) e interleucina-8 (IL-
8), havendo homologia ao que é secretado e pelo utero humano para haver adesao,
implantacédo, crescimento e desenvolvimento embrionario adequado (SCHAFER-
SOMI et al.,, 2008). Além disso, o utero se encontra ricamente vascularizado,
apresentando mucosa espessada, bem como uma alta atividade glandular devido a
acao da progesterona. Neste contexto, esta ocorrendo também a producdo de
substancias ricas em nutrientes para alimentar o embrido, o chamado “leite uterino”
ou histotrofo (FELDMAN; NELSON, 1995), no periodo anterior a formacdo das

placentas.

2.2 Métodos de contracepcao em cadelas

A superpopulacédo de caes é um desafio para a saude publica e 0 bem-estar
animal. Tal descontrole da populagao de caes é algo que representa um problema
nos centros urbanos. Os caes podem agir como reservatoérios de doengas, algumas
de carater zoondtico, causando riscos a saude publica e causar incémodos variados,
como acidentes de transito e acumulo de dejetos, entre outros. Desta forma, a
utilizagdo de métodos contraceptivos é importante no controle dessa populagéo (DE
PAULA, 2010). Entre os métodos contraceptivos mais utilizados estdo a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) e os tratamentos hormonais (WEISS et al.,
2004).

A técnica de OSH é eficaz e permanente, porém necessita de profissionais
treinados, a fim de diminuir riscos como hemorragias, ligadura acidental ou trauma
do ureter promovendo hidronefrose e hidroureter, incontinéncia urinaria responsiva a
baixa concentracdo de estrogeno pds-OSH, formacao de trajetos fistulosos e

granulomas, sindrome do ovario remanescente, problemas relacionados a



celiotomia, piometra de coto, obstrucdes intestinais (HOWE, 2006; SANTOS et al.,
2009).

Ao longo das ultimas trés décadas aumentaram dramaticamente os estudos
referentes a biologia reprodutiva das cadelas, havendo consequentemente maior
disponibilidade de agentes farmacol6gicos para manipulacdo do ciclo estral. Neste
contexto, progestagenos (acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol,
proligestona), estrégenos (cipionato de estradiol, benzoato de estradiol), inibidores
da prolactina (bromocriptina, metergolina e cabergolina), e também antagonistas dos
receptores de progesterona ou anti-progestagenos (aglepristone, mifepristone)
tornaram-se disponiveis, provando serem uteis para o controle hormonal da
reproducao na espécie (VERSTEGEN; ENGLAND, 1999).

Todavia, o uso de progestagenos e estrébgenos podem acarretar diversos
efeitos adversos. No caso dos progestagenos, pode ocorrer aumento de apetite e
obesidade, letargia, neoplasias mamarias, diabetes insipidus e supressdao da
adrenal, aumento da concentracdo plasmatica do hormdnio do crescimento (GH),
alteracoes acromegalicas e reacdes cutaneas no local da aplicacao (SELMAN et al.,
1995; GOBELLO et al., 2003; FELDMAN; NELSON, 2004; KUTZLER; WOOQOD,
2006). Os estrégenos, normalmente usados para prevenir/interromper a gestacao,
aumentam significativamente o risco de o animal desenvolver piometra, anemia

aplasica irreversivel de medula éssea e estro prolongado (BOWEN et al., 1985).

Os inibidores da prolactina sao alcalbéides derivados do ergot que exercem um
efeito anti-prolactinico via estimulacao de receptores D2 da pituitaria ou inibicdo de
centros serotoninérgicos. Sua principal indicacao é a supressao da lactacao, porém
também sdo usados com sucesso para a interrup¢do da gestagéo e encurtamento
de intervalos inter-estros (GOBELLO, 2006).

Os agentes anti-progestagenos sao bastante eficazes como contraceptivos e
nao tém efeitos colaterais graves. Parecem ndo afetar a fertilidade em longo prazo,
possuem efeito de inicio rapido, e podem ser usados como medicamento
ambulatorial (FIENI et al., 1996). Infelizmente possuem alto custo, mas mesmo
assim podem ser considerados como tratamento contraceptivo de escolha.

Outros agentes capazes de auxiliar no controle hormonal da reproducao séao
as prostaglandinas (PGF.q). Em fémeas gestantes, prostaglandinas do grupo F,
5



naturais ou sintéticas, quando administradas causam lise dos corpos luteos,
provocando a interrup¢cdo da gestacdo. Porém a utilizacdo deste agente pode
provocar efeitos colaterais significativos como vémitos, diarréia, e, se aplicada em
overdose, colapso circulatério. A administracdo da PGF,, deve ser feita por um
periodo significativo de tempo (> 7-9 dias), e a hospitalizacdo é indicada,
aumentando o custo do tratamento. Prostaglandinas sintéticas (cloprostenol,
fluprostenol) causam menos efeitos colaterais e sdo utilizadas por um periodo de
tratamento mais curto, sendo assim preferidas em relagdo as prostaglandinas
naturais (dinoprost) (WIEBE; HOWARD, 2008).

A dexametasona, um corticosterdide, é preconizada por uma pesquisadora da
Argentina (Profa. Magdalena Wanke) para interrupcao da gestacdo devido a sua
eficacia, poucos efeitos colaterais, baixo custo, disponibilidade e facilidade de
administragdo, torna-se muitas vezes o agente de escolha. Esta indicada para
cadelas com menos de 40 dias de gestagdo, as quais geralmente apresentam
apenas efeitos colaterais leves, como sangramento vaginal leve, anorexia, polidipsia
e poliaria (WANKE et al., 1997).

