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Resumo

OLIVEIRA, Fernando Caetano de. Mediadores inflamatorios e estradiol:
regulacao e efeitos sobre o trato reprodutivo de ruminantes. 2018. 122f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Mediadores inflamatodrios estdo envolvidos no controle da reproducédo em processos
fisiologicos como ovulacdo e lutedlise, bem como em processos patologicos, em
resposta a lesdes e/ou infec¢cdes. Em um primeiro estudo, objetivou-se comparar a
resposta inflamatdria em ovelhas submetidas a coleta de embrido transcervical (TC)
ou por laparotomia (LP). Embora as técnicas nao tenham diferido quanto a inducéo
de marcadores inflamatoérios, observou-se um aumento nos niveis de haptoglobina
(D3 e D6), paraoxonase 1 (PON1; D3) e proteinas totais (D9) apds as coletas.
Conclui-se que ambos procedimentos induzem uma reacao inflamatéria, sendo a via
TC indicada para animais com uma conformacéo cervical adequada, pois a técnica
LP limita o nimero de procedimentos. Em um segundo estudo, investigou-se o efeito
do tratamento com prostaglandina F2a (PGF) sobre marcadores de
luteinizacdo/ovulacdo e expressdo génica do endométrio. Observou-se a presenca
de RNAm do receptor de PGF (PTGFR) nas células da granulosa (CG) de foliculos
ao redor da divergéncia, sendo mais abundante no foliculo dominante. Nao se
observou um efeito da PGF sobre o diametro folicular, niveis intrafoliculares de
estradiol ou progesterona, bem como sobre a abundéncia de RNAm de enzimas
esteroidogénicas nas CG. A PGF néao foi capaz de induzir a ovulagdo em vacas
suplementadas com progesterona e ndo afetou a expressédo dos genes avaliados no
endométrio. Além dos mediadores inflamatdrios, horménios esteroides sdo os
principais reguladores das func¢des reprodutivas. Portanto, em um terceiro estudo,
foram identificados genes diferentemente expressos nas células endometriais de
vacas com diferentes niveis de estrogeno intrafolicular no proestro/estro como
PPARG e OTR. Além disso, observou-se correlacdo positiva entre a abundéancia de
RNAmM de IGFBP3, OTR, LTF e GREBL1 e niveis de estradiol intrafoliculares. Para
isolar o efeito do estradiol sobre as células epiteliais endometriais, foi utilizada uma
linhagem celular. ApdGs identificacdo dos receptores, o tratamento com estrégeno
induziu um aumento (10 min) e posterior diminui¢cao (15 e 30 min) na fosforilacdo da
MAPK, sugerindo ativacdo da rota. A fosforilagdo da AKT diminui apos (30 e 60 min)
o tratamento com estrogeno. Observou-se menor expressdo dos genes CCND1 e
CCND2 e aumento na expressédo de PCNA 12 h ap6s o tratamento com estrégeno,
indicando um efeito sobre o ciclo celular, o que foi confirmado através de um ensaio
de proliferacdo. O presente estudo fornece subsidios para mensurar o impacto dos
procedimentos de coleta de embrides sobre mediadores inflamatorios em ovelhas.
Ainda, contraria a hipotese de que a PGF possui um efeito direto sobre as células
foliculares. O modelo in vitro utilizado € apropriado para estudar os efeitos do
estrogeno sobre as células epiteliais do endométrio bovino.



Palavras-chave: prostaglandina; ovulacdo; divergéncia folicular; ambiente uterino;
epitélio endometrial.



Abstract

OLIVEIRA, Fernando Caetano de. Inflammatory mediators and estradiol:
regulation and effects on the reproductive tract of ruminants. 2018. 122f. Thesis
(Doctor degree in Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Inflammatory mediators are involved in the control of physiological reproductive
processes such as ovulation and luteolysis, as well as pathological processes, in
response to lesions and/or infections of the first study. The objective was to compare
inflammatory responses in sheep submitted to embryo collection by trnascervical
(TC) or laparotomy (LP) route. Techniques did not differ in inducting inflammatory
markers, but there was an increase in haptoglobin (D3 and D6), paraoxonase 1
(PON1; D3) and total protein (D9) influenced by the collection procedure. Thus, both
procedures trigger inflammatory reaction and the TC pathway is indicated for animals
with adequate cervical conformation, since the LP technique limits the number of
procedures. In a second study, we evaluated the effect of treatment with
prostaglandin F2a (PGF) on luteinization/ovulation markers and endometrial gene
expression. The presence of PGF receptor mRNA (PTGFR) in the granulosa cells
(CG) of follicles near to divergence was observed, being more abundant in the
dominant follicle. There was no effect of PGF on follicle diameter, intrafollicular levels
of estradiol or progesterone, and on the abundance of mMRNA of steroidogenic
enzymes in CG. PGF was not able to induce ovulation in cows supplemented with
progesterone and did not affect the expression of the evaluated genes in the
endometrium. Therefore, besides inflammatory mediators, steroid hormones are the
main regulators of reproductive functions. In a third study, genes with distinct
expression in the endometrial cells of cows were identified, with different levels of
intrafollicular estrogen in proestrus/estrus, such as PPARG and OTR. In addition, a
positive correlation was observed between the relative abundance of IGFBP3, OTR,
LTF and GREB1 mRNA and intrafollicular estradiol levels. A cell line culture was
used to isolate the effect of estradiol on endometrial epithelial cells. After the
identification of the estradiol receptor, treatment with estrogen induced an increase
(10 min) and a subsequent decrease (15 and 30 min) in phosphorylation of the
MAPK signaling pathway. The phosphorylation of the AKT route decreases after (30
and 60 min) estrogen treatment. There was a decrease in the expression of the
CCND1 and CCND2 genes and an increase in the PCNA expression 12 h after
estrogen treatment, indicating an effect on the cell cycle, which was confirmed by a
proliferation assay. The present study provides subsidies to measure the impact of
embryo collection procedures on inflammatory mediators in sheep. Furthermore, it
contradicts the hypothesis that PGF has a direct effect on follicular cells. The tested
in vitro model is appropriate to study the effects of estrogen on bovine endometrial
epithelial cells.



Keywords: prostaglandin; ovulation; follicular divergence; uterine environment;
endometrial epithelium.
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1 Introducéo

A crescente demanda mercadolégica por produtos originarios da atividade
agropecuaria, exige do sistema um incremento nos indices reprodutivos e
produtivos, porém respeitando o bem-estar animal. O Brasil possui 0 maior rebanho
comercial do mundo (Cook, 2016), porem € s6 o0 segundo maior em producdo de
carne bovina (Cook, 2015), produzindo anualmente 15,43% da carne bovina
mundial. Visando um aproveitamento mais efetivo da area explorada e a melhoria
dos manejos relacionados as técnicas reprodutivas, se propde evoluir no
conhecimento quanto as caracteristicas e resposta fisiolégica aos procedimentos,
objetivando a melhoria das técnicas reprodutivas ja difundidas. Neste sentido, uma
das possibilidades para mensurar o impacto das técnicas de multiplicacdo genética
gue requerem procedimentos invasivos acentuado € a avaliacdo de marcadores de
resposta inflamatéria (Chastant-Maillard et al., 2003).

Na medida em que os rebanhos bovinos e ovinos sdo mais exigidos
produtivamente, problemas de infertilidade se tornam mais frequentes. As causas de
infertilidade podem estar relacionadas a falhas na ovulacdo (Lopez-Gatius et al.,
2005; Wiltbank et al., 2002) e na fertilizacdo (Sartori et al., 2002), a um ambiente
uterino inadequado (Gani et al., 2008), a distarbios no reconhecimento materno da
gestacdo (Madsen et al., 2015), a uma funcdo luteal insuficiente (Kimura et al.,
1987), entre outros. Em especial, trabalhando com rebanhos de atividade leiteira,
estas manifestacdes de infertilidade sdo associadas com a reducdo na longevidade
de vacas, resultando em perdas econdmicas relevantes (Lucy, 2001).

Mediadores inflamatérios atuam em processos relacionados a importantes
funcdes no organismo, com foco no sistema reprodutivo, podemos citar a
prostaglandina F2a (PGF) como um importante mediador inflamatoério (Basu, 2010)
atuando durante o processo de lutedlise (Silvia et al., 1991), processo ovulatorio
(lesaka et al., 1975) e sobre o utero (Blesson e Sahlin, 2014; Haimerl et al., 2013).
Agindo também sobre a involugdo uterina, e como adjuvante para tratamento de
endometrite puerperal (Melendez et al., 2004), resultando em posterior incremento

na expressao de estro e prenhez em bovinos (Archbald et al., 1994). Os mediadores



18

inflamatorios também sédo estudados por sua funcédo na resposta do organismo, a
procedimentos invasivos necessarios a realizacdo de biotécnicas, sendo alguns
considerados marcadores de desconforto como haptoglobina, paraoxonase 1 e
fibrinogénio (Ceciliani et al., 2012; Fazio et al., 2015). Além desses mediadores, 0
estrogeno parece possuir uma importante regulacdo sobre o ambiente folicular e
uterino, seus niveis durante o proestro/estro estdo sendo associados a fertilidade
(Peres et al., 2009), sendo a duracao do proestro, a expresséo de estro, e a duracao
da dominéncia folicular, relacionados com a fertilidade e funcdes enddcrinas em
bovinos (Austin et al., 1999; Bridges et al., 2010). A suplementacdo exdgena, foi
relatada reestabelecendo a expressdo de EGF no endométrio, e a fertilidade
consequentemente (Katagiri e Moriyoshi, 2013; Katagiri e Takahashi, 2006). Com
isso, ressaltamos importantes ocorréncias observadas sobre os mediadores
inflamatorios, sua importancia como resposta do organismo, e sua regulacdo quando
suplementado exdégeno sobre processos reprodutivos. Além disso, identificamos
uma relacdo entre a fase estrogénica e o ambiente uterino, porém, sem

conhecimento dos mecanismos e fatores envolvidos.

Objetivo Geral

Avaliar a regulacdo e os efeitos de mediadores inflamatérios e do estradiol
durante o periodo periovulatério e luteal inicial sobre o trato reprodutivo de

ruminantes.

Objetivos Especificos
1) Comparar o efeito de diferentes técnicas de coleta de embrides sobre a

inducdo de mediadores inflamatorios em ovelhas;

2) Avaliar os efeitos do tratamento com PGF intramuscular sobre o ambiente

folicular em vacas suplementadas ou ndo com progesterona (proestro/estro);

3) Investigar a presenca e a regulacdo da expressdo do receptor de PGF
(PTGFR) nas células da granulosa em foliculos bovinos em diferentes fases de

desenvolvimento;

4) Avaliar o efeito da PGF sobre o ambiente uterino quando aplicada durante o

proestro;
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5) Avaliar a associacdo entre os niveis de estradiol intrafolicular durante o

proestro/estro e expressdo de RNAm nas células endometriais em bovinos;

6) Validar o modelo de cultivo de células do epitélio endometrial bovino para
estudo dos efeitos do estradiol;

7) Avaliar o efeito do estradiol sobre cultivo de células de epitélio endometrial,

em nivel molecular;



2 Revisado da Literatura

2.1 Periodo periovulatorio

O ciclo estral nas espécies domésticas compreende uma fase folicular e uma
fase lutea, ou fase estrogénica e progesterdnica, respectivamente. Consideramos
periodo periovulatério, como sendo composto pelo proestro, estro, metaestro e
diestro inicial. O inicio da transicdo entre estes momentos se da pelo processo de
lutedlise, ovulacao e luteogénese, quando ocorre uma transformacéo das células da
teca e da granulosa, que comecam a produzir P4 (Luque et al., 1983). A regulacao
neuroenddcrina destes eventos compreende a liberagdo de GnRH pelo hipotalamo,
do FSH e do LH pela hipofise anterior, e a sintese dos esteroides gonadais (estradiol
e progesterona). Além da regulacdo enddcrina, fatores locais influenciam a funcéo
ovariana, como 0s membros da superfamilia TGF-B (Kingsley, 1994; Knight e Glister,
2006), inibina, ativina e folistatina (Findlay, 1993), que exercem diversas funcdes
durante a foliculogénse, atresia folicular e luteogénese.

Fatores metabdlicos sistémicos também possuem uma importante funcao,
através da interacao nutricdo e reproducéo. Estes fatores sdo produzidos em outros
orgdos ou localmente, nos érgaos reprodutivos, e exercem fungcdes na determinacdo
do destino das estruturas ovarianas. Fatores como o IGF1 e IGFBPs (Silva et al.,
2009), colesterol (Ruas et al., 2000), leptina (Williams et al., 2002) e insulina (Butler,
2000) sao conhecidos pelos efeitos sobre os eventos reprodutivos. Fatores
ambientais externos também influenciam a funcdo ovariana, através de neurdnios
(catecolaminérgicos e opioidérgicos) que processam as informagdes do meio
externo (luz, temperatura, odores e interacdes sociais) e interno (concentracdo de
esteroides), convergindo sobre os neurdnios hipotalamicos para regular suas
funcdes (Kalra e Kalra, 1984).

O eixo hipotalamo/hipofise/gbnadas € regulado pela interacdo dos diversos
fatores supracitados. Porém, a secrecao das gonadotrofinas hipofisarias (LH e FSH),
a partir da liberacdo hipotalamica do GnRH, é o principal mecanismo de regulagéo
das funcbes gonadais, e suas principais acdes acontecem durante o periodo

periovulatorio. Os esteroides ovarianos também possuem uma importante atuacao
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na regulacdo na secrecdo de LH e FSH, através de mecanismos de
retroalimentacdo (Thomas et al.,, 1988). A queda nas concentracdes de P4 na
presenca de altas concentracdes de E2 elimina o efeito de retroalimentagéo negativa
sobre a liberagcdo das gonadotrofinas hipofisarias, aumentando a frequéncia das
descargas de LH (Schams, 1986). Ja a regulacédo do FSH esta mais relacionada aos
niveis de estrégeno e inibina circulantes (Findlay, 1993).

O grau de desenvolvimento do foliculo no momento da lutedlise, caracterizada
pela lise do CL e pelo decréscimo na concentracdo de P4 circulante, determina o
tempo necessario até que este foliculo complete o seu crescimento, e sua
maturacdo, sendo capaz de produzir quantidades suficientes de E2 para
desencadear o estro, a onda pré-ovulatoria de LH e a ovulacdo (Ireland e Roche,
1982). Estes processos iniciam com a expressdo de LHCGR, nas células da
granulosa (CG), com maior expressdo observada em foliculos a partir de 9mm
(Gasperin et al., 2015), sendo que, em vacas Bos taurus taurus a partir de 12mm de
diametro, 95% dos foliculos dominantes respondem ao LH (Sartori et al., 2001b).

