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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

FUNCAO ENDOCRINA DO INTERFERON-TAU DURANTE O
RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTACAO EM OVINOS

Autor: Alfredo Quites Antoniazzi
Orientador: Jodo Francisco Coelho de Oliveira
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 09 de junho de 2010.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta do interferon-tau (IFNT) em tecidos
extra uterinos utilizando dois modelos experimentais. O primeiro, com a utilizagdo de
amostras coletadas nos dias 12, 13, 14 e 15 do ciclo estral ou da gestagdo e o segundo com a
instalacdo de bombas osméticas de infusdo continua por 24 ou 72 horas. Formulou-se a
hipotese que o IFNT ¢ liberado na veia uterina em torno do dia 13 da gestagdo. Também, que
apos 24 ou 72 horas de infusdo na veia uterina, o interferon-tau ¢ capaz de induzir a expressao
de genes estimulados pelo interferon (ISGs) no corpo luteo, figado e endométrio. A resposta
no corpo luteo ¢ capaz de modular genes envolvidos na lutedlise. Para isso, foram coletados
endométrio, corpo luteo, figado, veia uterina, sangue das veias jugular e uterina, nos dias 12,
13, 14 e 15 do ciclo estral ou gestagdo. A instalagdo das bombas osmoticas de infusdo por 24
e 72 horas foi realizada no dia 10 do ciclo estral, onde metade dos animais receberam infusao
de albumina bovina (grupo BSA) e outra metade de IFNT recombinante ovino (ro; grupo
rolFNT). Nos animais infundidos por 24 horas, metade de cada grupo BSA ou rolFNT,
recebeu um desafio com prostaglandina F2 alfa (PGF; grupos BSA+PGF e rolFNT + PGF) 12
horas apds a instalagdo das bombas. Concentracdes sericas de progeterona foram iguais nos
dias 12 e 13, e diminuiram (P<0,05) a menos de 1 ng/ml entre os dias 14 ¢ 15 nos animais
ciclicos. A expressdo de ISGI5 endometrial aumentou (P<0,05) no dia 13 em ovelhas
prenhes, e permaneceu elevada até o dia 15. A expressdo dos receptores de estrogeno alfa
(ESR1) e de ocitocina (OXTR) aumentaram (P<0,05) em ovelhas ciclicas comparadas com
prenhes no dia 14, permanecendo elevadas no dia 15. A expressdao de ISG15 na veia uterina
ndo apresentou diferenga em fun¢do da gestagdo. A expressdo dos receptores de Interferon
tipo I ndo apresentou diferenga em fun¢do da prenhez no corpo lateo. No corpo luteo e figado,
a expressao de ISG15 aumentou no dia 14 da gestagdo, permanecendo no dia 15. A expressao
luteal de ESR1, OXTR, receptores de PGF (PTGFR), e E2 subtipos 2 (PTGER2), 3
(PTGER3) e 4 (PTGER4) nao apresentaram diferenca em funcdo da gestacdo nos dias 12, 13
14, e 15. Apos 24 horas de infusdo, a expressao luteal de ESR1, OXTR, PTGER2 e PTGER3,
ndo apresentaram diferencas. O transportador de prostaglandinas diminuiu nos grupos
BSA+PGF, rolFNT e rolFNT+PGF (P<0,001). O receptor PTGFR diminuiu a expressao
(P<0,001) nos grupos rolFNT e rolFNT+PGF, e o receptor PTGER4 aumentou (P<0,05) nos



grupos rolFNT e rolFNT+PGF. Em 72 horas de infusdo, ndo foi observada diferenca na
secrecdo de progesterona. A expressdao de ISG15 nos animais do grupo rolFNT aumentou
(P<0,01) no corpo luteo, figado e endométrio. Assim, a fun¢do enddcrina do IFNT ocorre com
a expressdo de ISG15 no dia 14 da gestacdo no corpo luteo e no figado. Portanto, a acdo
endocrina do IFNT acontece entre os dias 13 e 14 da gestacdo e pode proteger o corpo luteo
por mecanismos complementares a0 mecanismo anti luteolitico paracrino endometrial.

Palavras-chave: IFNT, ISG15, gestacdo, ovinos.



ABSTRACT

Tese de Doutorado
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ENDOCRINE ACTION OF INTERFERON-TAU DURING THE
MATERNAL RECOGNITION OF PREGANANCY IN SHEEP

Author: Alfredo Quites Antoniazzi
Advisor: Joao Francisco Coelho de Oliveira
Date and Place of defense: Santa Maria, June 09, 2010.