Da mesma forma, a imunocontracepg¢do emergiu como um promissor método
contraceptivo. Neste sistema, efeitos colaterais adversos tendem a ser destituidos.
Basicamente, este método consiste da ligacdo de anticorpos a moléculas bioativas
do sistema reprodutor responsaveis por interacées fundamentais ao processo
reprodutivo, que, desta forma, é interrompido (BROWN et al., 1997; JEWGENOW et
al., 2006). Assim, a ligacdo de anticorpos a superficie da zona pellcida (ZP) de
ovoécitos torna estes inacessiveis a espermatozdides, impedindo, assim, as
interacdes moleculares necessarias ao processo de fertilizacdo (RINGLEB et al.,
2004). O efeito contraceptivo é reversivel, mantendo-se até que os titulos dos
anticorpos especificos, que gradativamente vao decaindo a niveis abaixo de um
limiar contraceptivo, tornem-se insuficientes para o bloqueio da reproducao (LOPES
et al.,, 2008). Em alguns casos, pode ocorrer destruicdo de elementos néao
regeneraveis do sistema reprodutivo, devido aos anticorpos produzidos e/ou células
citotoxicas do sistema imunoldgico ativadas nas vacinagdes (imunizagdo ativa).
Outro motivo pelo qual essa técnica ainda ndo € muito utilizada é a de que em

populacdées com grande diversidade genética, pode ocorrer individuos que nao



tenham capacidade de resposta imunoldgica a determinados antigenos, resultando
em reducdo da eficacia do método de vacinagcédo (LOPES et al., 2005).

Em face aos efeitos colaterais dos tratamentos hormonais, dos custos e riscos
da esterilizacao cirargica, bem como da possivel ineficiéncia como método para
controle populacional em massa, do alto custo dos agentes anti-progestagenos, por
exemplo, pesquisas s&0 necessarias para o desenvolvimento de novos métodos

contraceptivos, que sejam baratos, eficazes, e sem riscos a saude do animal.

2.3 Importancia do utero na fertilidade de cadelas

O utero de todos os mamiferos contém glandulas endometriais que sintetizam
histétrofo. O histotrofo € uma mistura complexa de muitas enzimas, citocinas, fatores
de crescimento, ions, horménios, glicose, de proteinas de transporte, e moléculas de
adesdo (PERRY; CROMBIE, 1982; GERSTENBERG; ALLEN, 1999; STEWART et
al., 2000). Assim, estudos ja comprovaram que as glandulas endometriais sdo de
fundamental importancia para a sobrevivéncia do concepto, inicio de seu
desenvolvimento, bem como na implantacdo e placentagdo. Neste contexto, o
histétrofo torna-se primordial como fonte de nutricdo ao embrido antes da
placentagao (BAZER, 1975; ROBERTS; BAZER, 1988; CARSON et al., 2000; GRAY
et al., 2001). De fato, esta questao ja havia sido discutida desde o século Il a.C. por
Aristételes e posteriormente no século XVII por Willian Harvey, sugerindo que as
glandulas endometriais agiriam como reguladores primarios de sobrevivéncia do
embrido (GRAY et al., 2001).

Especificamente na espécie canina, as glandulas endometriais delimitam a
invasdo trofoblastica. Neste sentido, € enfatizada a extrema importancia da rede
microvascular e da organizacado estrutural das glandulas endometriais no inicio de
gestacdo para tornar possivel a confirmacdo da gestacdo na espécie canina
(AMBROSIO et al., 2011). O retinol também tem sido relacionado a um nimero de
funcbes importantes durante a gestacdo inicial, como diferenciacdo celular,
proliferacdo e modulagcdo de fatores de crescimento, transcricdo genética,
integridade das células epiteliais, hematopoiese, morfogénese, bem como funcéo
imune (AMATRUDA; KOEFFLER, 1986).



Cadelas idosas apresentam disfuncdo endometrial e miometrial devido a
hiperplasia endometrial cistica, a qual transforma o endométrio sadio em um tecido
cistico e / ou hiperplasico, que interfere na vascularizacao uterina necessaria para a
implantagcdo embrionaria, desenvolvimento e manutencdo da gestacao
(DANILOVICH; SAIRAM, 2006). A integridade da rede microvascular e da
organizacao estrutural das glandulas endometriais sdo importantes no inicio da
gestacao para a interacao blastocisto-Utero, bem como no decorrer da gestacao
(SCHLAFER; GIFFORD, 2008; AMBROSIO et al., 2011). Neste sentido, cadelas
idosas sao predispostas a falha na implantagdo embrionaria e problemas durante a
gestacdo (VOORWALD et al., 2012).

2.4 Efeitos da progesterona na inibicao do desenvolvimento das glandulas

endometriais em neonatos

Em todos os mamiferos, o Utero se desenvolve como uma especializacao dos
ductos paramesonéfricos ou de Mdiller, o que da origem ao infundibulo, ovidutos,
Utero e vagina anterior. A parede uterina madura é formada por dois compartimentos
funcionais, o endométrio e miométrio. O endométrio € o revestimento interno do
utero e é derivado da camada interna do tecido mesénquimal. Histologicamente, é
constituido por dois tipos de epitélios, o epitélio luminal (EL) e o epitélio glandular
(EG), que sao dois compartimentos estratificados do estroma, incluindo uma zona
estromal densamente organizada e uma zona estromal mais frouxamente
organizada, vasos sanguineos e células imunes. O miométrio € o componente
muscular (musculo liso) da parede uterina e inclui uma camada interna circular
derivada de uma camada intermédiaria de células mesenquimais dos ductos e uma
camada exterior longitudinal derivada do mesénquima subperimetrial (GRAY et al.,
2001).