A P4 produzida pelo CL inibe a liberacdo de LH, que é secretado em pulsos de
baixa frequéncia e de grande amplitude durante a fase Ilitea (Rahe et al., 1980).
Quando ocorre a lutedlise, a concentracdo de P4 sérica diminui e os pulsos de LH
aumentam. Dessa forma, ocorre estimulo a producédo de andrégenos nas células da
teca, os quais séo convertidos em E2 nas células da granulosa (Komar et al., 2001).
O E2 estimula a secrecao de pulsos de LH de alta frequéncia, porém com baixa
amplitude (Karsch, 1987), levando a um pico de LH que culmina na ovulacao.
Apenas os foliculos dominantes selecionados em um ambiente com progesterona
decrescente serdo responsivos ao LH, tornando-se aptos a ovular.

O periodo periovulatério, associado a dindmica hormonal que ocorre, exerce
uma importante modulacdo sobre o ambiente folicular e uterino. Porém,
especificamente ndo se conhece os mecanismos de acao e as provaveis interacdes
hormonais deste periodo, capazes de impactar na capacidade reprodutiva. Estudos
gue buscam evoluir no conhecimento da acdo dos mediadores inflamatorios e do
estrdgeno sobre o trato reprodutivo em ruminantes domésticos, podem identificar
pontos chaves para o aumento dos indices reprodutivos, 0s quais poderiam ser

manipulados em protocolos de inducgéo e sincronizacéo de estro e ovulagao.
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2.2 Mediadores inflamatoérios

Durante o processo inflamatorio, eventos hemodinamicos ocorrem atraves de
uma vasodilatacdo e aumento no fluxo sanguineo local, assim como da
permeabilidade capilar e a liberacdo de fatores leucocitarios. Estes eventos que
caracterizam as alteracbes do processo inflamatorio sdo mediados principalmente
por eicosanoides (prostaglandinas) (Dennis e Norris, 2015; Ke et al., 2017), citocinas
pro-inflamatérias (FNT-a; IFN-gama; IL-1; IL-6; IL-8) (Gruys et al., 2005) e pela
diminuicdo de fatores com atividade anti-inflamatéria (antagonista IL-1R; proteinas
de ligacdo ao FNT-q; proteinas de ligacdo a IL-1).

Dentre os mediadores inflamatérios, também se encontram as proteinas de
fase aguda, uma classe de proteinas que respondem ao processo inflamatério
positivamente (proteinas de fase aguda positivas) e negativamente (proteinas de
fase aguda negativa) (Ceciliani et al., 2012). A resposta local a uma injuria, é
mediada inicialmente por células inflamatérias locais (neutréfilos polimorfonucleares
e macrofagos), que secretam citocinas pro-inflamatérias (revisado por Turner, 2014).
Apéds a reacdo local, ha uma resposta hepatica, produzindo as proteinas reagentes
de fase aguda positivas e negativas (Bionaz et al., 2007).

A haptoglobina e o fibrinogénio sdo considerados proteinas de fase aguda
positivas, e sao regulados em processos inflamatorios e em resposta a um disturbio
hemodinamico do organismo (Gruys et al., 2005). A paraoxonase 1 € considerada
uma proteina de fase aguda negativa, pois seus niveis diminuem em resposta a um
estimulo (Schneider et al., 2013). Estas proteinas de fase aguda positiva e negativa,
podem servir como marcadores de um processo inflamatoério, dor ou desconforto
(Ceciliani et al., 2012; Eckersall, 2000; Fazio et al., 2015). Independente do
mecanismo de acdo e das interacdes como mediadores, estas proteinas possuem

uma relacdo com processos reprodutivos.

2.2.1 Mediadores inflamatorios na reproducéo

Um dos principais eventos reprodutivos, tido como um processo inflamatorio,
a ovulacédo (Espey et al., 2003). O processo ovulatério é tido como um evento
inflamatorio local, ocasionando o rompimento do foliculo pré-ovulatério e liberacdo
do ovdcito. A ovulagcdo em ruminantes domésticos, € um processo mediado pela
prostaglandina E (PGE), PGF, interleucinas (IL-1, IL-4, IL-6, e IL-8), FNT-a, além de

proteases, colagenases e metaloproteinases de matriz (MMPSs) (Espey e Richards,
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2006). A ovulacao envolve trés processos biologicos distintos, sendo o reinicio da
maturacdo nuclear do ovocito (Mermillod et al., 1999), remodelamento de matriz
extracelular do foliculo, que permite a sua ruptura (Goldman e Shalev, 2004) e a
modificacdo morfo-bioquimica e espacial das células da granulosa e teca, que se
transformam em células luteais (Priedkalns et al., 1968).

Assim como na ovulacdo, o FNT-a e seu receptor estdo presentes no CL inicial
em bovinos (Sakumoto et al., 2000), induzindo proliferacdo celular neste periodo
(Petroff et al., 1999). Porém o FNT-a pode induzir a morte, dependendo em qual
receptor ocorre a ligacao (TNFRI ou TNFRII) (Boldin et al., 1995; Hsu et al., 1995). A
complexidade dos mediadores inflamatérios, e suas distintas regulacdes, trazem
também um efeito durante o processo de lutedlise. A lutedlise funcional que
caracteriza o inicio do proestro, ocorre através da PGF e é regulada pelos
mediadores FNT-a, IL-1B e IFN-gama (Neuvians et al., 2004; Skarzynski et al.,
2005). As prostaglandinas (PGF e PGE), seus receptores (EP2, EP3 e FP) e seu
transportador (PGT), também estdo presente durante a vida funcional do CL, e agem
como mediadores na autorregulacéo da funcéo luteal (Arosh et al., 2004).

Além do processo de lutedlise, as prostaglandinas também sdo associadas a
processos inflamatorios em diversos tecidos. A producdo de PGF possui um efeito
regulatério sobre a producdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1) e fatores de
crescimento, tanto em modelos in vitro como em modelos in vivo (Kawano et al.,
2001; Raz et al.,, 1988). Como uma molécula pro-inflamatéria, a PGF estimula a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias, nas células epiteliais e de estroma do
endométrio, diminuindo os efeitos imunossupressores da P4, através do aumento da
atividade fagocitica dos neutréfilos (Lewis, 2004). Segundo Lewis (2004), os
eicosanoides (PGE e PGF) atuam promovendo as defesas imunitarias e a saude
uterina em bovinos, inclusive seus analogos comerciais. A PGF é considerada um
importante mediador inflamatério no periodo periparturiente, tendo sua secre¢ao
aumentada neste periodo, podendo contribuir com a defesa imune do uUtero (Singh et
al., 2008).

Além dos eicosanoides, o estrdgeno causa um efeito similar sobre o Utero,
estimulando fatores pro-inflamatérios e imunoldgicos locais, regulando estes
processos nas ceélulas de estroma endometrial e efeitos de proliferacdo e
diferenciacéo (Tibbetts et al., 1999). O aumento destes efeitos, esta relacionado as

mudancas hemodindmicas ocasionadas pelo estradiol, similares a um processo
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inflamatorio, regulando citocinas (IL-11 e IL-15) sobre células de estroma uterino e
estimulando proliferacdo e diferenciacdo (Dimitriadis et al., 2002; Dunn et al., 2002).
A funcdo do sistema imunoldgico no ambiente uterino é importante, visto que a
preparacdo do ambiente para o recebimento do embrido é fundamental para o

processo reprodutivo, e o estrogeno parece ter um papel importante.

2.3 Prostaglandinas no periodo periovulatorio

Embora as prostaglandinas (PGs) sejam frequentemente comparadas aos
horménios, estas sdo formadas em quase todos os tecidos e ndo em glandulas
especializadas. Além disso, as prostaglandinas geralmente agem localmente, ao
invés de serem transportadas pelo sangue até as células-alvo (Jee e Ma, 1997).
Apresentam meia-vida plasmatica muito curta (Ferreira e Vane, 1967), sendo
metabolizadas principalmente nos pulmdes, em geral em sua primeira passagem. As
PGs sdo compostos extremamente potentes, que desencadeiam uma ampla faixa de
respostas fisiologicas, estando presentes na forma de compostos relacionados com
numerosos metabdlitos, exibindo grande variedade de efeitos farmacolégicos (Sudo-
Hashai, 2010). O &cido araquidénico é o precursor das PGs associadas com
processos reprodutivos, como a PGF e a PGE, através de trés rotas de biossintese
(Murdoch et al., 1993): via da ciclo-oxigenase ou prostaglandina G/H sintase
(PTGS1 e PTGS2); via da lipoxigenase; e via da epoxigenase (Sugimoto et al.,
2014).

As prostaglandinas parecem ter efeitos sobre o crescimento folicular em
bovinos (Leonardi et al., 2012) mediando a acdo das gonadotrofinas durante o
periodo periovulatério (Fortune et al.,, 2009), apesar destas rotas de acdo serem
desconhecidas. A PGF exdgena possui capacidade de aumentar a resposta
ovariana gerada pela liberacdo de GnRH/LH na vaca, no periodo pos-parto (Randel
et al., 1996), enquanto as prostaglandinas enddgenas, produzidas pelo foliculo
ovulatorio, possuem papel importante na ovulagdo (Murdoch et al.,, 1983). Em
ovelhas, o blogueio com indometacina intrafolicular impede a ovulagéo, porém sem
afetar a luteinizacdo e a producéo de P4 (Murdoch e Dunn, 1983). A aplicacao de
PGF em ovelhas em anestro suplementadas com medroxiprogesterona (MAP),
resultou em estimulo a ovulagéo, com efeito local no ovario, especificamente sobre a
ruptura do foliculo, ja que a producao subsequente de P4 foi afetada (Davies et al.,
2006).
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Em funcdo de uma resposta fisioldgica ao pico de LH, foliculos pré-ovulatérios
de bovinos apresentam a expressao da enzima PTGS2 aumentada (Liu et al., 1997),
resultando em aumento nas concentracdes intra-foliculares de PGE e PGF, 24 horas
apoés o estro (Liu et al., 1997), as quais diminuem significativamente apos a ruptura
do estigma ovulatorio (Espey et al., 1991). Fortune et al. (2009) trabalhando com
cultivos de células da granulosa, descreveram uma acao de estimulo da PGF sobre
a expressdo da protease ADAM17, que esta relacionada a rota de ovulacéo induzida
pelo LH. Segundo Park et al. (2004), a enzima PTGS2 também esta envolvida com a
cascata de fatores semelhantes ao EGF, na qual a ativacdo do receptor EGFR induz
um aumento da expressao de PTGS2 no periodo pré-ovulatério.

A fosforilacdo da MAPK nas células da granulosa também é um evento
importante para o processo de ovulacdo, sendo essencial em mamiferos (Fan et al.,
2009), sua fosforilacdo possui 0 EGF como mediador ativado pelo pico de LH.
Panigone et al. (2008) trabalhando com camundongos knockout para EGFR,
demonstraram a rapida transativagcdo estimulada pelo LH em foliculo pré-ovulatorio,
que é essencial para a ovulacdo. Porém, quando foi feita a ablacdo do EGFR, néo
houve bloqueio completo da fosforilacdo de MAPK, indicando que podem haver
rotas de ativacao alternativas como o sistema renina-angiotensina (RAS) (Ferreira et
al., 2007; Goncalves et al., 2012) e outros meios possiveis para fosforilacdo da
MAPK. A angiotensina Il demonstrou uma correlacdo com a sintese de PGF2a em
cultivos in vitro de CG (Acosta et al., 1999).

A PGE possui efeitos similares ao LH, pela mediacdo de células da teca e
granulosa (Richards, 1994). Em ovinos, ha um aumento no acumulo de PGE e PGF
no interior do foliculo destinado a ovular, que é mediado por AMPc (Murdoch et al.,
1981). Através de alteracbes do AMPc, o pico de LH desloca a esteroidogenese no
foliculo ovulatério (Stocco, 2008). O nivel de AMPc se eleva na parede do foliculo, 4
h apds o pico de LH, permanecendo elevado durante 12 h, declinando apés 16 - 20
h (Brannstrom et al., 1987; Murdoch et al., 1981). Em ovinos, as concentracdes de
PGE e PGF2a no fluido folicular ndo sdo moduladas pelo pico de LH (Murdoch et al.,
1981; Murdoch et al., 1983). Porém, a ovulacdo foi bloqueada quando aplicado
indometacina, que também bloqueia a ovulacdo em porcas, vacas e eéguas
(Ainsworth et al., 1989; Algire et al., 1992; Mori et al., 1980a).
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Foi demonstrado que a PGF pode ser utilizada em protocolos de IATF como
indutor de ovulacdo, sem 0 uso esteroides com esta finalidade, permitindo a
obtencdo de indices reprodutivos semelhantes aos observados em vacas que
receberam estrogeno como indutor de ovulagdo (Pfeifer et al., 2014). Em vacas
quando a PGF foi aplicada no momento da inseminacao artificial, resultou em
aumento nos indices de prenhez (Ambrose et al., 2015). Estes relatos, indicam que
a PGF possui acdo no periodo periovulatério em vacas. Entretanto, até o presente
momento nao foram realizados estudos para determinar o mecanismo de acao da
PGF neste processo. O melhor entendimento das vias de atuacdo, sejam elas
enddcrinas ou locais, sera de grande importancia para que se explore de forma mais

precisa as funcdes da PGF.

2.4 Acao e importancia do estrogeno

O periodo periovulatério é caracterizado por uma intensa interacdo entre
eventos uterinos e ovarianos, compreendendo o periodo de proestro, estro e
metaestro. Em bovinos, estes eventos ocorrem em um periodo de cerca de 3-5 dias,
desde a lutedlise funcional, no inicio do proestro, até os processos de ovulacdo e
luteogénese no metaestro. Em grande parte deste periodo periovulatorio, ha
predominéancia da fase estrogénica do ciclo estral. Um proestro prolongado, pode ter
reflexos positivos sobre o desempenho reprodutivo subsequente, em funcdo de que
os elevados niveis séricos de estrégeno podem promover melhor expressédo de
estro, especialmente em protocolos de IATF (Carvalho et al., 2008). A
suplementacdo exdgena de estrogenos pode resultar em incremento na fertilidade
(Peres et al., 2009). Porém, os mecanismos que podem levar a esses efeitos, nos
ambientes do utero e do oviduto ou no ambiente folicular, ainda ndo séo totalmente
esclarecidos (Binelli et al., 2014; Dadarwal et al., 2013). Associacbes entre a
duracdo do proestro, a expressdo de estro, e a duracdo da dominancia folicular,
foram relacionados com a fertilidade e fungdes endocrinas em vacas (Bridges et al.,
2010) e em novilhas (Austin et al., 1999).

Os niveis de estradiol durante o proestro e estro parecem influenciar a fungéo
folicular e, principalmente, o ambiente uterino. A expressdo de estro influencia
positivamente as taxas reprodutivas e reduz as perdas gestacionais precoces, em
vacas lactando, que foram inseminadas ou inovuladas com embrides, o0 que sugere

um efeito em nivel uterino (Pereira et al., 2016). Por outro lado, niveis inadequados
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de estrogeno durante o estro, foram detectados em vacas leiteiras de alta producéao
repetidoras de servico, que tinham a expressdo de EGF endometrial afetada
(Katagiri e Moriyoshi, 2013). A alteracao na expressao de EGF foi restaurada apos a
suplementacdo exdgena de estradiol, 0 que repercutiu em um aumento na taxa de
prenhez (Katagiri e Takahashi, 2006). Estes fatos, sugerem uma relacdo entre o
estrogeno e a rota do EGF, embora esta hipétese ndo tenha sido investigada.