Eventos morfogenéticos para o desenvolvimento uterino de todos os mamiferos
baseiam-se em organizacao e estratificacdo do estroma endometrial, diferenciacao e
desenvolvimento do miométrio e o desenvolvimento coordenado das glandulas
endometriais (BARTOL et al., 1993). A formacéo de glandulas uterinas envolve a
diferenciacao e brotagdo do EG a partir do EL, a penetracdo do estroma uterino por

tubos do EG e extenso enrolamento e ramificacdo do EG. Neste contexto, a
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adenogénese endometrial em humanos inicia-se no periodo fetal e é completada
apds o nascimento. Por outro lado, € primariamente um evento pdés-natal em
ovelhas, porcos e bovinos. Consequentemente, neonatos ovinos surgiram como
modelos atraentes para estudos dos mecanismos que regulam estes processos.
Embora a adenogénese endometrial também seja um evento pds-natal em roedores,
as caracteristicas morfolégicas sdo diferentes da maioria das outras espécies de
mamiferos (GRAY et al., 2001).

A exposicao inadequada do sistema reprodutor feminino a esterdides durante
periodos criticos do desenvolvimento uterino pode atrapalhar os eventos
organizacionais necessarios para o crescimento e diferenciacdo uterina, podendo
levar a fenétipos adultos alterados e diminuicao da eficiéncia reprodutiva (GRAY et
al., 2001). Desta maneira, a dose e o periodo de exposicado a agentes hormonais
também esta diretamente relacionada aos efeitos sobre o desenvolvimento dos
orgaos e fungdes reprodutivas (COOPER; KAVLOCK, 1997).

Todavia, o mecanismo pelo qual a exposicao crénica a progesterona inibe a
adenogénese no endométrio uterino de borregas recém-nascidas nao esta bem
definido. Contrariamente, em ratas, esta bem estabelecido que a progesterona inibe
a proliferacao celular epitelial uterina (GRAY et al., 2000). Sabe-se que em ratas a
progesterona inibe a ativacdo induzida por estrogenos, expressao de ciclina, e
fosforilacdo de retinoblastoma no EG. Além dos efeitos sobre o ciclo celular, um
efeito classico da progesterona é o de suprimir a expressdao de ERa no epitélio e
estroma endometrial do utero de ovelhas adultas (SPENCER; BAZER, 1995).

Em suinos e ovinos, o aparecimento de glandulas endometriais entre o
nascimento e o dia 14 pdés-natal envolve o desenvolvimento de fenétipo ERa
positivo, e aumento da sintese de DNA em glandulas nascentes no EG (BARTOL et
al., 1988; SPENCER et al., 1993; TARLETON et al., 1998; TAYLOR et al., 2000).
Assim, a adenogénese endometrial parece requerer ERa ativado, j& que a génese
glandular em suinos recém-nascidos € inibida pela administracdo do antagonista de
ER ICI 182,780. Curiosamente, a administracao de ICl a fémeas neonatais inibiu a
proliferacdao celular no EG e aumentou a densidade de células de estroma.
Alteragdes no estroma poderiam perturbar interacées célula-célula necessarias para

a formacao, proliferacéo e ramificacado do EG (TARLETON et al., 1999).



No utero de ratas em desenvolvimento, 0 mesénquima organiza e induz
padrées de desenvolvimento epitelial, e o epitélio € obrigado a apoiar a organizacao
e diferenciacdo do estroma endometrial e do miométrio (CUNHA; LUNG, 1979;
CUNHA et al.,, 1983). Além disso, as interacdes epitélio-mesénquima foram
implicadas no desenvolvimento das glandulas endometriais no Utero de neonatos
ovinos e suinos (SPENCER et al., 1993; BARTOL et al., 1999). Consequentemente,
os estudos demonstram que a progesterona pode bloguear adenogénese
endometrial por inibicdo do ciclo celular na transicdo do EL para o estroma; pela
supressdo do gene que expressa o ERa; e / ou alterando interacbes essenciais
epitélio-mesénquima (GRAY et al., 2000).

Conforme descrito por Bartol et al. (1993), a inadequada exposicdo de suinos
neonatos a valerato de estradiol desde o nascimento até o dia 13 ndo afetou a taxa
de ovulagdo das fémeas adultas, porém causou reducdo da sobrevivéncia
embrionaria em 22% aos 45 dias de gestacdo. Com estes resultados, os autores
afirmaram que desreguladores endocrinos utilizados em neonatos podem causar
efeitos permanentes sobre a estrutura e funcao uterina no suino adulto.

Similarmente, na espécie bovina, bezerras recém-nascidas expostas a
implantes de progesterona e benzoato de estradiol do nascimento a puberdade,
apresentaram reducao do peso uterocervical em 35%, da area miometrial em 27% e
ablacao parcial do desenvolvimento das glandulas endometriais, com reducéao em
40%. Deste modo, a exposicao de bezerras recém-nascidas a estes horménios pode
causar efeitos profundos na morfologia uterina dos animais adultos, e a extensao
das alteracbes pode depender do periodo de desenvolvimento em que ocorreu a
exposicao aos hormonios (BARTOL et al., 1995).

Em ovinos, o desenvolvimento das glandulas endometriais € um evento pés-
natal que pode ser totalmente inibido pela exposicdo crénica a progesterona
sintética ap6s o nascimento. Quando adultas, as ovelhas tratadas n&o possuem
glandulas endometriais, exibindo um fendtipo denominado “uterine gland-knockout”
(UGKO), fenétipo desenvolvido por este grupo de pesquisadores, e que vem sendo
util como modelo experimental para o estudo da funcao endometrial (BARTOL et al.,
1997), como por exemplo 0 tempo de exposicdo necessario a progesterona desde o
nascimento para produzir o fenétipo UGKO em ovelhas, se ovelhas UGKO exibiriam

ciclos estrais normais, e se ovelhas UGKO poderiam estabelecer e / ou manter a
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gestacdo. Além disso, a exposicdo a progesterona visando a ablacdo do
desenvolvimento das glandulas endometriais nesta espécie altera a integridade
estrutural e funcional do endométrio adulto, além de as fémeas adultas
apresentarem um estroma endometrial completamente desorganizado, inibindo a
capacidade dos tecidos uterinos para apoiar o estabelecimento e / ou manutencao
de uma gestacdo (GRAY et al., 2000). Neste sentido, a infertiidade das ovelhas
UGKO parece resultar da falta de glandulas endometriais e, por conseguinte, das
suas secrecdes (histdétrofo) que sdao de fundamental importancia para suportar o
crescimento e o desenvolvimento de conceptos (GRAY et al., 2001).

Em equinos, a obtencdo de potrancas e éguas com reduzida formacdo de
glandulas endometriais levaria a um modelo experimental ideal como o obtido em
ovinos, bovinos e suinos (modelo UGKQO) para estudar o papel do leite uterino,
fatores de crescimento uterino, ovariano e horménios embrionarios na promog¢éao do
crescimento embrionario normal, levando a placentacdo e manutengcédo da gestacao
nesta espécie. No entanto, Wilsher et al. (2009), por meio do uso exdégeno de
progesterona e estrégeno desde o nascimento até os seis meses de idade em
potrancas, ndo obtiveram bons resultados para chegar ao modelo UGKO. Neste
estudo, tanto a progesterona isoladamente, ou aplicada em associacdo a
administragdes quinzenais de valerato de estradiol ndo foram capazes de provocar
ablacao das glandulas endometriais, bem como redugao da expressao de receptor
de estrogeno-a (ER-a). Pelo contrario, os hormdnios exdgenos utilizados
estimularam sua expressao. Além disso, a expressdo do receptor de progesterona
(PR) também foi induzida no estroma glandular e no epitélio superficial. Neste
sentido, os autores concluiram que estrégenos ovarianos, mas nao a progesterona,
parecem ser o estimulo basico para a morfogénese das glandulas endometriais na
espécie equina.

Em cadelas, os primeiros relatos sobre a morfogénese glandular uterina
ocorreram recentemente (COOKE et al, 2012; RAMOS, 2012). Estes autores
demonstraram que na espécie canina o desenvolvimento das glandulas uterinas é
um evento pds-natal, ocorrendo majoritariamente entre o nascimento e o dia 60° dia
de vida. Todavia, ndao ha descricdo na literatura consultada sobre o efeito de

hormonios esteroides no desenvolvimento das glandulas endometriais em cadelas.
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CAPITULO 1

Ablacao parcial do desenvolvimento das glandulas endometriais em cadelas

apos exposicao a progestageno no periodo neonatal

Artigo a ser submetido a publicacao no periédico Theriogenology
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3 Cap. 1 — Ablacdo parcial do desenvolvimento das glandulas
endometriais em cadelas ap0s exposicdo a progestageno no periodo

neonatal

Teixeira, N.S."; Volpato, R.%; Ramos, J.L.G."; Martins, B.B.; Freitas, P.M.C.%; Lopes,
M.D.?; Laufer-Amorim, R.%; Luz, M.R.*"®

'Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo;
2FMVZ, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho;

SEscola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais;

3.1 RESUMO

Cadelas com utero desprovido de glandulas endometriais, fenétipo denominado
uterine gland-knockout (UGKO), seriam animais estéreis, e poderiam contribuir para
o controle populacional da espécie. Como a exposicao inadequada do sistema
reprodutor feminino a esterdides durante periodos criticos do desenvolvimento
uterino pode levar a formacéao deste fenétipo, como observado em vacas, ovelhas e
ratas, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de aplicacbes seriadas (do
nascimento aos 6 meses de idade) de acetato de medroxiprogesterona sobre o
desenvolvimento de glandulas endometriais em cadelas. Dezesseis fémeas, sem
raca definida, de ninhadas diferentes, foram distribuidas nos grupos MPA (n = 8),
fémeas que receberam aplicagcbes de acetato de medroxiprogesterona
(10mg/kg/SC), a cada 3 semanas, desde o dia 1 apdés nascimento até a idade de 6
meses, e C (n = 8), fémeas controle, ndo tratadas, que receberam aplicacdes de
solugdo de NaCl 0,9%, de maneira similar as tratadas. Aos 6 meses, foi realizada
ovariohisterectomia em todos os animais, e amostras dos cornos uterinos foram
coletadas e fixadas para exames histolégico e imunoistoquimica. Foram mensuradas
a espessura total (um) da parede uterina, endométrio (um); miométrio (um), diametro
das glandulas endometriais (um), numero de glandulas endometriais/mmz2, altura do
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epitélio (um) e a expressdo dos receptores de ER —a, ER-B e PR no epitélio
superficial e estroma endometrial. As cadelas do grupo MPA apresentaram reducao
de 35% no numero de glandulas endometriais, além de maior didmetro das
glandulas, maior espessura da parede uterina, do endométrio e miométrio, e da
altura do epitélio. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre grupos em
relacdo a expressao dos receptores ER-a, ER-B e PR, tanto no epitélio superficial
como no estroma endometrial. Conclui-se que aplicacées seriadas de acetato de
medroxiprogesterona, do nascimento aos 6 meses de idade, ndo sdo capazes de
causar ablacdo total no desenvolvimento de glandulas endometriais em cadelas,

mas uma reducao de 35% no seu desenvolvimento.

Palavras-chave: canino, Utero, morfometria, receptores de estrégenos, receptor de
progesterona.