Madsen et al. (2015), trabalhando com uma dosagem conhecida de estradiol
em vacas ovariectomizadas, descreveram o efeito do E2 no proestro sobre o
reconhecimento materno da gestacdo, e a sobrevivéncia embrionaria a partir do
sétimo dia, quando os animais receberam um embrido. Outros estudos também
demonstraram que o estradiol periovulatorio exerce uma importante regulacdo sobre
o endométrio no dia 7, quando o embrido se encontra no Utero (Mesquita et al.,
2015; S& Filho et al., 2017), e no dia 15, quando ocorre o reconhecimento embrio-
materno (Mitko et al., 2008). A caracteristica da fase estrogénica (intensidade e
duracgdo) e a expressado do estro, também afetaram o ambiente uterino no dia 19 do
ciclo estral (Davoodi et al., 2016). Aléem do efeito do perfil enddcrino (Mesquita et al.,
2015), o proprio embrido também tem influéncia na expressao génica das células
endometriais (Sponchiado et al., 2017), modulando o ambiente uterino.

Dentre as principais modulacfes, se observa um efeito das concentracdes de
estradiol sobre expressbées génicas no endométrio. Se observa um efeito sobre
OTR, que atua no reconhecimento embrio-materno, e na mediagdo do efeito da
ocitocina durante o processo de lutedlise em bovinos (Amico et al.,, 2002). O
estradiol atua sobre o ambiente endometrial, regulando genes relacionados a
homeostase (AQP4, SLC2A1), proliferacéo celular (COL4Al, EGFR, GREB, CCND1,
CCND2) e nutrigéo celular (IGFBP-3, IGFBP-4, SLC2A1), estimulando estes efeitos,
gue se traduzem em proliferacdo celular. Este genes, sdo tidos como candidatos
para avaliacdo dos efeitos do estradiol sobre o endométrio de bovinos, assim como
sobre cultivos celulares.

Estudos in vivo, demonstraram uma correlacdo entre o periodo da fase
estrogénica (proestro e estro), com a concentracdo do EGF em tecido endometrial,
coletado por biopsia (Katagiri e Takahashi, 2004). Em vacas repetidoras, com baixa
expressdo do EGF no endométrio, a dose de 5 mg de benzoato de estradiol (BE)
reestabeleceu a expressao (Katagiri e Moriyoshi, 2013). No entanto, com doses

menores de BE (1 mg), como as normalmente usadas em protocolos de IATF (Sa
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Filho et al., 2014), n&o foi observado efeito sobre o EGF (Katagiri e Moriyoshi, 2013).
A regulacéo da expressao das células endometriais pelo estrogeno mostra um efeito
sobre o ambiente uterino em bovinos, que pode ter uma relativa contribuigdo para a
fertilidade na espécie. Protocolos que utilizam altas doses de estrogeno, a fim de
mimetizar o periodo final da gestacéo e induzir lactacdo artificial sem a necessidade
de gestacdo, demostram que uma parcela significativa (40-70%) de vacas
repetidoras retomam a fertilidade ap6s a conclusdo do protocolo, alcangando
desempenho reprodutivo similar ao de vacas sem histérico de problemas (revisado
por Pestano et al. (2017). Como estes protocolos envolvem longos periodos de
exposicao ao estradiol, ocorre um efeito intenso sobre o trato reprodutivo da vaca,

tanto no Gtero como no ovario.
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Inflammatory markers in ewes submitted to surgical or transcervical embryo collection
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ABSTRACT: The techniques currently available for embryo collection in sheep include surgical (laparotomy; LP)
and transcervical (TC) methods. Although both methods are well established, there is no data about the levels
of inflammatory markers in ewes after using such procedures. The objective of this study was to compare the
systemic reaction to inflammation in ewes submitted to superovulation and embryo collection through LP or TC
methods. Blood samples were collected before each procedure (at DO) and at 3, 6 and 9 days after procedures
to determine the levels of total protein, haptoglobin, fibrinogen and paraoxonase 1. The levels of inflammatory
markers did not differ (P > 0.05) between methods. Serum levels of haptoglobin and total protein and
paraoxonase 1 activity increased after DO (P < 0.05) for ewes submitted to both methods. In conclusion,
although TC is a less invasive embryo collection method compared to LP, both methods induced similar
inflammatory response over time.
Keywords: acute phase proteins; animal welfare; superovulation; embryo transfer; sheep.
1. Introduction

Due to the difficulties on cervical transposition, surgical collection through laparotomy (LP) is the most
commonly used method for embryo recovery in ewes (Tervit and Havik, 1976). Although LP is efficient, allowing
high embryo recovery (ER) rates, it invariably induces adherences in reproductive organs, compromising
subsequent fertility and limiting the number of future procedures to be conducted in embryo donor ewes.

Alternatively, nonsurgical transcervical (TC) procedures were established based on induction of
cervical dilatation (Gusmao et al., 2009; Masoudi et al., 2012) allowing cervical transposition in a greater
number of ewes, reducing the occurrence of undesirable sequels. However, there is no information regarding
the systemic reactions caused by any of such procedures. This study aimed to determine the impact of using LP
or TC methods for embryo recovery in ewes on the levels of inflammatory markers such as haptoglobin,

fibrinogen, paraoxonase 1 and total protein.
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2. Material and methods

All procedures were approved by the UFPel’s Ethics in Animal Experimentation Committee.
Multiparous Crioula Lanada ewes were pre-synchronized, so they could be classified according to the ability of
transposing their cervix during the estrus and diestrus periods of the breeding season (31°48'19.21"S -
52°24'44.53"W). In that trial, three cervical dilatation protocols were tested with administration of: a) sub-
aracnoid ketamine (DeRossi et al., 2009), b) intravaginal misoprostol (Prostokos, Hebron) as prostaglandin E
analog (Gusmado et al., 2009) and c) estradiol + oxytocin (Masoudi et al., 2012), modified by using estradiol
benzoate via IM. It was used the methodology based on traction and fixation of the cervix with Pozzi tweezers
and the cervical transposition with Hegar n°2 uterine dilator (Gusméo et al., 2009). The estradiol/oxytocin
protocol provided the most satisfactory results (data not shown). Twenty days later, two groups of ewes (n =5
each) selected as candidates for either the TC or LP procedures were submitted to a protocol of multiple
ovulation and embryo transfer (MOET), as described by Menchaca et al. (2009), with modifications: 200mg of
pFSH (Folltropin V, Bioniche) were used for superovulation (SOV); 75 pg of D-cloprostenol (PGF analogue -
Veteglan®, Calier) and 25 pg lecirelin (GnRH analogue, Gestran, Tecnopec) were administered to induce
luteolysis and ovulation, respectively. Estrous behavior was assessed twice a day after PGF, using a teaser. After
finishing the pFSH treatment at the time of estrus detection (at D-6), a dose of GnRH analog was administered,
followed by cervical artificial insemination 12 and 24 h later, using fresh semen.

Ewes to be submitted to LP were fasted from food and water at D-1. At DO, prior the LP procedure
(Candappa and Bartlewski, 2014), ewes were anesthetized with 0.2 mg/kg b.w. of xylazine i.m. (Anasedan,
Ceva), followed by 5 mg/kg b.w. of ketamine i.v. (Dopalen, Vetbrands).

Ewes to be submitted to TC received 100 pg of estradiol benzoate i.m. (Gonadiol, Zoetis) at D-1 and
100 IU oxytocin i.m. (Placentex, Agener Unido) at DO. Ten min later, ewes were submitted to embryo collection
by TC technique (Gusmao et al., 2009), as described above.

The time spent to perform each procedure was registered. At DO, a few minutes before the execution
of both embryo recovery procedures, blood samples were collected from all ewes, from the jugular vein, in
tubes with and without anticoagulant to determine basal levels of haptoglobin (HAP), fibrinogen (FIB),
paraoxonase 1 (PON1) and total proteins (TP). To assess the levels of inflammatory markers, samples were also
collected at D3, D6 and D9. At D9, after the last blood collection, the number of corpus luteum (CL) in ewes

submitted to TC embryo collection was assessed by laparoscopy, to determine the embryo recovery rates.
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The HAP levels were determined based on its ability to bind to hemoglobin using the guaiacol method
(Bastos et al., 2011). Fibrinogen levels were determined through heat-precipitation (Lowe et al., 2004), PON1
arylesterase activity was determined by spectrophotometry (Browne et al., 2007). The TP concentration was
determined by refractometry.

The time necessary for each procedure was compared between treatments through a two-sample t
test. The levels of inflammatory markers were compared across treatments, periods of blood collection and
their interactions using ANOVA with repeated measures, adjusted for the individual effects of the ewes (SAS).
3. Results and discussion

Both embryo recovery procedures required similar periods to be conducted (P > 0.05): 28.4 + 1.0 min
for LP; and 26.0 + 3.0 min for TC. Embryo recovery rates (structures/CL) were 71.4% (35/49) and 69.2% (18/26)
for LP and TC, respectively. In each treatment, one ewe did not respond to SOV (had only one CL).

In the present study, positive (haptoglobin and fibrinogen) and negative (paraoxonase 1) acute phase
proteins (APP) and total protein levels were compared in ewes submitted to different embryo collection
procedures. Although the evaluated parameters are known as markers of acute reaction, the time points in
which blood samples were collected allowed the evaluation of the systemic reaction against inflammation, as it
includes acute and chronic responses (Ceciliani et al., 2012).

There was no difference (P > 0.05) in the levels of HAP, FIB, PON1 and TP between treatments (Fig. 1).
However, considering all ewes regardless of the embryo recovery method, a temporal effect on the levels of
inflammatory markers was observed. At DO, ewes from both groups had HAP levels inferior to 0.5 g/L (Fig. 1A
and 1B), which were similar to those reported by Wells et al. (2013), indicating that ewes were healthy.
However, greater HAP levels occurred at both D3 and D6 (P < 0.05), characterizing an inflammatory response
after the procedures. At D9, HAP returned to levels comparable to those observed before the procedures,
suggesting that the raised levels at D3 and D6 may be due to the lesion resulting from the procedures executed
at DO. As HAP has a half-life of 2.3 days in sheep and both HAP and serum amyloid A (SAA) are good markers of
inflammation (Wells et al., 2013) and stress (Fazio et al., 2014), such ewes were likely recovered from the
inflammatory process at D9. The pattern of HAP levels observed in the present study suggests that, besides its
role as an APP (Eckersall, 2000), HAP is also a marker of resolving inflammation, alternating increased and

decreased levels within few days after an acute stimulus.
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Unlike HAP, the FIB levels were not altered after either procedure (Fig. 1C and 1D; P > 0.05),
suggesting that FIB may not be a sensitive marker of stress and/or inflammation. That agrees with a previous
study in which both HAP and SAA were acutely increased in ewes after transport, whereas FIB levels were
unaltered (Fazio et al., 2014). Furthermore, Barros et al. (2015) also did not observe fluctuation in FIB levels in
ewes submitted to laparoscopic ovariectomy, with the reported values ranging within levels considered normal
for sheep (100 to 500 mg/dL), as observed in the present study. It is important to highlight, however, that the
first FIB evaluation was performed three days after the procedure. Thus, we cannot discard an earlier
regulation of this inflammatory marker.

As the PON1 is considered a negative APP in several species, decreasing after inflammation processes
(Ceciliani et al., 2012), the PON1 activity was expected to decrease after the embryo recovery procedures.
However, a transitory increase was observed at D3 (P < 0.05), after both procedures (Fig. 1E and 1F). To our
knowledge, although PON1 is a negative marker of fat liver in sheep at the postpartum period (Cao et al., 2017)
and in sheep naturally infected with ecthyma virus (Deveci et al., 2017), the present study is the first one to
report PON1 activity after surgical and transcervical procedures in sheep. The observed values for PON1 activity
are within the normal levels previously described for ewes (Pradiee et al., 2017). Earlier and more frequent
blood collections after the procedures would be necessary to accurately determine PON1 activity fluctuation
during inflammation in ewes.

Increased TP levels compared to DO were only observed at D9 (P < 0.05), for both groups (Fig. 1G and
1H). Early TP responses were expected after the procedures, since TP is supposed to be acutely regulated after
injuries. However, in ewes with naturally acquired mastitis, daily TP levels were unaltered during six days,
whereas the levels of both FIB and HAP were increased compared to the levels observed for healthy ewes
(Simplicio et al., 2017).

Although there are no specific and reliable markers of pain and stress in animals (Ceciliani et al., 2012),
the parameters evaluated in the present study are known by their capability of identifying individual response
to stressor agents (Murata et al., 2004). As no differences on any of the investigated markers were observed
between the two tested embryo recovery methods, further studies should focus on evaluating the

reproductive performance and the longevity of ewes repeatedly submitted to the LP and TC techniques.
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Figure 1: Serum levels of haptoglobin, fibrinogen, paraoxonase 1 activity and total protein in ewes submitted to
embryo collection. A, C, E and G: Comparisons between embryo collection methods; non-surgical transcervical
(TC) and laparotomy (LP) (n = 5 ewes per group). B, D, F and H: Comparisons across periods regardless of the
embryo collection method (n = 10 ewes). Blood samples were collected immediately before the procedures

(D0) and 3, 6 and 9 days after. Error bars represent standard error. *Differences from DO (P < 0.05).
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Resumo: Dentre os mediadores inflamatorios, a PGF esta relacionada a processos
reprodutivos associados ao crescimento folicular, ovulacédo e proliferacdo endometrial.
Entretanto, os mecanismos celulares/moleculares envolvidos sdo desconhecidos. Com
isso, este trabalho tem por objetivo identificar os efeitos da PGF exdgena sobre o
ambiente folicular e endometrial em bovinos. Para avaliar a expressdo do PTGFR nas
células da granulosa foram utilizados foliculos em diferentes fases de desenvolvimento,
dominantes e subordinados, antes (n=4), durante (n=4) e ap6s (n=6) a divergéncia, e

durante a ovulacdo (0, 3, 6, 12 e 24 h apds tratamento com GnRH). O crescimento
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folicular foi acompanhado e foram coletadas amostras de células da granulosa e de
fluido folicular de foliculos em ambiente com presenca (PGF n=8; CONT n=7) e
auséncia (PGF n=10; CONT n=10) de progesterona exogena. Biopsias endometriais
foram colhidas de vacas tratadas (n=10) ou ndo (n=10) com PGF durante o proestro.
Ocorreu expressao do PTGFR nos foliculos dominantes e subordinados durante a
divergéncia, com uma regulacdo ap6s a divergéncia nos dominantes (P<0,05), sem
regulacdo durante a ovulagdo. A PGF ndo alterou o didmetro pré-ovulatorio e a taxa de
crescimento, com e sem progesterona, € ndo alterou os niveis intrafoliculares de
progesterona e estradiol. Porém, foi observada correlagéo entre o didmetro folicular pré-
ovulatério e os niveis de progesterona intrafoliculares (R=0,40; P=0,03). A PGF
também ndo alterou a expressdo das enzimas esteroidogénicas CYP19A1 e HSD3B
(P>0,05). Tratamento com PGF i.m. durante o proestro ndo modulou a expresséo génica
das biopsias endometriais (P>0,05), com tendéncia para expressédo de PTGS2 e AQP4
(P=0,12). A regulacdo do PTGFR nas células da granulosa durante a divergéncia
folicular sustenta a hipdtese de que exista um efeito local da PGF no foliculo.
Entretanto, os modelos utilizados no estudo, dose, via de administracdo e momento da
aplicacdo da PGF, ndo identificaram efeitos sobre a esteroidogénese, o crescimento
folicular, a inducédo da ovulacdo e o ambiente uterino em bovinos.

Palavras-chave: prostaglandina; mediador inflamatério; ovulacdo; divergéncia; saude

uterina.
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Introducéo

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial bovino, porém, ndo é o maior produtor
de carne (Cook, 2015; 2016), o que demonstra a baixa eficiéncia dos sistemas de
producdo. No controle da reproducgéo bovina, os protocolos hormonais s&éo amplamente
utilizados, tendo possibilitado o aumento da produtividade brasileira através da
racionalizacdo dos manejos e incremento genético por viabilizar a inseminagéo artificial
(IA) em uma maior proporc¢édo de fémeas. As prostaglandinas sdo compostos produzidos
em varios tipos celulares, com fun¢es variadas (Lands, 1979) e possuem ac¢do proxima
ao local de producéo (Jabbour et al., 2006; Olofsson e Leung, 1994). Dentre os produtos
disponiveis para o controle do ciclo estral, a prostaglandina F2a. (PGF) ¢ seus analogos
esta entre os mais utilizados (Lamb et al., 2010; Colazo et al., 2002), sendo também
indicados para o tratamento de transtornos reprodutivos (Lindell et al., 1982; Salasel e
Mokhtari, 2011). Portanto, é essencial compreender os efeitos decorrentes da aplicacao
destes compostos em seus diferentes tecidos-alvo.

Em funcdo de seu efeito luteolitico, a PGF ¢ utilizada no controle das
concentracdes circulantes de progesterona (P4), principalmente em bovinos, ovinos e
equinos. Entretanto, as prostaglandinas produzidas no foliculo ovulatério desempenham
papel relevante na ovulacdo (Murdoch et al., 1983), pois o bloqueio de sua sintese pela
indometacina inibiu a ovulacdo em ratas (Mori et al., 1980b), vacas (De Silva e Reeves,
1985) e leitoas (Downey e Ainsworth, 1980). A aplicacdo de anti-inflamatério sistémico
em doses elevadas (Cuervo-Arango e Domingo-Ortiz, 2011) ou terapéuticas (Lima et
al., 2015) em éguas, também € capaz de bloquear a ovulacéo pela acéo inibitoria sobre a

cicloxigenase 2 (PTGS2), enzima responsavel pela sintese de PGF. Portanto,
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fisiologicamente, na auséncia de concentraces adequadas de prostaglandinas, ndo ha
ovulagéo.

Além do efeito da PGF produzida no foliculo durante a cascata ovulatéria, ha
evidéncias de que a suplementagdo exdgena de PGF por via intramuscular (i.m.) é capaz
de modular o crescimento folicular e/ou ovulacdo. Quando administrada durante o
proestro ou estro, a PGF foi capaz de antecipar a ovulagéo na vaca (Pfeifer et al., 2014)
e de induzir puberdade, crescimento folicular e ovulagdo em novilhas pré-puberes
(Leonardi et al., 2012). A PGF também melhorou indices reprodutivos quando aplicada
junto ao GnRH indutor de ovulacdo, em protocolo Ovsynch (Ambrose et al., 2015).
Durante o processo de ovulacdo in vivo, a PGF ocasiona um rearranjo das células da
granulosa e no potencial de membrana das células no sitio da ovulacdo, resultando em
necrose local (Murdoch e McDonnel, 2002), culminando com a ruptura do estigma
ovulatorio e com a liberagdo do gameta.

A PGF também possui um efeito direto sobre o ambiente uterino (Hirsbrunner et
al., 2006; Stolla e Schmid, 1990), atuando principalmente sobre os receptores (PTGFR)
nas células endometriais de bovinos no pds-parto (Camargos et al., 2016; Coleman et
al., 1994). A PGF atua via estes receptores nucleares (Forman et al., 1997), mediados
por receptores ativados por proliferadores de peroxisoma (PPAR) (Lim et al., 1999). A
PGF esta associada a producdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1) e de fatores de
crescimento (Kawano et al., 2001; Raz et al., 1988), nas células epiteliais e de estroma
do endométrio, através do aumento da atividade fagocitica dos neutrofilos (Lewis,
2004), promovendo as defesas imunitarias e contribuindo para a saude uterina em

bovinos.
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Com base no acima exposto, fica evidente que a PGF possui um efeito quando
aplicada no periodo periovulatério em bovinos. Porém, os mecanismos envolvidos nos
efeitos observados sdo desconhecidos e poucos estudos investigaram os efeitos da PGF
exogena sobre o ambiente folicular e endometrial. Portanto, o presente estudo teve por
objetivos: investigar a presenca e a regulacdo da expressdo do receptor de PGF
(PTGFR) nas células da granulosa em foliculos bovinos em diferentes fases de
desenvolvimento; avaliar os efeitos da aplicacdo de PGF exdgena sobre o crescimento
folicular e sobre marcadores de esteroidogénese em vacas com diferentes ambientes
enddcrinos de P4; e investigar o efeito da PGF sobre o ambiente uterino quando

aplicada, durante o proestro.

Metodologia

Todos os experimentos envolvendo animais foram submetidos e aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel.
Experimento 1 — Expressdo do receptor de PGF (PTGFR) nas células da granulosa
bovina

Os dados de expressdo nas células da granulosa ao redor da divergéncia foram
obtidos a partir de amostras coletadas em um estudo anterior do nosso grupo (Gasperin
et al., 2015). Brevemente, vacas ciclicas (Bos taurus taurus) adultas e ndo lactantes
(escore corporal 3; escala 1-5) foram sincronizadas com duas injecdes de analogo de
PGF (250pg de cloprostenol sddico) com intervalo de 12h. Apos a detec¢do do estro, 0s
ovarios foram avaliados por ultrassonografia transretal para monitorar o crescimento
folicular durante a primeira onda do ciclo. O dia da emergéncia folicular foi identificado

como o dia em que o maior foliculo apresentava diametro entre 4 e 5 mm. Os dois
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maiores foliculos de cada vaca foram dissecados e as células da granulosa foram
coletadas através de sucessivos flushings. O maior foliculo foi classificado como
dominante (D), enquanto que o menor foliculo foi classificado como subordinado (S).
Pares de foliculos foram formados e utilizados para anélise em trés periodos: antes (Dia
2; n =4 vacas), durante (Dia 3; n = 4 vacas) e ap6s a divergéncia (Dia 4; n = 6 vacas)
folicular.

Para investigar a regulacdo do receptor de PGF nas células da granulosa em
diferentes momentos apds a inducdo da ovulagdo com GnRH, foram utilizadas amostras
provenientes de um estudo anterior, conforme descrito por Santos et al. (2012).
Brevemente, vacas multiparas (escore corporal entre 3 e 4), receberam: duas doses de
um analogo de PGF (250ug de cloprostenol sédico) i.m. com intervalo de 12 h; 2 mg de
benzoato de estradiol (BE); e um dispositivo intravaginal (DIV) de P4 no dia 0 (1g P4).
Apo6s a remocdo do dispositivo no dia 9, os ovérios foram examinados através de
ultrassonografia transretal. Animais com foliculos preovulatorios (= 12mm) receberam
100 ug de um analogo de GnRH (acetato de gonadorelina) i.m. 12 h apds a remocao do
DIV. As células da granulosa foram entdo coletadas em diferentes momentos ap6s a
aplicacdo de GnRH (0, 3, 6, 12 e 24 h), 5 animais por momento, sendo congeladas em
nitrogénio liquido.

Experimento 2: Acdo da PGF sobre o foliculo em ambiente enddcrino com
progesterona exdgena

Para avaliar o efeito da PGF sobre o foliculo pré-ovulatério em um ambiente
enddcrino na presenca de P4 em bovinos, foram utilizadas fémeas bovinas ciclicas (n =
15), da raca Jersey, ndo lactantes, multiparas e com condig¢@o corporal > 3 (escala de 1-

5). O protocolo utilizado para sincronizagdo do estro e inducdo de uma nova onda
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folicular foi baseado na inser¢édo de um dispositivo intravaginal (DIV) contendo 1g de
P4, que foi mantido por 11 dias (Figura 1). No dia da inserc¢do do DIV, foram aplicados
2mg de benzoato de estradiol (BE). No dia 6, para ndo intervir no momento do
tratamento, foi feita administracdo de 500ug de PGF (para promover luteélise) e de
400Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG). No D9, foram realizados os
tratamentos: o grupo PGF recebeu uma administracéo i.m. de 500ug de prostaglandina
(n = 8) e o grupo Controle recebeu solugéo salina (n = 7) i.m.. Os DIVs foram mantidos
até o D11, quando foi realizada mensuragdo do didmetro e a aspiracdo para coleta do
fluido folicular e células da granulosa, 42 h apds os tratamentos realizados no D9. Os
foliculos dominantes saudaveis foram acompanhados diariamente por ultrassonografia
transretal (PieMedical AquilaVet, com transdutor linear de 6 MHz).

Experimento 3: A¢do da PGF sobre o ambiente folicular e endometrial na auséncia de
progesterona exdgena (proestro/estro)

Para avaliar o efeito da PGF sobre o ambiente folicular pré-ovulatorio de animais
em proestro/estro, foram utilizadas fémeas bovinas (n = 20), ciclicas,
predominantemente da ragca Angus, ndo lactantes, multiparas e com condigdo corporal >
3 (escala de 1-5). A sincronizacdo do estro foi realizada conforme descrito no
experimento 1, com base no protocolo proposto por Pfeifer et al. (2014). A PGF (para
acdo na luteolise) foi administrada no dia 6, para evitar uma possivel interferéncia no
efeito do tratamento realizado no D10 (Figura 2). O periodo entre a aplicacdo da PGF
(para acdo na ovulacéo) e a coleta de fluido folicular e células da granulosa foi de 24 h,
totalizando 48 h apds a retirada do DIV. No dia 10, os grupos foram formados a partir
da distribuicdo equitativa de animais conforme o diametro do foliculo pré-ovulatério,

mensurado antes da administracdo dos tratamentos.
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Coleta de fluido folicular e células da granulosa

Apos anestesia epidural e higienizacdo do perineo, o fluido folicular e as células
da granulosa foram coletados através de puncao dos foliculos utilizando um sistema de
aspiracdo folicular (OPU) adaptado, com uma agulha 40x8 na extremidade. O sistema
foi acoplado a uma guia de biopsia guiada por ultrassom (PieMedical, modelo
AquilaVet) utilizando transdutor microconvexo de 5 MHz. Apds a aspiragdo do fluido
folicular, foi realizado flushing no antro folicular com PBS, para melhorar a recuperagéo
das células da granulosa. Apds a coleta, o sobrenadante (fluido folicular) foi separado e
congelado a -196°C, assim como o pellet de células da granulosa formado apds a
centrifugagéo.
Biopsia uterina

A biopsia endometrial foi realizada com auxilio de uma pinca especifica para esta
finalidade, conforme descrito por Chapwanya et al. (2010). A insercéo foi feita por via
vaginal, com a utilizacdo de uma camisa sanitaria para protecdo. A pinca foi guiada por
palpacdo transretal, sendo conduzida através da cérvix e posicionada na regido medial
do corno uterino, ipsilateral ao ovario com foliculo pré-ovulatério. O contetdo
endometrial coletado foi mantido em nitrogénio liquido até o momento do
processamento.
Extracdo de RNA, transcriptase reversa (RT) e PCR em tempo real

O RNA total das células da granulosa e biopsia endometrial foi extraido usando
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo o protocolo preconizado pelo
fabricante. Para quantificar o RNA extraido foi utilizado um espectrofotdmetro
(NanoDrop), sendo a pureza avaliada através da taxa de absorcdo da relagdo

0D260/0D280. Amostras com valores inferiores a 1,8 (OD260/0D280) ndo foram
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utilizadas. O RNA total foi tratado com DNase (Promega, Madison, W1, USA) a 37°C
por 15 min para digerir DNA gendmico contaminante, conforme protocolo fornecido
pelo fabricante. A reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando o Kit iScript
(BioRad, Hercules, CA, USA), seguindo as instrucdes do fabricante. A expressao
relativa dos genes foi realizada por PCR em tempo real (CFX384, BioRad) com SsoFast
EvaGreen supermix (BioRad), sendo a variabilidade na quantidade de RNAm acessada
em relacdo a amplificacdo dos genes constitutivos PPIB, H2A Histone, GAPDH, 18S
rRNA e RPL19, selecionados conforme valores de estabilidade (CFX manager, Software
versdo 3.0). A sequéncia dos iniciadores dos genes constitutivos e genes de interesse
avaliados estdo descritas na Tabela 1.
Dosagem de estradiol e progesterona

Apos a coleta, amostras de fluido folicular foram imediatamente centrifugadas a
2500 rpm por 10 minutos, estocadas em aliquotas triplicatas e mantidas em nitrogénio
liquido (-196°C). A concentracdo de estradiol ou P4 foi mensurada em laboratorio
particular através de Kits de quimioluminescéncia (Roche, Brasil) (Bossaert et al.,
2008), com variacdo maxima de 10% intra- e inter-ensaio.
Analise estatistica

As analises estatisticas, e correlagdes foram conduzidas usando o software JMP
(SAS Institute Inc., Cary, NC). A distribuicdo dos dados foi testada com o teste
Shapiro-Wilk, sendo os mesmos normalizados quando necessario. Os dados continuos

foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
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Resultados e discussao

Inicialmente, para dar subsidios ao estudo de um possivel efeito local da PGF em
foliculos bovinos, investigou-se a expressdo do receptor PTGFR nas células da
granulosa de foliculos dominantes (saudaveis), subordinados (atrésicos) e pré-
ovulatérios, a partir de um banco de amostras disponivel (Gasperin et al., 2015).
Observou-se a expressdo do receptor em todas as classes foliculares avaliadas (Figura
3A e B). Interessantemente o foliculo dominante apresentou maior expressao do
receptor PTGFR apds a divergéncia folicular. Ao nosso conhecimento, este € o primeiro
relato de uma regulacgdo diferencial na expresséo deste receptor em foliculos saudaveis e
atrésicos.