3.2 ABSTRACT

Bitches with uterus devoid of endometrial glands, phenotype called uterine gland-
knockout (UGKO), should be sterile animals, and could contribute to the species
overpopulation control. Since the inadequate exposure of the female reproductive
system to steroids during critical periods of development can lead to the formation of
this phenotype, as observed in cows, sheep and rats, the aim of this study was to
evaluate the effect of serial applications (from birth to 6 months old) of
medroxyprogesterone acetate on the development of endometrial glands in the bitch.
Sixteen cross-bred females, from different litters, were distributed in the MPA group

(n 8), females that received injections of medroxyprogesterone acetate
(10mg/kg/SC), every 3 weeks, from day 1 after birth to age of 6 months, and C (n =
8), control females, untreated, that received injections of 0.9% NaCl solution, treated
similarly. At age of 6 months, ovariohysterectomy was performed in all animals, and
samples of uterine horns were collected and fixed for histologic and
immunohistochemical analyzes. We measured the total thickness (um) from the
uterine wall, endometrium (um); myometrium (um), diameter of the endometrial
glands (um), number of endometrial glands / mm? epithelial height (um) and
expression of ER —a, ER-B and PR in the surface epithelium and endometrial stroma.

Bitches from MPA group showed 35% reduction in the number of endometrial glands,
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endometrial glands with larger diameter, greater uterine wall, endometrium and
myometrium thickness, and the height of the epithelium. There were no statistical
differences between groups in relation to the expression of ER-a, ER-B and PR in
both the surface epithelium and in endometrial stroma. It is concluded that serial
applications of medroxyprogesterone acetate, from birth to 6 months old are not able
to cause total ablation in the development of endometrial glands in the bitch, but a

35% reduction in its development.

Keywords: canine, uterus, morphometry, estrogen receptor, progesterone receptor.

3.3 INTRODUCAO

A superpopulagdo canina € uma realidade em muitas cidades mundiais,
principalmente em paises em desenvolvimento, sendo um desafio para a saude
publica e o bem-estar animal. Tal descontrole da populacdo de cées é algo que
representa um problema nos centros urbanos. Os cades podem agir como
reservatérios de doencas, algumas de carater zoonético, causando riscos a saude
publica e incémodos variados, como acidentes de transito e acumulo de dejetos,
entre outros (DE PAULA, 2010).

A cadela € uma espécie monoéstrica, poliovulatéria, e predominantemente nao-
estacional (CONCANNON et al., 1989). Os ovécitos sao ovulados em estadio de
vesicula germinativa e completam sua maturacdo nas trompas de fal6pio
(YASUYUKI et al., 2008), permanecendo viaveis e fertilizaveis por até 200 horas
(ENGLAND et al., 2006). Além disso, o espermatozoide canino pode ficar vidvel no
interior do sistema reprodutivo da fémea por até11 dias (DOAK et al., 1967). Estas
caracteristicas fazem da cadela uma espécie de alta fertilidade.

Varias metodologias tém sido utilizadas no sentido de buscar controle
populacional na espécie. Entre as principais medidas de controle, tem-se
esterilizagdo cirargica pela ovario-histerectomia (OSH) e as terapias hormonais. No
entanto, apesar da cirurgia de esterilizacdo ser um método relativamente seguro e
irreversivel, € oneroso ao proprietario e pode oferecer riscos ao paciente, como todo
processo cirurgico invasivo (HOWE, 2006; SANTOS et al., 2009). Ja as terapias

hormonais largamente utilizadas, como progestdgenos para prevencdo da
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manifestacdo do estro ou bloqueio da ovulagdo em fémeas no estro, e 0s
estrogenos, que previnem a implantacdo embriondria em cadelas fertilizadas,
provocam varios efeitos colaterais, como piometra, neoplasia mamaria e aplasia de
medula 6ssea com trombocitopenia e morte (BOWEN et al., 1985; SELMAN et al.,
1995; GOBELLO et al., 2003). Desta forma, novos métodos para controle
populacional devem ser desenvolvidos (DE PAULA, 2010).

O utero de todos os mamiferos contém glandulas endometriais que sintetizam
o histétrofo, uma mistura complexa de substancias necessarias ao desenvolvimento
embrionario antes da placentacdo (PERRY; CROMBIE, 1982; GERSTENBERG et
al., 1999; STEWART et al., 2000). Assim, estudos ja comprovaram que as glandulas
endometriais sdo de fundamental importancia para a sobrevivéncia do concepto e
inicio de seu desenvolvimento (BAZER, 1975; ROBERTS; BAZER, 1988; CARSON
et al., 2000).

A exposigéo inadequada do aparelho reprodutor feminino a esteroides durante
periodos criticos do desenvolvimento uterino pode levar a formacao de fendtipos
adultos alterados, estéreis ou com diminui¢do da eficiéncia reprodutiva (GRAY et al.,
2001). Na espécie bovina, bezerras recém-nascidas expostas a implantes de
progesterona e benzoato de estradiol do nascimento a puberdade, apresentaram
reducdo do peso uterocervical, da é&rea miometrial e ablacdo parcial do
desenvolvimento das glandulas endometriais (BARTOL et al., 1995). Similarmente,
ovelhas tratadas no periodo neonatal com progestagenos nao possuem glandulas
endometriais, exibindo um fenétipo denominado “uterine gland-knockout” (UGKO)
(BARTOL et al., 1997).

As glandulas endometriais sdo responsaveis pela sintese e secrecao do
histotrofo (PERRY ; CROMBIE, 1982; GERSTENBERG; ALLEN, 1999; STEWART et
al., 2000), substancia responsavel pela nutricdo do concepto antes da implantacao
(BAZER, 1975; ROBERTS; BAZER, 1988; CARSON et al., 2000; GRAY et al., 2000).
Em ovinos, suinos e bovinos seu desenvolvimento € um evento pds-natal variando
do nascimento ao dia 120° de vida, dependendo da espécie (GRAY et al.,2001).
Recentemente foi demonstrado que na espécie canina o desenvolvimento glandular
ocorre entre o0 nascimento e o dia 60° de vida (COOKE et al., 2012; RAMOS, 2012).