N&o houve regulagdo na expressdo do PTGFR nas células da granulosa coletadas
de foliculos pré-ovulatérios em diferentes momentos ap6s o tratamento com GnRH.
Bridges e Fortune (2007), utilizando um modelo semelhante, observaram que a
expressao do PTGFR ¢é regulada negativamente 18 h apds o tratamento com GnRH, in
vivo, aumentando imediatamente antes da ovulacdo. Na espécie equina, a expressdo do
PTGFR nas células da granulosa de foliculos pré-ovulatérios € induzida por
gonadotrofinas in vivo, sendo observado um aumento 33 h apds o tratamento com hCG
(Sayasith et al., 2006). Esta maior expressdo do receptor no periodo que antecede a
ovulacdo faz sentido, uma vez que em bovinos as concentraces de PGF e PGE
aumentam drasticamente 24 h apds tratamento com GnRH (Fortune et al., 2009).

Estes dados suportam a hipotese de que o tratamento com PGF pode induzir
alteracbes no ambiente folicular, independentemente de uma agdo sistémica. Estes
dados podem explicar, a0 menos em parte, os resultados obtidos por Leonardi et al.

(2012), que observaram que o tratamento intramuscular (i.m.) com PGF é capaz de
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induzir crescimento folicular e puberdade em novilhas de corte. Apesar dos autores néo
terem investigado os mecanismos envolvidos, o fato das novilhas ndo apresentarem
corpo lateo, demonstra um efeito da PGF independente da lutedlise. Com os presentes
resultados, é possivel inferir que, além de um possivel efeito na regulacdo da sintese e
liberagdo de gonadotrofinas (Randel et al., 1996), é possivel que a PGF estimule o
desenvolvimento folicular através de um efeito direto sobre as células da granulosa.

Durante a suplementacdo exogena de P4, ndo foram observados efeitos do
tratamento sobre o didmetro (Figura 4A) e a taxa de crescimento folicular (Figura 4B).
Entretanto, foi observada uma tendéncia de reducdo na concentracdo de P4 (Figura 4C)
no fluido folicular nas vacas tratadas com PGF, embora ndo tenha sido observada
diferenca na expresséo de enzimas esteroidogénicas (Figura 6). Segundo Randel et al.
(1996), a PGF aplicada isoladamente no p6s-parto de vacas em anestro incrementou 0s
pulsos de LH, 6 h apds o tratamento. Ainda, 0os mesmos autores observaram um
incrementou no pulso de LH induzido por GnRH, demonstrando um possivel efeito da
PGF via GnRH/LH. Em nosso modelo, na presenca de P4 exdgena, é possivel que um
potencial efeito central da PGF tenha sido inibido pela inibicdo da liberacdo de LH.
Contrariando dados de estudos in vivo que demonstram um efeito estimulatorio da PGF
sobre a liberacdo de LH, a PGF inibiu a secrecdo de LH em cultivo celular de células da
pituitaria de ratos (Naor et al., 2007).

Em ovelhas em anestro, Davies et al. (2006) demonstraram que a PGF exdgena é
capaz de induzir a ovulacdo em torno de um dia apos o tratamento, que foi realizado
simultaneamente com a insercdo de DIV contendo acetato de medroxiprogesterona
(MAP). Estes autores sugerem que as ovulagdes foram decorrentes de um efeito direto

sobre o foliculo, ndo tendo ocorrido alteracdo das concentracGes circulantes de P4. No
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presente estudo, observou-se apenas uma tendéncia de reducdo das concentragdes de P4
no fluido folicular, ndo sendo observadas ovulacGes até as 42 h ou 48 h (dados nédo
demonstrados) subsequentes ao tratamento.

Mesmo sem ter sofrido efeito dos tratamentos, os niveis de P4 no fluido folicular
apresentaram correlacdo positiva (R = 0,40; P = 0,03) com o diametro folicular no D11
(Figura 5). E possivel que a auséncia de efeito da PGF, esteja associada ao diametro
reduzido dos foliculos no momento do tratamento (aproximadamente 9 mm), embora
esta hipdtese ainda deva ser testada em futuros estudos. E bem estabelecido que a
maioria dos foliculos ovarianos em fémeas taurinas se tornam responsivos quando
atingem 12 mm de didmetro (Sartori et al., 2001a). As concentragdes médias de P4 no
fluido folicular (Figura 4) e a elevada taxa de crescimento folicular entre D9 e
D11sugerem que estes foliculos estavam viaveis, mesmo na presenca de P4 exdgena,
sem terem sofrido luteinizacdo. As concentracdes de P4 observados no fluido folicular
(em torno de 50 ng/mL) sdo condizentes com o0s niveis observados por Fortune et al.
(2009) em vacas antes do tratamento com GnRH. Em um estudo recente do nosso
grupo, Santos (2015) também observou que os niveis de P4 no fluido de foliculos pré-
ovulatorios saudaveis passam de 40 ng/mL, no momento da aplicacdo do GnRH, para
380 ng/mL, 3 h apos.

Corroborando com a auséncia de efeito sobre o desenvolvimento folicular, a
expressao das enzimas CYP19A1, envolvida na sintese de estradiol, e HSD3B1,
envolvida na sintese de P4, ndo diferiu entre os grupos controle e PGF (P>0,05) (Figura
6). Aumento na expressdo de HSD3B1 e bloqueio da expressdo de CYP19Al séo
observados durante a luteinizagdo, quando cessa a sintese de estrogeno e a produgéo de

P4 se inicia rapidamente (Walsh et al., 2012). Cabe ressaltar que, em bovinos, a inibi¢do
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da sintese de P4 através da administracdo de trilostano (bloqueador de HSD3B1)
intrafolicular, ndo afeta a ovulagdo, embora resulte em menores concentracfes de P4 no
fluido folicular (Li et al., 2007). Esta relacdo entre a PGF, a sintese de P4 e a ovulagao
ainda deve ser melhor investigada no modelo bovino, preferencialmente em foliculos
que apresentem maior didmetro ao momento do tratamento. No modelo ovino, a PGF
foi capaz de induzir ovulagdo com presenca de P4 exodgena, porém sem induzir
luteinizac&o, nem producédo de P4 enddgena (Davies et al., 2006). Entretanto, o bloqueio
da ovulagdo com indometacina ndo afeta a luteinizacdo (Murdoch e Dunn, 1983), sendo
a ovulacdo e a luteinizagdo eventos independentes na espécie ovina.

E importante ressaltar que as fémeas de ambos 0s grupos receberam
suplementacdo de gonadotrofina (eCG) no dia 6, a fim de manter um foliculo viavel
durante a suplementacdo com P4. Embora tenham decorrido quatro dias entre a
aplicacdo de eCG e o tratamento com PGF, ndo é possivel descartar que a
suplementacdo com gonadotrofina tenha interferido na resposta, uma vez que, em doses
mais elevadas, ha relatos de niveis de eCG circulantes até 10 dias apds aplicacao
(Bevers e Dieleman, 1987).

Posteriormente, investigou-se o efeito do tratamento com PGF sobre o didametro
folicular, a taxa de crescimento e a concentracdo de estrogeno no fluido folicular em
vacas em um ambiente enddcrino com baixa concentracdo de P4 (proestro/estro).
Conforme pode ser observado na Figura 7, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos (P>0,05).

Embora as vacas tenham sido distribuidas de forma equilibrada entre os grupos,
de acordo com o didmetro folicular no momento do tratamento, avaliou-se a correlagdo

entre o diametro do foliculo e os niveis de estrogeno (dados ndo demonstrados). Os
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niveis de estrogeno no fluido folicular ndo apresentaram correlagdo nem com o didmetro
folicular (R = 0,007; P = 0,71), nem com a taxa diaria de crescimento folicular (R =
0,002; P = 0,84). Os niveis médios de estradiol intrafolicular (Figura 7C) sugerem que
os foliculos estavam viaveis no momento da aspiracdo e que ainda ndo haviam iniciado
0 processo de luteinizagédo, validando o modelo de estudo. Em um estudo anterior do
nosso grupo de pesquisa, observou-se que, 12 h apds o tratamento com GnRH, os
foliculos apresentam niveis de estradiol no fluido folicular inferiores a 200 ng/mL
(Santos et al., 2012).

Em novilhas pré-puberes, foi observado um efeito positivo da PGF sobre o
crescimento folicular (Leonardi et al., 2012). Contudo, este efeito ndo foi observado em
vacas (Pfeifer et al., 2014). E possivel que, em vacas ciclicas com bom estado
nutricional e sem desafios metabdlicos, ndo seja possivel um incremento na taxa de
crescimento folicular, o que explicaria o fato destes efeitos terem sido observados em
novilhas pré-puberes, mas ndo em vacas. Estes resultados contrariam relatos observados
em ovinos, indicando que a PGF induz a ovulacdo, mas ndo induz a luteinizacdo
(Davies et al., 2006) e de gue o seu blogueio ndo afetaria a luteinizacao, porém blogueia
a ovulacdo (Murdoch e Dunn, 1983). Portanto, ainda nao é possivel descartar um efeito
da PGF aplicada durante o proestro/estro sobre a remodelacao da matriz extracelular em
bovinos, embora ndo tenhamos observado alteraces na esteroidogénese das células da
granulosa.

Os efeitos da PGF sobre o ambiente uterino durante o proestro/estro foram
testados pela expressdo génica das biopsias endometriais. Dentre 0s genes avaliados,
ndo foram observadas alteracBes na expressao de mRNA (Figura 8). A PGF é o

eicosanoide de maior importancia como mediador de processos inflamatérios (Dennis e



328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

52

Norris, 2015; Ke et al., 2017), contribuindo positivamente para a resposta do organismo.
Como uma molécula pré-inflamatoria, a PGF estimula a producdo de citocinas pro-
inflamatorias nas celulas epiteliais e do estroma do endométrio, através do aumento da
atividade fagocitica dos neutrofilos (Lewis, 2004), promovendo as defesas imunitarias e
contribuindo com a sadde uterina em bovinos. Porém, com o modelo proposto, ndo se
observou diferenca na expressdo de genes relacionados a proliferacdo celular,
inflamacdo, homeostase celular, sistema imunoloégico e nutricdo celular. Estes
resultados indicam que a PGF, mesmo possuindo um efeito sobre a musculatura lisa
uterina, quando aplicada durante o proestro, ndo regula as fungdes avaliadas no
endométrio e no ambiente uterino.

A observacdo de um efeito sobre a expressao de PTGS2 e AQP4 (P=0,12), mesmo
que ndo significativa estatisticamente, possivelmente pela dose e momento da aplicagéo
da PGF, indica um efeito negativo da PGF sobre a permeabilidade de membrana. A
expressao de AQP4 que regula a homeostase através de canais transportadores e pela
permeabilidade de membrana esta relacionada a processos de edema em diferentes
tecidos (lacovetta et al., 2012), efeito observado no utero de bovinos em fase
estrogénica (proestro/estro). A tendéncia de efeito inibitorio da PGF exdgena sobre a
PTGS2, observada no presente estudo, ndo foi observada sobre o endométrio de éguas
in vivo e in vitro, em células epiteliais e de estroma endometrial (Kozai et al., 2016),
caracterizando um efeito autorregulatorio na espécie. Para a espécie bovina, e na dose
de PGF utilizada, este efeito de auto-amplificacdo da PGF no endométrio nao foi
observado. Porém, estudos in vitro demonstram uma ligacdo da PGF no PTGFR
endometrial, estimulando fatores de crescimento e proliferacdo celular (Zhang et al.,

2017).
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Conclusdes

A expressdo do receptor PTGFR nas células da granulosa durante a divergéncia
folicular e ovulacdo sustentam a hipotese de um efeito local da PGF sobre o foliculo.
Entretanto, com os modelos utilizados no presente estudo, ndo foram observados efeitos
da PGF aplicada sistemicamente sobre a esteroidogénese, o crescimento folicular e a
inducdo da ovulagdo. Uma Unica aplicagdo de PGF durante o proestro ndo afetou a
expressdao dos genes avaliados no endométrio. Porém, possiveis efeitos sobre a

proliferacéo celular e a remodelag&o da matriz extracelular ndo podem ser descartados.
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474  Tabelas

475  Tabela 1: Genes e sequéncias de iniciadores utilizados no estudo.

RLP19
H2A Histone
GAPDH
PPIB
18S rRNA
CYP19A1
3BHSD
AQP4
CCND1
COL4Al
PTGS2
EGFR
ESR1
ESR2
GREB
LTF
OTR
PGR
PGRMC2
SLC2A1
IGFBP3

IGFBP4

ADTMIOVTMOUTOTOTOTNTIOTOTOTOTIOTMTOTMOTOTOTOTNMOTOTMOTOTIOTOT

GCCAACTCCCGTCAGCAGA
TGGCTGTACCCTTCCGCTT
GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG
TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC
ACCCAGAAGACTGTGGATGG
CAACAGACACGTTGGGAGTG
GGTCATCGGTCTCTTTGGAA
TCCTTGATCACACGATGGAA
CCTTCCGCGAGGATCCATTG
CGCTCCCAAGATCCAACTAC
GTGTCCGAAGTTGTGCCTATT
GGAACCTGCAGTGGGAAATGA
GCCCAACTCCTACAGGGAGAT
TTCAGAGCCCACCCATTAGCT
GTGTCTGTTGCAGTGAGAT
CAAAGGGACCTGGGATTTAG
AACTACCTGGACCGCTT
AGTGTAAATGCACAGCTTCT
CACGGCTACTCTTTGCTCTAC
GAAGGGCATGGTACTGAACTT
TTTGACCCAGAGCTGCTTTT
GAAAGACGTCAGGCAGAAGG
CCGTGAGTTGATCCTTGAATTCTC
GTCCGTAGGGCTTGGCAAAT
CAGGCACATGAGCAACAAAG
TCCAGCAGCAGGTCGTAGAG
CAGCCGTCAGTTCTGTATGCA
TCCTTTTCAATGTCTCCCTGTTC
CACCTGCGTGCACAAGTTAC
GCTGGAATCCGCGATTGAAC
GAAGGTAGATTCGGCGCTGTA
CAGTTTCCCTGAGGTTCTTCAAG
GTCAGCAACGTCAAGCTCATCT
AGACACTCCACATCTGCACGAA
GCCGCAGGTCTACCAGCCCTA
GTTATGCTGTCCTTCCATTGCCCTT
CAGGGGAAGAACCGTCAGAA
ATGAAGCCCCACCAGACATT
ATCATCTTCACCGTGCTCCTGGTT
TGTCACTTTGACTTGCTCCTCCCT

AAAGAGATGTTTGAAATGCCTAGTTTT

TCAAACTCGGTTTCACTGACTACTG

GAGGAAAGAATGTATGTGCCTGATG

GACCACAAACGGAGGAGGAA

NM_001040516.1
Bettegowda et al. (2006)
NM_001034034.2
NM_174152.2
Luo and Wiltbank (2006)
Luo and Wiltbank (2006)
X17614.1
NM_181003.2
NM_001046273.2
NM_001166511.2
NM_174445
XM_592211.5
NM_001001443.1
NM_174051.3
XM_010810188.1
NM_180998.2
NM_174134.2
NM_001205356.1
NM_001099060.1
NM_174602
Voge et al. 2004

Voge et al. 2004

476 F, Forward primer; R, Reverse primer.
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478
479 Figura 1: Delineamento experimental para avaliacdo dos efeitos da PGF sobre o

480 ambiente folicular pré-ovulatorio na presenca de progesterona exdgena. BE: benzoato
481 de estradiol; P4: progesterona; eCG: gonadotrofina coridnica equina (400Ul); PGF:

482  prostaglandina; US: avaliacdo ultrassonogréfica.
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Figura 2: Delineamento experimental para avaliagdo dos efeitos da PGF sobre o
ambiente folicular na auséncia de progesterona exdgena (proestro/estro). BE: benzoato
de estradiol; P4: dispositivo intravaginal de progesterona; PGF: prostaglandina; US:

avaliacdo ultrassonogréfica.
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Figura 3: A) Abundancia relativa do RNAm do receptor de PGF (PTGFR) nas células
da granulosa de foliculos dominantes (D) e subordinados (S) antes (Dia 2; n=4), durante
(Dia 3; n=4) e apos (Dia 4; n=6) a divergécia folicular em bovinos. B) Expresséo do
receptor de PTGFR nas células da granulosa de foliculos pré-ovulatérios 0, 3, 6, 12 e 24
h (n=5 por momento) apods tratamento com GnRH. *indica diferenga estatistica P <

0,05.
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498  Figura 4: Diametro folicular (mm) (A), crescimento folicular (mm/dia) (B) e

499  concentracdo de progesterona no fluido folicular (ng/mL) (C) de vacas ndo tratadas

500 (CONT) ou tratadas com PGF i.m. (PGF) na presenca de progesterona exogena.
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Figura 5: Correlagdo entre os niveis de progesterona no fluido folicular e didmetro

folicular em vacas na presenca de progesterona exogena.
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505  Figura 6: Abundancia relativa de RNAm dos genes CYP19A1 e HSD3B nas células da
506  granulosa em vacas ndo tratadas (CONT) ou tratadas com PGF i.m. (PGF) na presenca

507 de progesterona exogena.
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Figura 7: Diametro folicular (mm) no D11 (A), taxa de crescimento folicular diario
(mm/dia) (B) e concentragéo de estrégeno no fluido folicular (ng/mL) (C) de vacas nao
tratadas (CONT) ou tratadas com PGF i.m. (PGF) na auséncia de progesterona exdgena

(proestro/estro).



513

514

515

516

65

P=0,64

4 B 06 P=0,59 04
3 2 3
g @ b
= 22 5 <
3 27 £z
2 g B4 B
Ty 2 s £03 3 £ 02
gg g s
-3 g5 g5
ERY = 20
3 =
B 2 B
< 2 <
0 0 0
4
12 P=026 L8 P=0.66 &
3 . 8 =012
-
e £s
s K =
i ek E
E3 06 8509 iz 02
RS ] &
£5 &3 39
B =3 E
£C 0 2
2 2 =
< < <
0 0 L
. 12 P=093 . 04 P=0,60 08 P=089
3 b 3
S % 2 é £«
$% G & 2z
B &g g
= = @ -
§ 08 fs 02 2 Eq
£ g0 g
2 =l 5
< < E
0 a 0
0,4 P=042 e P=0,78 03 P=025
v o
-
o 3 e
25 £ L
227 ' 2z
s £ ¢ E ::p_:
e £ o~ 82 E
g 02 £31 3 018
&0 2 % &8
LY g2 g
] ES H
£ = =)
< =
< ) ==
C ° ) PGF
CONT PGF CONT
04 19
- P=0,22
-
s <
4
R
5 E
8~ 02
g8
&1
35
58
L
<
0
CONT PGF

Figura 8: Abundancia relativa de RNAm das células endometriais coletadas por biopsia
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3.3 Artigo 3

Efeito do estradiol sobre células endometriais bovina in vivo e in vitro

Oliveira, F.C.; Rovani, M.T.; Gasperin, B.G.; Mesquita, F.S.; Binelli, M.; Goncalves,

P.B.D.; Duggavathi, R.; Bordignon, V.; Lucia Jr, T.

Sera submetido a revista Reproduction
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Titulo curto: Efeito do estradiol sobre o endométrio bovino

Resumo: Apesar do estradiol (E2) estar relacionado com a fertilidade em bovinos, néo

se conhece quais mecanismos endometriais sdo modulados por esse horménio. Para isso

foram investigados, in vivo e in vitro. Para os experimentos in vivo, as vacas foram
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estratificadas de acordo com niveis distintos de E2 no fluido folicular pré-ovulatorio
(alto, 945 ng/mL ou baixo, 186 ng/mL). No tecido endometrial coletado por biopsia,
houve maior expressédo do PPARG e uma tendéncia da PTGS2 nos animais com baixo
nivel de E2 e uma maior expressdo do OTR nos animais com alto nivel de E2. Foi
observada correlacéo positiva entre o nivel de E2 e a expressédo de OTR (R2=0,44;
P=0,005), LTF (R2=0,36; P=0,01), GREB1 (R2=0,33; P=0,03) e IGFBP-3 (R2=0,30;
P=0,02). O estudo in vitro, utilizando linhagem celular de epitélio endometrial bovino,
identificou uma ativagdo da MAPK 10 minutos ap6s tratamento com E2 e uma ativacao
da AKT. A expressao génica das células demonstrou uma reducao da expressao dos
genes PPARG, ap6s 6h, e CCND1, CCND?2 e PIAS3 apés 12h (P<0,05). Também houve
aumento na expressdo de PCNA,12 e 24h apos tratamento com E2 (P<0,05). Estes dados
indicam um efeito do E2 sobre a multiplicacdo celular, confirmada através da reducéo
do MTS, maior nas células tratadas com 20 e 200 pg/mL de E2, sendo um bom modelo
para estudar os efeitos do estradiol especificamente sobre o epitélio endometrial. Os
genes regulados in vivo podem ser definidos como mediadores dos efeitos do E2 sobre o
ambiente uterino.

Palavras-chave: Ambiente uterino, fertilidade, proestro/estro, epitélio endometrial.

Introducéo

Devido a alta exigéncia por eficiéncia reprodutiva, a infertilidade é um problema
na bovinocultura, em funcéo da elevacdo das taxas de repeticdo de servicos (repeat
breeding), principalmente na atividade leiteira. Esta condigdo pode ser relacionada a
falhas em diversos processo reprodutivos, tais como: ovulacdo (Lépez-Gatius et al.,

2005; Wiltbank et al., 2002); fertilizacdo (Sartori et al., 2002); ambiente uterino (Gani et



49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

69

al., 2008); reconhecimento embrio-materno (Madsen et al., 2015); ou fase luteal
insuficiente (Kimura et al., 1987). A duracéo da fase estrogénica do ciclo estral na vaca,
importante nos protocolos de inseminagé&o artificial em tempo fixo (IATF) em vacas de
corte (Carvalho et al., 2008), esta relacionada com a duragdo do proestro e do estro e
com as concentragdes de estradiol (E2) durante a fase pré-ovulatoéria. A utilizacéo de
protocolos hormonais que proporcionam um prolongado periodo de proestro é uma
estratégia importante para o incremento da fertilidade (Peres et al., 2009), com efeito
direto sobre a taxa de prenhez. Porém, os mecanismos de acdo da exposi¢do ao E2 que
podem ocorrer no ambiente uterino ou folicular ainda permanecem desconhecidos
(Binelli et al., 2014; Dadarwal et al., 2013). Bridges et al. (2010) observaram uma
relacdo positiva entre a duracdo da dominancia folicular e do proestro sobre a expressao
de estro, a fertilidade e fun¢bes endocrinas em vacas, e em novilhas (Austin et al.,
1999).

As concentracdes de E2 durante o proestro e estro parecem influenciar a funcao
folicular e, principalmente, o ambiente uterino. Durante o estro, vacas repetidoras de
servico e com alta producdo leiteira apresentaram menor expressdo do fator de
crescimento epidermal (EGF; revisado por Katagiri e Moriyoshi (2013)) nas células
endometriais. Estas alteracGes foram restauradas apds a suplementacdo de E2 exdgeno,
0 que repercutiu em aumento da taxa de prenhez (Katagiri e Takahashi, 2006). Madsen
et al. (2015) trabalhando com dosagem de E2 conhecida em vacas ovariectomizadas,
observaram sua importancia durante o proestro, influenciando o reconhecimento
embrio-materno e a sobrevivéncia embrionaria a partir do dia 7.

Tecnologias como a embrio-terapia (Dochi et al., 2008) fizeram com que vacas

repetidoras de servigo apresentassem maior taxa de prenhez do que vacas inseminadas
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com cio base. Os niveis de E2 durante o periodo periovulatorio estdo associados ao pH
uterino, o que, em um protocolo de IATF em vacas de corte, afetou a taxa de prenhez e
foi responsivo a diferentes doses de E2 e tempos de proestro (Perry e Perry, 2008),
assim como a expressao génica de importantes fatores que podem influenciar o
desenvolvimento posterior do concepto (Aradjo et al., 2015; Binelli et al., 2015). Assim,
fica evidente a importancia dos niveis de E2 no periodo de proestro/estro para a fungéo
reprodutiva. Os objetivos do presente estudo foram: (1) investigar fatores relacionados
ao ambiente uterino, especificamente, genes diferentemente expressos nas células
endometriais durante o periodo periovulatério em vacas com diferentes niveis de E2
intrafolicular; e (2) isolar o efeito especifico do E2 sobre as células do epitélio

endometrial bovino in vitro.

Material e métodos
Todos os experimentos envolvendo procedimentos em animais foram submetidos
e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA-UFPel; processo

#8447/2015)

Experimento 1: Efeito do estradiol fisioldgico sobre 0 ambiente uterino

Este estudo foi conduzido em uma fazenda comercial, usando 20 vacas de corte
(Hereford X Aberdeen Angus) adultas e ciclicas, com idade entre 5-9 anos e condi¢édo
corporal de 3 (escala 1-5; 1=caquético e 5=0beso), mantidas em pastagem natural, com
livre acesso a agua e sal mineral. Os animais tiveram a onda folicular sincronizada
usando 2 mg de benzoato de E2 (Gonadiol- Zoetis, Sdo Paulo, Brasil), associado a

inser¢do de um dispositivo intravaginal contendo 1 mg de progesterona (P4; DIB-
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Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) (D0). O DIV foi removido ap6s 8 dias (D8) e as vacas
receberam 0,5 mg i.m. de Cloprostenol (Ciosin- MSD Animal Health, Sdo Paulo,
Brasil). A expresséo de estro foi monitorada diariamente, assim como as estruturas
ovarianas, por ultrassonografia transretal, usando transdutor linear de 6-MHz (Pie
Medical AguilaVet, Maastricht, Holanda). Amostras de tecido endometrial foram
coletadas por biépsia no D10 (momento esperado de proestro/estro). O procedimento
para biopsia foi conduzido sobre anestesia epidural baixa (80 mg cloridrato de
lidocaina; 4 mL de lidocaina 2%), usando uma pinca para biopsia especifica, conforme
Chapwanya et al. (2010). Neste momento também foi coletado fluido folicular do
foliculo dominante pré-ovulatério por aspiracdo (ovum pick up — OPU). A OPU foi
conduzida via transvaginal, guiada por ultrassonografia usando transdutor
microconvexo de 6 MHz. As amostras de tecido endometrial foram coletadas do corno
uterino ipsilateral ao ovario com a estrutura pre-ovulatoria. As amostras foram mantidas

a-196°C até a extracdo de RNA para as analises de gPCR.

Experimento 2: Efeito do estradiol sobre células de epitélio endometrial bovino in vitro
Foi usado um cultivo estabelecido de células de epitélio endometrial bovino
(BEnEpC; Sigma B932-05), mantidas em placas de 75 cm? em ambiente com 5% CO; a

37°C, em meio de cultivo especifico (meio de crescimento para endométrio bovino;
B911-500), trocado a cada 48 h até a confluéncia das células. Apds a confluéncia, as
células foram removidas usando solucéo tripsina-EDTA (Sigma T3924) e
posteriormente tratadas com inibidor de tripsina (Sigma T6414). Apos multiplicacdes,
as células (em quinta passagem) foram semeadas em placa de 24 pogos, com 2,5x10*

células por pogo (12,5x10° células por cm?), mantidas por 42 h para condicionamento.



121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

72

Previamente ao tratamento, as células tiveram o meio de crescimento lavado por 6 h
com meio basal (Sigma B910-500) para remogéo dos fatores de crescimento contidos
no meio. O tratamento foi realizado com 17p-estradiol (Sigma E2758), diluido
inicialmente conforme recomendacdes do fabricante. Posteriormente, a solugéo estoque
foi diluida em meio basal para obtencéo das concentrac@es finais de 0, 20 e 200 pg/mL.
Inicialmente, as células foram expostas ao meio contendo os tratamentos por 5, 10, 15,
30 e 60 min, sendo posteriormente recuperadas em Laemmli buffer para quantificacéo
proteica através da técnica de western blot (WB), em quatro replicagdes.

Para testar o efeito dos tratamentos sobre a expressao génica, foram semeadas
5x10* células por pogo em placa de 24 pogos (25x102 células por cm?), as quais foram
mantidas em meio de crescimento por 48 h e lavadas em meio basal por 1 h. O
tratamento foi realizado com 17p-estradiol (Sigma E2758), diluido em meio basal, em
concentragdes de 0, 20 e 200 pg/mL durante 6, 12 ou 24 h, em quatro replicacoes.
Ainda, para quantificacdo proteica por WB, as células foram tratadas com 0 ou 200

pg/mL de estradiol por 6 ou 24 h, em 3 replicagdes.

Experimento 3: Avaliacdo da multiplicacéo celular (reducdo de MTS-Tetrazolium)
Para andlise de multiplicacao celular por reducdo do MTS (CellTiter 96® -
G3582; Promega, Madison, USA), foram semeadas 7,5x10° de células BEnEpC
(3,75x102 células por cm?) em placa de 24 pocos, mantidas em meio de crescimento por
72 h para avaliacdo, conforme instrucdes do fabricante. Apos este periodo, as células
foram incubadas com o reagente contendo MTS (20 ul para 100 pl de meio) por 1 h
para reducdo do substrato. Posteriormente, 0 meio foi retirado, centrifugado (1x10* rpm

por 5 min) para retirada de eventuais células, e transferido para placa de 96 pogos para
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leitura em espectrofotdmetro a 492 nm. A eficiéncia do teste foi testada através de uma
correlagéo entre diluicGes seriadas e conhecidas da BEnEpC e a absorbancia observada.
As diluicBes seriadas de células BEnEpC (0, 2,5, 5, 10 e 20 x103 células por poco)
foram semeadas em placa de 48 pocos, com 100 pl de meio de crescimento (B911-500)
por 12 h para aderéncia celular. Apos, foram adicionados 20 ul do reagente contendo
MTS por 3 h, conforme recomendagdes do fabricante. A leitura da absorbancia foi

realizada em espectrofotdmetro a 492 nm.