Sabe-se que terapias hormonais podem alterar o desenvolvimento das
glandulas endometriais quando esses animais sdo expostos durante o periodo
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critico do desenvolvimento uterino (GRAY et al, 2001). Em cadelas, o
desenvolvimento de fémeas com o fenétipo UGKO poderia ser util, pois as mesmas
seriam estéreis, e poderia ser desenvolvida uma metodologia para controle
populacional. Todavia, ndo ha descricdo na literatura sobre o efeito de horménios
esteroides no desenvolvimento das glandulas endometriais em cadelas. Assim,
objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de aplicacdes seriadas (do nascimento
aos 6 meses de idade) de acetato de medroxiprogesterona sobre o desenvolvimento
de glandulas endometriais em cadelas.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Animais

Dezesseis filhotes sem raca definida, fémeas, no dia 1 apds o nascimento,
foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos: Grupo MPA (n = 8) recebeu o
tratamento com aplicagdes subcutaneas (SC) de MPA (10 mg / kg de peso corporal)
em intervalos de 3 semanas (KOOISTRA et al.,, 1997), desde o dia 1 apds
nascimento até a idade de 6 meses, e Grupo C (n = 8) serviu como animais-controle
nao tratados. Os animais foram mantidos em baias individuais, com acesso a agua e
ragdo ad libitum e avaliados clinicamente uma vez a cada semana. Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com os principios Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Ao término do experimento todos os animais
foram doados.

3.4.2 Obtengéo de Amostras e Preparacdo Histoldgica

Aos 6 meses, a ovario-histerectomia foi realizada em todos os caes e as

amostras de ambos os cornos uterinos foram coletadas, fixadas para exame
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histoldégico de Hematoxilina-Eosina (H & E) e imunoistoquimica (IHQ). Foi coletado
um fragmento de cada corno uterino de cada animal, totalizando 32 amostras. Para
tal, receberam como pré-anestésico 0,1 mg / kg IM de acepromazina (Acepran 0.2%;
Vetnil, Louveira, SP, Brasil), e apds induzidos com 5.0 mg / kg IV de propofol
(Propovan; Cristalia, Sao Paulo, SP, Brasil). Apdés a inducdo os animais foram
mantidos com anestesia inalatéria com isoflurano (Forane, Baxter, USA).

Apos fixagao em formol 10% por 24 horas, as amostras foram incluidas em
parafina. Cortes de 3 um foram obtidos, montados em laminas com extremidade
fosca e corados em H&E para andlise histolégica, a qual incluiu o tipo de epitélio
superficial, quantidade de glandulas endometriais e a disposi¢éo das fibras do tecido
conjuntivo do endométrio e das fibras do estrato muscular. Foram mensuradas a
espessura total (um) da parede uterina, endométrio total (um); miométrio (um),
didmetro das glandulas endometriais (um), nimero de glandulas endometriais /
mm?, altura do epitélio (um). Para avaliacdo de espessura total, endométrio total,
miométrio e altura do epitélio foram avaliados 5 campos por amostra histolégica.
Para o calculo do diametro glandular foram avaliadas 10 glandulas / amostra. As
mensurac¢des foram realizadas utilizando-se o programa ImajeJ 1.43u (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).

3.4.3 Avaliagdo Imunohistoquimica

Novos cortes de 3 um foram realizados e colocados em laminas com
extremidade fosca, previamente tratadas com Poly-L-lysina (Poly-L-lisine® — Sigma
Chemical Co.- USA). Para a desparafinizacdo do material emblocado, as laminas
foram mantidas em estufa a 55°C por 24 horas e, posteriormente, colocadas em
cuba de vidro com xilol a temperatura ambiente por 30 minutos e, a seguir mantidas
em uma nova solugéo de xilol por 20 minutos. As laminas foram transferidas para
cubas de vidro para a hidratacdo em banhos de alcool, permanecendo por trés
minutos em cada cuba (alcool absoluto I, Il, 1ll, alcool 95% e 85%). Posteriormente
as laminas foram submetidas a dez passagens de agua destilada.

Para a deteccdo de ER-a, B e PR realizou-se a recuperacado antigénica em
solugéo de citrato de s6dio 10 mM com incubagéao em panela de pressao tipo pascal

(Dako-USA). Posteriormente, bloqueou-se a peroxidase endégena em solucao de
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agua oxigenada 8% por 20 min, 5 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite
em po6 desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 min seguida de 10 passagens em
agua destilada e lavagens em solucao tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base® — Sigma
Chemical Co. — USA). Realizou-se a incubacao com o anticorpo primario, na diluicao
de 1:50 (anticorpo monoclonal mouse anti-human estrogen receptor a clone 1D5,
Dako, CA, USA. M7047; e anticorpo monoclonal N. 1546, Immunotech, France), em
camara umida durante 18h a temperatura de 4°C. Para a deteccdo de ER-Ba
técnica diferiu apenas na incubacao, que foi realizada em microondas, potancia
maxima (750W), por 15 minutos; e na diluicdo do anticorpo, de 1:100 (Anticorpo
monoclonal mouse anti-human estrogen 3 clone PPG5/10, Dako, CA, USA. M7292)
(Volpato, 2011). Foi avaliada a expressao dos receptores de ER-a e PR no epitélio
superficial e estroma endometrial. Em cada lamina foram contadas 200 células para

nucleos corados.

3.4.4 Anéalise Estatistica

Foi realizada anadlise descritiva das avaliacdes histolégicas e os dados
morfométricos foram analisados pelo teste de Tukey, mediante utilizacdo do
aplicativo Sistema para Analises Estatisticas (SAEG), versdo 9.1 (2007). Os dados
de imunoistoquimica foram analisados com auxilio do software GraphPad Prism 5.0
(Prism Software, Irvine, CA, USA). A normalidade dos dados foi demonstrada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnoff. As diferencas estatisticas foram estabelecidas de
acordo com o teste T de Student, sendo que as analises foram consideradas
significativas quando o valor de p foi < 0.05.