Extracédo de RNA, transcriptase reversa e PCR quantitativo

O RNA total das células endometriais e do cultivo celular foram extraidos usando
Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acordo com instrugdes do fabricante. A
quantificacdo e estimativa de pureza do RNA foi obtida por espectrofotdmetro (Thermo
Scientific - Waltham, USA; Abs 260/280 nm ratio). Relagdes acima de 1,6 foram
consideradas puras, sendo descartadas amostras com relagfes menores. O cDNA foi
gerado usando 1 pg de RNA, tratado inicialmente com 0.1U de DNase para degradagao
de contaminacdo com DNA gendmico, e incubado posteriormente em uma solucéo final
de 20 pl com Kit iScript cDNA sintese (BioRad, Hercules, USA). O DNA
complementar foi sintetizado em 3 etapas a 25 °C —5min, 42 °C -30mine 85°C -5
min. O qPCR foi feito em termociclador em tempo real CFX384 (BioRad) usando
SsoFast EvaGreen supermix (BioRad, California, USA) (experimento in vivo) e
Mastermix com Supergreen Lo-Rox (Wisent, Montreal, CN) (experimentos in vitro),
com sequéncias de primers especificas para bovinos (Tabela 1) obtidos na literatura ou
desenhados usando Primer-BLAST. A variabilidade na quantidade de RNAm foi

acessada em relacdo a amplificagdo dos genes referéncia RPL19 (F:



169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

74

GCCAACTCCCGTCAGCAGA; R: TGGCTGTACCCTTCCGCTT), H2A HISTONE
(F: GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG; R: TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC), B2M
(F: GCGTCCTCCAAAGATTCAAG; R: CAGGTCTGACTGCTCCGATT), RPLO (F:
GGCGACCTGGAAGTCCAACT; R: CCATCAGCACCACAGCCTTC), PPIB (F:
GGTCATCGGTCTCTTTGGAA; R: TCCTTGATCACACGATGGAA), 18S rRNA (F:
CCTTCCGCGAGGATCCATTG; R: CGCTCCCAAGATCCAACTAC) e GAPDH (F:
ACAGTCAAGGCAGAGAACGG; R: CCAGCATCACCCCACTTGAT), selecionados
conforme valores de estabilidade (CFX manager, Software verséo 3.0). As curvas para

eficiéncia da reacdo foram geradas com, no minimo, quatro pontos em duplicata.

Extragéo proteica e western blot

A extracdo de proteina foi realizada com Laemmli buffer (Laemmli, 2-
Mercaptoethanol) contendo inibidores de fosfatases e proteases. As amostras foram
aquecidas a 95°C durante 5 min, previamente a corrida dos géis. As corridas foram
realizadas em gel de poliacrilamida (10%) para eletroforese. Posteriormente, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose. Apds bloqueio por 2 h
com 5% de leite em pé em TBS-T (20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1%, 0,1% Tween 20,
pH 7,6), as membranas foram incubadas overnight a 4°C, em constante agitacdo com o
anticorpo primario. As membranas foram lavadas trés vezes (5 min/lavagem) em TBS-T
e, posteriormente, expostas ao anticorpo secundario por 1 h a temperatura ambiente,
com constante agitacdo. Apds, foram realizadas trés lavagens por 5 min em TBS-T. As
proteinas foram reveladas pela deteccdo com Immun-Star Western Chemiluminescence
Kit (BioRad), e visualizadas usando Chemidoc system (BioRad). Apoés as revelacdes, as

membranas foram incubadas com stripping buffer (Thermo #21059), conforme
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recomendacdes do fabricante, e submetidas a novo bloqueio, com repeticdo das demais
etapas posteriores, conforme acima descrito. As membranas foram expostas aos
anticorpos para deteccéo de formas fosforiladas, formas totais e, posteriormente, ao
anticorpo anti-actina. As bandas proteicas tiveram a intensidade de sinal mensurada no
software ImageLab 6.0 (BioRad).

Foram utilizados os seguintes anticorpos: pAKT (#2965; dilui¢do 1:1000), tAKT
(#9272; diluicdo 1:1000), pMAPK (#4695; diluicdo 1:1000), tMAPK (#4695; diluicio
1:1000), pSTAT3 (#9131), tSTAT3 (#9132; diluicdo 1:1000), todos obtidos da Cell
Signaling Technology (Danvers, MA, USA); goat anti-rabbit (ab-6721; diluigdo
1:10000), rabbit anti-mouse (ab6728; dilui¢do 1:10000), receptor de progesterona
(ab2765; diluicdo 1:1000), ESR1 (ab16460; diluicdo 1:500) e beta-actina (ab-8227;
diluicdo 1:1000) da Abcam Inc. (Toronto, ON, Canada); donkey anti-goat (sc-2033;
diluicdo 1:10000) e FGF-2 (SC-79; diluicdo 1:1000) da Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, TX, USA). O peso molecular das bandas observadas foi estimado através da
comparagdo com um marcador de peso molecular (Precision Plus Protein, #161-0373,

BioRad Laboratory).

Dosagem de estradiol

As amostras de fluido folicular foram coletadas e imediatamente centrifugadas a
1000 G por 10 min e estocadas individualmente em duplicatas a -196°C. A
concentracéo do estradiol intrafolicular foi determinada por teste de
guimioluminescéncia (Roche, Brasil) (Bossaert et al., 2008). Os coeficientes intra- e

interensaio demonstraram variagao < 10 %.
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Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas usando o software JMP (SAS Institute
Inc., Cary, USA). A distribuicdo dos dados foi testada com o teste Shapiro-Wilk, sendo
0s mesmos normalizados quando necessario. Os dados continuos foram submetidos a
ANOVA, com comparagdo de médias por Tukey. Associagdes lineares entre 0s niveis
intra-foliculares de estradiol e a abundancia relativa dos genes em amostras de biopsia
endometrial e entre 0 nimero conhecido de células e a absorbancia foram estimadas por

coeficientes de correlacdo de Pearson.

Resultados
Experimento 1: Efeito do estradiol fisioldgico sobre o ambiente uterino

As vacas utilizadas neste experimento foram classificadas em dois grupos de
acordo com a concentracdo intrafolicular de E2: alto, com média de 945 + 126 ng/mL (n
=b); e baixo, com média de 186 + 26 ng/mL. A concentracdo diferiu entre os dois
grupos (P < 0,05). Considerando todas as vacas, a concentracdo média foi de 488 + 90
ng/mL. Nas biopsias endometriais, a expressdo de OTR foi maior (P < 0,05) nas vacas
com alto E2, mas a expressao de PPARG foi maior (P = 0,08) nas vacas com baixo E2
(Figura 1). A expressdo de PTGS2 ndo diferiu entre os grupos (P > 0,05).

Foram observadas correlagdes positivas (P < 0,05) entre os niveis intrafoliculares
de E2 e a expressao dos genes OTR (R =0,44), LTF (R =0,36), GREB1 (R =0,33) e
IGFBP-3 (R =0,30) (Figura 2). No entanto, ndo houve correlacéo (P > 0,05) entre a
concentracgéo intrafolicular de E2 e a expressao dos genes AQP4, CCND1, COL4A1,

PTGS2, EGFR, ESR1, ESR2, PGR, PGRMC2, SLC2A1 e IGFBP-4.
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Experimento 2: Efeito do estradiol sobre células de epitélio endometrial bovino in vitro

A auséncia de marcacdo para a proteina FGF2, presente em cultivo primério de
endomeétrio bovino, permitiu verificar a auséncia de fibroblastos do estroma
endometrial. A MAPK apresentou maior fosforilagdo para o tratamento com 200 pg/mL
aos 10 min (P < 0,05), retornando a niveis inferiores ao controle nos 15 min (Figura 3).
A fosforilacdo de AKT diminuiu 30 e 60 min ap6s o tratamento com E2 (P < 0,05).
Houve menor abundéancia de RNAm apds 6 h para PPARG, e ap6s 12 h para CCND1,
CCND2 e PIAS3 (P < 0,05). A expressao de PCNA elevou-se (P < 0,05) 12 e 24 h ap6s
o tratamento com E2 (Figura 4). O tratamento com E2 n&o influenciou os genes OTR,
RELA, COL4AL, PGT, LIFR, LIF, PGRMC1, IMPDH2, IGFBP-2, PRKar2h, XIAP,
ESR1, PGR e EGFR (P > 0,05). Ainda, o tratamento com E2 por um periodo de 6 ou 24
h néo alterou (P < 0,05) a fosforilacdo proteica de AKT, MAPK e STAT3 (Figura 5).

O teste de reducdo do MTS demonstrou uma adequada curva de eficiéncia,
quando utilizado com uma quantidade conhecida de células (Figura 6A), com elevada
correlacdo positiva (R = 0,949) entre a absorbancia e o nimero de células (P = 0,004). O
tratamento com E2 induziu reducdo do MTS pelas células de epitélio endometrial
bovino (Figura 6B), uma vez que o grupo controle apresentou menor nimero de células

ou menor atividade celular (P < 0,05),

Discussao

O presente estudo demonstrou o efeito do E2 sobre a expressdo génica de células
endometriais bovinas, identificando genes potencialmente envolvidos neste efeito e
abrindo possibilidades para o seu uso em tratamentos direcionados ao ambiente uterino.

A regulagdo do E2 sobre a expressdo de OTR no endométrio foi relatada anteriormente
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como um processo fisiolégico (Lamming e Mann, 1995), que ocorre durante o final do
diestro em ruminantes (Stevenson et al., 1994), tendo uma importante regulacdo por
progesterona e E2 (Bishop, 2013). A expressdo do PPARG no endométrio é regulada
durante o ciclo estral em bovinos (Socha et al., 2017). Em suinos, o0 PPARG possui
efeito sobre o concepto, tendo sua expressao relacionada ao alongamento prévio a
implantacdo (Blitek e Szymanska, 2017). A maior expressdo do PPARG no endométrio
de vacas com baixos niveis de E2 intrafolicular sugere um efeito gerado
fisiologicamente, mas que também pode ser modulado por suplementacdo exdgena de
E2, que pode afetar os processos reprodutivos ligados ao endomeétrio e ao
desenvolvimento embrionario em bovinos. O PPARG pode estar envolvido na regulacdo
do metabolismo lipidico e na sintese de prostanoides como as prostaglandinas, que
afetam o concepto e as células endometriais em bovinos, durante o periodo de
alongamento do embri&o (Ribeiro et al., 2016a; 2016b). Os mesmos autores observaram
uma correlacdo positiva entre a expressao de PPARG e PTGS2, que ndo foi confirmada
no presente estudo.

As correlagdes positivas entre a expressao génica de bidpsias endometriais com 0s
niveis de E2 intrafolicular sugerem candidatos envolvidos ha modulagdo que o E2
exerce sobre o0 ambiente uterino. O gene lactotransferrin (LTF) é uma glicoproteina de
ligacdo ao ferro, secretada por células epiteliais que atua, entre suas variadas funcdes, na
modulacdo do sistema imune (Levay e Viljoen, 1995). O LTF foi identificado no
endomeétrio de ratos durante a fase estrogénica, sendo regulado nesta espécie pelos
niveis de E2 (Teng, 1999), de forma similar ao observado no presente estudo in vivo. O
E2 também foi positivamente correlacionado com a expressdo do gene growth

regulation by estrogen in breast cancer 1 (GREB1) que desempenha papel importante



289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

79

na proliferagdo dependente de E2 em células da glandula mamaéria e do endométrio em
mulheres (Pellegrini et al., 2012). Sua presenca no endométrio de vacas, associada a sua
ligagdo ao E2, pode ser um fator gerador de multiplicac&o celular associado a renovacao
do epitélio. O IGFBP3 codifica uma proteina que é considerada, assim como o IGF1,
como um dos principais reguladores do sistema IGF em bovinos, pois o IGFBP3 se liga
a 90% dos IGFs circulantes, regulando o metabolismo local da glicose, sendo capaz de
deprimir a esteroidogénese (Bossis et al., 1999). E importante ressaltar que o modelo
utilizado apresenta limitacdes em decorréncia do procedimento de coleta, em fungéo do
local especifico de obtencdo das amostras e da diferenca de expressdo que existe entre
diferentes regides do endométrio (Sponchiado et al., 2017). A heterogeneidade das
amostras obtidas devido a diferentes proporc¢des de células do epitélio e de estroma
colhidas no procedimento de bidpsia podem interferir nos resultados obtidos
(Winuthayanon et al., 2017). Ainda, como os niveis sistémicos de E2 s&o influenciados
pela sintese ovariana e pelo metabolismo, os niveis intrafoliculares ndo necessariamente
representam os niveis de E2 aos quais as células endometriais sdo expostas.

A validacdo de um modelo de estudo in vitro abre varias possibilidades para
evoluir no conhecimento das interacdes que ocorrem no endométrio bovino,
especificamente relacionadas as células epiteliais. Além disso, 0 modelo permite isolar
o efeito do E2, sem que ocorra uma resposta derivada das células do estroma. Segundo
Winuthayanon et al. (2017), a interacdo entre as células do estroma e do epitélio
endometrial é importante na resposta ao E2, pois ratos que tiveram o receptor Esrl
deletado nas células de estroma ndo apresentaram multiplicagéo celular do epitélio em
resposta ao tratamento com E2. O modelo celular utilizado n&o apresentou marcacao da

proteina FGF2 em Western blot. Porém, esta marcagéo foi observada de forma marcante
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em um cultivo celular piloto de biopsia endometrial mista, com células epiteliais e
fibroblasticas de estroma.

No modelo in vitro, a reducdo da expressdao de CCND1 e CCND2, associada ao
aumento na expressdo de PCNA, pode estar relacionada ao processo de multiplicacdo
celular e a fase da divisdo em que as células se encontram no momento das avaliagdes.
O aumento na multiplicacdo celular é atribuido ao E2, porém era desconhecido em
cultivo celular especifico de células do epitélio endometrial bovino. Segundo Matsuoka
et al. (1994), a expressdo de PCNA esta associada ao processo de multiplicacdo e
reparacdo do DNA que ocorre durante a multiplicacdo celular. Sua expressao €
dependente da reducéo do complexo ciclina D1. A regulagéo exercida pelo E2 sobre a
expressao de PIAS3 pode gerar um efeito sobre a inibi¢do da fosforilagdo da STAT3
(Chung et al., 1997) e a expressao de RELA (Jang et al., 2004), que ndo ocorreram nos
modelos deste estudo.

O efeito observado sobre a fosforilagdo de MAPK e de AKT é imediato, de rapida
ativacdo e transitorio. A MAPK teve maior fosforilacao para o tratamento 200 pg/ml
aos 10 min, com posterior declinio apds 15 e 30 min. Este efeito rapido e transitério ja
foi relatado em cultivo de células endometriais humanas, em resposta a tratamento com
E2 (Seval et al., 2006). Para 0 AKT, observou-se uma reducdo na fosforilacdo apos 30 e
60 min nos tratamentos com 20 e 200 pg/mL de E2. O pAKT foi relatado como sendo
menos presente no endométrio de ratos em sua forma fosforilada e total durante o estro,
tendo sua reducdo relacionada ao mecanismo de protecdo das células endometriais
durante a fase estrogénica (Dery et al., 2003). A fosforilacdo do AKT foi observada
apos 5 e 15 min no tratamento com E2 em linhagem celular de estroma endometrial de

mulheres, apresentando efeito independente do bloqueio dos receptores ESR1 e ESR2
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(Guzeloglu Kayisli et al., 2004). O AKT foi considerado um mediador do efeito de
multiplicacdo celular ocasionado pelo E2 em camundongos, neste caso, especificamente
sobre células do epitélio endometrial. Porém, in vivo, tendo as células de estroma de
suporte (Zhu e Pollard, 2007), é possivel que a relacdo de células de estroma e epiteliais
seja necessaria para obter um efeito de ativacdo do AKT em resposta ao E2, 0 que ndo
ocorreu com um cultivo especifico de células epiteliais.

A fosforilacdo da STAT possui distintas fungdes em diferentes tecidos, podendo
regular apoptose, diferenciacdo e multiplicacdo celular (Richard and Stephens, 2011). A
STAT esté associada a processos de apoptose e morte celular durante a involucéo do
tecido mamario em camundongos (Chapman et al., 1999) e durante a divergéncia de
foliculos bovinos, estando ativada nas células da granulosa de foliculos subordinados
(Gasperin et al., 2015). Porém, a STAT também esté relacionada a processos de
multiplicacdo celular em linhagem celular de melanomas (Sakaguchi et al., 2012),
inibindo a ocorréncia de apoptose em linhagem celular de cancer hepatico (Liu et al.,
2010). Em células de epitélio endometrial bovino, a fosforilacdo constante da STAT3
parece ndo estar relacionada a processos de apoptose e nao foi modulada pelo
tratamento com E2 nos momentos avaliados.

O efeito observado no teste de reducdo do MTS ap0s o tratamento com diferentes
concentracdes de E2 pode ser atribuido a uma maior quantidade de células, decorrente
de uma maior atividade de multiplicacdo, ou de uma maior atividade celular induzida
pelo E2. O aumento na multiplicacdo celular em decorréncia do E2 é relatado como
uma das principais causas de endometriose em mulheres (Schats et al., 1984). Apesar da
correlacdo positiva entre a expressdo dos genes LTF, GREB1 e IGFBP3 com 0s niveis

de E2 in vivo, estes genes ndo foram regulados pelo tratamento com E2 no cultivo de
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células de epitélio endometrial. Esta mediacdo génica e seus efeitos podem estar
relacionados com a interagdo entre as células endometriais do estroma e do epitélio
uterino no endométrio, como demonstrado em camundongos com dele¢do do Esrl nas
celulas de estroma na regido anti-mesometrial, que resultou na inibi¢do da multiplicagdo
das células epiteliais apds tratamento com E2 (Winuthayanon et al., 2017).

Em conclusdo, o presente estudo identificou importantes genes regulados
fisiologicamente pelo E2 no endométrio de bovinos, candidatos a mediadores de efeitos
positivos do E2 sobre o ambiente uterino. O modelo de cultivo celular do epitélio
endometrial bovino foi capaz de isolar a resposta especifica dessas células ao E2. O
modelo in vitro identificou o efeito mediador da MAPK, associado a modulacéao de
genes que indicam proliferacédo celular, confirmada pelo aumento da atividade celular

em resposta ao tratamento com doses fisiologicas de E2.
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Legenda das Figuras
Figura 1: Abundéancia relativa do RNAm dos genes PTGS2 (A), OTR (B) e PPARG (C)
nas amostras de bidpsia endometrial durante o proestro/estro, em animais selecionados

de acordo com a concentragdo intrafolicular de estradiol (alta ou baixa).

Figura 2: Correlacdo entre o nivel intrafolicular de estradiol* e a abundéncia relativa
dos genes, em amostras de biopsia endometrial coletadas durante o proestro/estro de
bovinos.

*Transformada para escala logaritmica

Figura 3: Relacdo das proteinas fosforiladas (p-) e totais (t-) provenientes de células de
epitélio endometrial bovino (BEnEpC) ap6s tratamento com 0, 20 e 200 pg/mL de
estradiol. A, D, G, J e N: relagdo pSTAT3/tSTAT3 aos 5, 10, 15, 30 e 60 min,
respectivamente. B, E, H, L, O: relacdo pAKT/HAKT aos 5, 10, 15, 30 e 60 min,
respectivamente. C, F, I, M, P: relacdo pMAPK/tMAPK aos 5, 10, 15, 30 e 60 min,
respectivamente.

AB.C Expoentes distintos indicam diferenca estatistica P < 0,05.

Figura 4: Abundancia relativa dos genes que demonstraram regulacéo ao tratamento
com estrogeno nas horas 6, 12 e 24 ap0s o tratamento, em cultivo de células de epitélio
endometrial bovino (BEnEpC).

AB Expoentes distintos indicam diferenca estatistica P < 0,05.
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Figura 5: Relacdo das proteinas fosforiladas e totais, seguidas dos imunoblots
representativos, para os tratamentos com 0 e 200 pg/mL de estradiol sobre cultivo de
células de epitélio endometrial bovino (BEnEpC). AKT em 6 (A) e 24 horas (B).

MAPK em 6 (C) e 24 horas (D). STAT3 em 6 (E) e 24 horas (F).

Figura 6: Teste de reducdo do MTS tetrazolium (CellTiter 96®) avaliado pela
absorbéancia em 492 nm. A: Correlacao entre o nimero conhecido de células e a
absorbéancia para avaliagdo da eficiéncia do teste. B: avaliacdo da reducdo do MTS pelo
cultivo celular de epitélio endometrial bovino, com diferentes doses de estradiol
mantidas por 72 h.

AB Expoentes distintos indicam diferenca estatistica P < 0,05.
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Tabelas

Tabela 1: Sequéncia de primers usada para anélise de expressdo génica, especificos para

Bos taurus taurus.

Gene
AQP4

CCND1
COL4A1
PTGS2
EGFR
ESR1
ESR2
GREB1
LTF
OTR
PGR
PGRMC2
SLC2A1
IGFBP3
IGFBP4
IGFBP2
RELA
CCND2
PGT
PPARG
LIFR
LIF
PGRMC1
IMPDH2
PIAS3
PRKAR2B
XIAP

PCNA

DTV TMOTMIOTTOTTOTIOTTOTTNOTMIOTTOTOTIOTOTOTIOTTOTNTOTMOTTMIOTOTOTOTOTOTIOTOTDOT

Sequéncia
GTGTCTGTTGCAGTGAGAT
CAAAGGGACCTGGGATTTAG
AACTACCTGGACCGCTT
AGTGTAAATGCACAGCTTCT
CACGGCTACTCTTTGCTCTAC
GAAGGGCATGGTACTGAACTT
TTTGACCCAGAGCTGCTTTT
GAAAGACGTCAGGCAGAAGG
CCGTGAGTTGATCCTTGAATTCTC
GTCCGTAGGGCTTGGCAAAT
CAGGCACATGAGCAACAAAG
TCCAGCAGCAGGTCGTAGAG
CAGCCGTCAGTTCTGTATGCA
TCCTTTTCAATGTCTCCCTGTTC
CACCTGCGTGCACAAGTTAC
GCTGGAATCCGCGATTGAAC
GAAGGTAGATTCGGCGCTGTA
CAGTTTCCCTGAGGTTCTTCAAG
GTCAGCAACGTCAAGCTCATCT
AGACACTCCACATCTGCACGAA
GCCGCAGGTCTACCAGCCCTA
GTTATGCTGTCCTTCCATTGCCCTT
CAGGGGAAGAACCGTCAGAA
ATGAAGCCCCACCAGACATT
ATCATCTTCACCGTGCTCCTGGTT
TGTCACTTTGACTTGCTCCTCCCT
AAAGAGATGTTTGAAATGCCTAGTTTT
TCAAACTCGGTTTCACTGACTACTG
GAGGAAAGAATGTATGTGCCTGATG
GACCACAAACGGAGGAGGAA
CACCGGCAGATGGGCAA
GAAGGCGCATGGTGGAGAT
GAGATCATCGAGCAGCCCAA
ATAGTGGGGTGGGTCTTGGT
AGTGCGTGCAGAAGGACATT
CCAAGAAGCGGTCCAGGTAA
GTCATCGCTGGCCTCTCTAC
CAGCTACACGGGGAATGGTT
CCAAGAATATCCCCGGCTTT
AGGCCAGCATCGTGTAAATGA
GGAACAGTTGTTTTTGCGGGA
CTCCAAGGACGTCGGTCTTC
AAACTGCCGGCATCTAAGGT
TCATGAGGTTGCTGGGACAG
ACCAAAGGCCGCAAGTTCTA
AGGAGTGAGGTCGGAAAGGT
CATCACTCAGGAAGTGCTGGC
CGTCAGCAATGACAGGAAACA
GAAGCGCACTTCACCTTTGC
CCTGTATGGTATAATCGCATTTGG
GGGCATTCAACGCTCCAGTA
CTGGATTCAGCATCATCTTCTTCT
GGACGTGGATGTACTCCGTT
GCATGTTGTTCCCAAGGGT
CCCTTGAAGGATGAAAATGG
TCCCTAACACACCAGGAAGG

Referéncia/n® de acessgg9

NM_181003.2
NM_001046273.2
NM_001166511.2

NM_174445

XM_592211.5
NM_001001443.1

NM_174051.3
XM_010810188.1

NM_180998.2

NM_174134.2
NM_001205356.1
NM_001099060.1

NM_174602
Voge et al. 2004
Voge et al. 2004

NM_174555.1
NM_001080242.2
NM_001076372.1

NM_174829.3

NM_181024.2
NM_001192263.2
XM_015475541.1
NM_001075133.1
NM_001034416.1
XM_010803096.2

NM_174649.2
XM_010821346.2

NM_001034494.1
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Figura 4
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Figura 6
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4 Consideracdes Finais

De forma geral, podemos concluir sobre a importancia dos mediadores
inflamatorios sobre o trato reprodutivo de ruminantes, podem ser utilizados para
diagnosticar um efeito inflamatério agudo, traduzido como resposta a um estimulo
estressor. Especificamente, no caso das técnicas avaliadas para coleta de embrifes
em ovelhas, identificamos ambas gerando igual resposta dos fatores avaliados ao
longo do tempo.

Em um segundo momento, quando trabalhamos com um mediador
inflamatdrio suplementado durante o proestro/estro em vacas, e avaliamos o efeito
sobre o foliculo e endométrio, ndo se observou um efeito marcado. Porém,
confirmamos a possibilidade de efeito, pela presenca do receptor PTGFR durante a
ovulacdo nas células da granulosa, e durante o desenvolvimento folicular, prévio,
durante e apds a divergéncia, sendo regulado apés a divergéncia nos foliculos
dominantes. Sobre o endométrio ndo foi observado efeito decorrente do tratamento
com PGF durante o proestro/estro, com a dose de PGF utilizada.

No terceiro estudo, se identificou importantes genes regulados pelos niveis de
estradiol endégeno no ambiente uterino de bovinos, estes podem estar relacionado
com os efeitos positivos que o E2 acarreta no endométrio. De igual forma in vitro,
consideramos que o cultivo de células de epitélio endometrial bovino (BEnEpC), é
um modelo interessante para estudo da modulacao do E2, desta forma sendo capaz
de isolar uma resposta das células epiteliais especificamente. No modelo in vitro, se
identificou a MAPK como sendo um mediador do estrogeno, associado a
modulagdes génicas que indicam proliferacdo celular, confirmada pelo aumento da

atividade celular em resposta ao tratamento com estradiol.
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Anexo | - Documento da Comisséo de Etica e Experimentacio Animal (Artigo 1)
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Pelotas, 13 de novembro de 2002

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissio de Frica em FExperimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professor Arnaldo Diniz Vieira
Faculdode de Veterindgria
Senhor Professor:

A CEFEA analisou o projeto intitulado: “Niveis de estresse determinados por
diferentes  estratégias de coleta de embrides em ovinos™, processo
n“23110.007357/2012-19, sendo de parccer FAVORAVEL a sua  execucdo,
considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os principios
éticos em experimentacio animal e com os objetivos propostos.

Solicitagdo: 31 ovinos com 4 anos de idade.

Solicilamos, aphs Womar cifneia do parecer, reenviar o processe 8 CEEA,

Salientames também a necessidade deste projeto ser cadasirado junto ao
Departamento de Pesguisa e Iniciagio Cientifica para posterior registro no COCEPE
{codigo para cadastro n® CEEA T357).

Sendo o que tinhamos para o0 momenio, subscrevemo-nos.
/ Atenciosgmente,
T ﬁ Fagouole Pl
Prof. Dr.Wagﬂnde da Silva
Previdente da CEEA

Cienwem:ﬁ_ﬁ/_f_&ﬂl?

Assinatura do Professor Responsavel:

e By
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Anexo Il - Documento da Comisséo de Etica e Experimentac&o Animal (Artigo
2)

Pelotas, 16 de novembro de 2015

De: M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

v

Presidente da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof. Bernardo Garzieira Gasperin

Departamento de Patologia - Faculdade de Veterindria

Senhor Pesquisador:

A CEEA analisou a solicitagiio o projeto intitulado: “Controle da ovulagio em
bovinos e suinos”, processo n°23110.000288/2015-65. que envolve a utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo, pois
estd de acordo com os preceitos da Lej n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio  Animal
(CONCEA),

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo i CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (c6digo para cadastro n® CEEA (288-
2015).

Vigéncia do Projeto: 17/11/2015 a 201122019
Espécie/Linhagem: Suinos e Bovinos/variados

N*de animais: 740 suinos e 110 bovinos

Idade: 4 meses 4 4 anos (suinos) e 2 a 8 anos (bovinos)
Sexo: Fémeas

Origem: Granjas comerciais de suinos ¢ Fazenda Experimental de Bovinos

_ i //ﬁéu n

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciente em: ! 2015
Assinatura do Professor Responsivel:




Anexo lll - Documento da Comiss&o de Etica e Experimentacdo Animal (Artigo
3)

UFPel

Comasns do {160 om boevmaningan Areee

Pelotas. 27 de abril de 2016

Centificado

Centificamos que a proposta intitulada "Efeito do estradiol no proestro/estro
sobre  ambiente  folicular ¢ uterino  de  bovinos". registrada  com o
n“23110.008447/2015-70, sob a responsabilidade de Thomaz Lucia Jr. - que envolve a
produgdo, manutengiio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata. sublilo
Vertebrata {exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - atendeu as
solicitagdes e encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6,899, de 13 de jutho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ recebeu
parccer FAVORAVEL a sua exceuglio pela Comissdo de Etica em Experimentagio

Animal, em reunido de 11/04/2016.

| _Finalidade { X ) Pesquisa () Ensino ]
| Vigéncia da autorizagio 28/04/2016 a 20/12/2019

Espécie/linhagem/raga Bovina'SRD

N de animais 60
Idade R 3-6 anos

Sexo Fémeas

Origem | Propriedade em Piratini/RS, BR 293-Km38 )

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo i CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado Junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (coddigo para cadastro n® CEEA 8447-2015).
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M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

|

Assinatura do Professor Responsivel