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Analise Histologica
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Tabela 1: Média e erro-padrdo do numero de glandulas/mmz2, didametro glandular,
espessura de parede uterina, endométrio e miométrio e altura do epitélio em cadelas

tratadas com MPA ou controle (C).

Estrutura MPA C

namero de glandulas

- R 6,83 + 0,432 9,51 +0,39°
endometriais / mm
diametro das glandulas b
o 42,23 +1,36° 30,97 £ 0,93
endometriais
espessura de parede b
. 1526,33 * 21,06° 1326,75 + 50,56
uterina

espessura de endométrio 613,67 + 10,45° 463,40 + 32,06°
espessura de miométrio 923,26 + 12,50% 870,77 + 14,32°

altura do epitélio 9,04 + 0,06° 7,44 +0,13°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste T de
Student (p < 0.05).

O utero das cadelas do grupo MPA apresentou endométrio cilindrico simples
com lamina prépria do epitélio visivel com glandulas endometriais revestidas por
epitélio escamoso simples ou cilindrico simples. O miométrio em algumas analises
apresentou-se com grandes vasos irregulares evidentes. O perimétrio apresentado
consistiu de tecido conjuntivo frouxo. Nas cadelas do Grupo C, o endométrio uterino
mostrou epitélio cubdide simples e na presenca de glandulas endometriais, lamina
prépria tubular com epitélio cubico e / ou cilindrico, o ultimo com dobras irregulares.
No miométrio foram observadas camadas musculares lisas com grandes vasos. O

perimétrio apresentado consiste de tecido conjuntivo frouxo (Figura 1).
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Figura 1 — Fotomicrografia do Utero de cadelas tratadas MPA (A) ou controle (B). A. Observar

presenca de pequenas glandulas endometriais (seta preta), estroma glandular (seta azul). B.
Observar presenca de glandulas endometriais maiores (seta verde), estroma glandular (seta
vermelha).

3.5.2 Immunoistoquimica

Os resultados nao mostraram diferencas estatisticas em relacao a expressao
do receptor de progesterona (PR) (68.25 = 15.65 e 81.25 + 22.57) (P=0.3181),
expressao do receptor de estrégeno (ER-a) (88.50 = 10.04 e 87.75 + 9.662)
(P=0.8330) e expressdo do ER-B (23.25 + 36.16 e 26.75 £+ 23.18) (P=0.7209) no
epitélio superficial, entre os Grupos MPA e C, respectivamente. Da mesma forma,
também ndo houve diferenca significativa na expressdao de PR (74,50 + 8,932 e
66,25 + 15,90) (P = 0,1873), expresséo de ER-a (66,75 + 8,799 e 73,75 * 26,27) (P
= 0,5990) e expressao de ER- (49,00 = 23,99 e 24,00 + 13,47) (P = 0,1949) no
estroma endometrial, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 Expressdo dos receptores PR, ER-a e ER-B, no epitélio superficial e

estroma endometrial, em cadelas tratadas com MPA ou controle (C).

Epitélio Superficial
Expresséo PR
Expressao ER-a
Expressao ER-B

Epitélio do Estroma
Expressao PR
Expressao ER-a
Expressao ER-B

MPA

68.25 + 15.65°
88.50 + 10.04°
23.25 + 36.16°

74,50 + 8,932°
66,75 + 8,799°
49,00 + 23,99°

C

81.25 +22.578
87.75 + 9.662°
26.75 £ 23.18°%

66,25 + 15,90°
73,75 + 26,272
24,00 £ 13,472

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si pelo teste T

de Student (p < 0.05).

Figura 2 - Expresséo dos receptores ER-a (A e D), ER-B (B e E) e PR (C e F) no epitélio superficial e

estroma endometrial.

ER-B




3.5.3 Alteracées Clinicas

Os animais do grupo MPA apresentaram discreta hipertrofia mamaria, que se
iniciou logo apds a primeira aplicacdo, e que foi diminuindo apéds a ultima aplicagéao
aos 6 meses de idade, porém sem desaparecer. Além disso, apresentaram
hipertrofia de clitéris a partir de 4 meses de idade, com regressao total na idade de

19 meses. N&o foram observados efeitos secundarios em animais do grupo controle.

3.6 DISCUSSAO

Hormédnios esteroides vém sendo usados para causar ablacado das glandulas
endometriais em diversas espécies de animais domésticos, como ovelhas e vacas,
levando assim a formacao do fenétipo uterine gland knock-out (UGKO), composto
por fémeas adultas inférteis, aparentemente como resultado da auséncia de
glandulas endometriais e de suas secrecdes, as quais mantém o crescimento do
concepto antes da formacgéao da placenta (Gray et al., 2001).

No presente estudo, aplicacdes seriadas de MPA em cadelas, do nascimento
até os seis meses de idade, ndo foram capazes de causar ablacdo total das
glandulas endometriais, porém diminuiram em 35% o0 seu desenvolvimento.
Similarmente, ablacao total ou parcial das glandulas endometriais ocorreu em vacas
que receberam progesterona associada a benzoato de estradiol (Bartol et al., 1995;
Bartol et al., 1999). Sabe-se que a exposi¢do inadequada do sistema reprodutor
feminino a esterdides durante periodos criticos do desenvolvimento pode atrapalhar
eventos organizacionais necessarios ao crescimento e diferenciacdo, levando a
fenétipos adultos alterados, consequentemente, com menor eficiéncia reprodutiva
(Gray et al., 2001). Da mesma forma, a dosagem e o periodo de exposicao a
hormbnios é também diretamente relacionado com efeitos no desenvolvimento de
orgaos e fungdes reprodutivas (Cooper & Kavlock, 1997). Além disso, vacas tratadas
com progesterona associada a benzoato de estradiol no periodo neonatal
apresentaram reduzidas taxas de gestacao, em face do menor desenvolvimento das
glandulas endometriais (Bartol et al., 1995; Floyd et al., 2001). Possivelmente isso

ocorreu pela menor sintese ou transporte de substancias essenciais (histétrofo) para
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a sobrevivéncia e desenvolvimento do concepto no periodo peri-implantagdo (Gray
et al., 2001). Nas cadelas deste estudo nao foi possivel a avaliagcdo da fertilidade
apds a exposicao prolongada ao MPA, ja que as mesmas foram submetidas a
ovariohisterectomia aos 6 meses de idade. Assim, o potencial da diminuicdo na
quantidade de glandulas endometriais em afetar o desempenho reprodutivo das
cadelas permanece por ser investigado.

As cadelas do grupo MPA apresentaram maior diametro das glandulas
endometriais em comparacdo as do grupo controle. Este aumento de diametro foi
resultante da acéo prolongada do MPA, progestageno com efeitos progesterone-like,
capaz de aumentar a capacidade secretéria glandular, o que justifica o maior
didmetro encontrado nas cadelas deste grupo. De acordo com Mulac-Jericevic e
Conneely (2004), os efeitos fisiologicos da progesterona sdo mediados pela
interacdo do horménio com seu receptor (PR), o qual foi expresso tanto no epitélio
superficial quanto no estroma endometrial das cadelas neste estudo.

Foi observado maior espessamento de parede uterina, endométrio, miométrio
e da altura do epitélio superficial nas cadelas tratadas com MPA por 6 meses (24
semanas), em relagdo as controle. Este maior espessamento de endométrio e de
parede uterina pode ter sido decorrente da dilatagdo e secrecao glandular, como
descrito por De Bosschere et al. (2002) em cadelas adultas tratadas com 0 mesmo
protocolo.

Neste estudo, os receptores ER-a, ER- e PR foram normalmente expressos,
tanto no epitélio superficial, quanto no estroma endometrial (Figura 2), sem diferenca
estatistica entre grupos. Estes resultados diferem de Dhaliwal et al. (1999), que
observaram baixos escores para ER e escore zero para PR no epitélio glandular
apos tratamento de cadelas com progesterona ou MPA, porém com moderada ou
alta expressdao de PR em outras regibes do endométrio. De fato, a progesterona
diminui o numero de ER e PR em tecidos uterinos de animais como cadelas e gatas
(West et al.,, 1976; West et al.,, 1977; Vermeirsch et al., 1999; Vermeirsch et al.,
2000), mesmo in vitro (Galabova et al., 2004). Todavia, De Bosschere et al. (2002)
observaram escores normais para ER e PR em cadelas adultas, tratadas por 24
semanas, com o mesmo protocolo do presente estudo, demonstrando que, assim
como no presente estudo, os receptores de horménios sexuais na maioria dos tipos

celulares da parede uterina escapam da down-regulation causada por
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progestagenos apds administracdo prolongada exdgena. Sabe-se, também, que a
expressdo de ER e PR podem ocorrer independentemente da regulagdo por
horménios sexuais (Okulicz, 1986; Clarke, 1990). No presente estudo, as
concentracdes enddégenas dos horménios esteroides sexuais eram basais, por se
tratarem de fémeas pré-puberes.

A expressdo de PR nas cadelas do grupo controle difere do relatado por
Lessey et al. (1981), os quais ndo detectaram PR no sistema reprodutor de cadelas
imaturas da raca Beagle que ndo foram submetidas a tratamentos hormonais.
Entretanto, esta de acordo com Cooke et al. (2012), que evidenciaram a expressao
tanto de ER e PR no utero de cadelas com 1 semana de idade. Estas diferencas de
resultados devem ter ocorrido pelo uso de metodologias diferentes para a avaliagao
da expressao dos receptores de esteroides.

Neste estudo, as Unicas manifestacdes clinicas observadas foram aumento
discreto do teto e de clitéris. Isso se deu pela presenca de receptores para
progesterona na glandula mamaria (Concannon et al., 1981), e provavelmente na
regido clitoriana.

O desenvolvimento de um modelo experimental “knockout” canino seria ideal
para ampliar os conhecimentos em implantacdo, placentacdo e desenvolvimento
normal embrionario, bem como para o desenvolvimento de protocolos para controle
de natalidade. No entanto, neste trabalho nao foi possivel obter o modelo UGKO. Da
mesma forma, Wilsher et al. (2009) com uso de estrogenos e progesterona em
potrancas, do nascimento aos seis meses de idade, ndo observaram ablacdo das

glandulas endometriais.

3.7 CONCLUSOES

Aplicagdes seriadas de acetato de medroxiprogesterona, do nascimento aos 6
meses de idade, causam reducdo de 35% no desenvolvimento de glandulas

endometriais em cadelas.
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Com este projeto buscou-se contribuir com o desenvolvimento de uma nova
estratégia para colaborar com o controle populacional de caes de rua por meio da
inibicdo do desenvolvimento das glandulas endometriais nesses animais, causando
assim esterilidade. Contudo, ainda nessecita-se de mais estudos sobre o assunto,
visto que nao foi possivel causar ablacdo total destas glandulas com o protocolo
utilizado (aplicacdes seriadas de acetato de medroxiprogesterona em neonatos

caninos).

A elaboracao de politicas publicas de controle populacional de cides devem
ser baseadas em conhecimentos relativos ao bem-estar dos animais envolvidos e é
essencial para o desenvolvimento de estratégias éticas de controle da populacao de
caes urbanos, contribuindo para efetivo controle de problemas de saude publica de
forma eficaz do ponto de vista técnico e aceitavel do ponto de vista da ética social

vigente.
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