The objective of the present study is to evaluate interferon-tau (IFNT) endocrine
action in extra uterine tissues. The first approach consists of collecting samples from ewes on
days 12, 13, 14 and 15 of the estrous cycle or early pregnancy. The second, consists of
installing osmotic pumps to deliver a continuous concentration of recombinant ovine (ro)
IFNT into the uterine vein for 24 or 72 hours. Our hypothesis is that endocrine release of
IFNT into the uterine vein occurs as early as Day 13 of pregnancy. Also, that 24 and 72 hours
infusion of rolFNT induces ISGs in the CL, liver and endometrium and IFNT has endocrine
action on the CL to modulate major genes involved in luteolysis. Endometrium, liver, corpus
luteum, uterine vein, jugular and uterine vein blood were collected from cyclic (NP) and
pregnant (P) ewes on Days 12, 13, 14 and 15. Instalation of 24 and 72 hour pumps was done
on Day 10 of the estrous cycle. Half were infused with BSA and the other half with rolFNT.
Only in the 24 hour infusion, half of each group was challanged with a PGF injection at 12
hours following pump installation. Concentrations of progesterone in serum were similar on
Days 12 and 13 and then declined (P<0.05) to less than 1 ng/ml in NP ewes between Days 14
and 15. Endometrial ISG15 mRNA increased (P<0.05) in P versus NP ewes by Day 13 and
remained greater through Day 15. Endometrial ESR1 and OXTR mRNAs were up-regulated
(P<0.05) in NP compared to P ewes by Day 14, and remained up-regulated on Day 15.
Uterine vein ISG15 mRNA was not affected by pregnancy status. IFNARI and IFNAR2
mRNA were present in the CL, but did not change due to pregnancy status. ISG15 mRNA in
CL and liver increased (P<0.05) by Day 14 and remained up-regulated on Day 15 in P
compared to NP ewes. The expression of ESR1, OXTR, PTGFR, PTGER2, PTGER3 and
PTGER4 did not change in the corpus luteum during Days 12, 13, 14 and 15 related to
pregnancy status. Following the 24 hour infusion, ESR1, OXTR, PTGER2 and PTGER3
mRNA were not affected, but SLCO2A1 mRNA decreased (P<0.001) in BSA+PGF, rolFNT
and rolFNT+PGF compared to BSA-infused ewes. PTGFR mRNA was down regulated
(P<0.001) in rolFNT and rolFNT+PGF compared to BSA and BSA+PGF-infused ewes.
PTGER4 mRNA was greater (P<0.05) in rolFNT and rolFNT+PGF compared to BSA, but
not compared to BSA+PGF-infused ewes. After 72 hours, concentrations of progesterone did
not differ in rolFNT- compared to BSA-infused ewes. ISG15 mRNA was induced in the CL,



liver and endometrium in rolFNT- compared with BSA-infused ewes. Endocrine action of
IFNT occurred through up-regulation of ISG15 mRNA in CL and liver by Day 14 of
pregnancy. It is concluded that IFNT has endocrine effects on the CL between Days 13 and 14
of pregnancy and may protect the CL through mechanisms that are complementary, yet
independent to its paracrine effects on the OXTR endometrial pathway.

Key words: IFNT, ISG15, pregnancy, sheep.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

FIG 1. Progesterone levels and intra uterine response during early pregnancy. Concentration
of serum progesterone (A) in non-pregnant and pregnant ewes of estrous cycle or early
pregnancy. Relative expression to GAPDH (2°") of mRNA levels of ISGI5 (B), ESRI (C)
and OXTR (D) in the endometrium, on Days 12, 13, 14 and 15 from estrous cycle or early
pregnancy in sheep. Data are presented as mean (SEM). * (P<0.05)......cccceeveriinerieneennenne. 49

FIG 2. Blood levels of ISG15 in the jugular and uterine veins blood. Relative expression to
GAPDH (27°“") of mRNA levels for ISGI5 in the jugular (A) and uterine vein (B) blood on
Days 12, 13, 14 and 15 from estrous cycle or early pregnancy in sheep. Data are presented as

mean (ESEM). * (P<O.05). ..cviiieieeeee ettt et et et e e e 50

FIG 3. ISGI5 response to early pregnancy in extra uterine tissues (Uterine vein, liver and
corpus luteum). Relative expression to GAPDH (2*") of mRNA levels for ISG15. Uterine
vein (A), Liver (B) and Corpus luteum (C) ISG/5 mRNA expression on Days 12, 13, 14 and
15 from estrous cycle or early pregnancy in sheep. Data are presented as mean (£SEM). *

(PO.05). +ovvveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeese e eee e s e e e e s s e e se e s 51

FIG 4. Prostaglandin transporter expression in the uterine vein tissue and corpus luteum.
Relative expression to GAPDH (2*") of mRNA levels for SLCO241. Uterine vein (A) and
Corpus luteum (B) on Days 12, 13, 14 and 15 from estrous cycle or early pregnancy in sheep.
Data are presented as mean (ZSEM). * (P<0.05). .....oooiiiiiiiieiiieieeieee et 52

CAPITULO 2

FIG 1. Progesterone levels during 72 hour infusion of rolFNT into the uterine vein.
Concentration of serum progesterone at 0 (surgery), 24, 48 and 72 hours following osmotic
pump installation and delivery of 200pg BSA or rolFNT/d. Data are presented as mean
(FESEM). ettt a ettt ae s 82



11

FIG 2. Interferon Type 1 receptor (IFNAR1 and IFNAR2) mRNA concentrations in CL
ipsilateral or contralateral to uterine vein infusion of either BSA or rolFNT (200ug/d for 3d).
Values represent the mean £SEM of mRNA expression relative to GAPDH (2*“T) of mRNA
concentrations for IJFNARI (A) and IFNAR2 (B) * (P<0.05) .....ocoovieeiiiieeieeeeeeeee e 83

FIG 3. ISG15 mRNA expression in the CL, liver and endometrium following 72 hour infusion
of BSA or rolFNT (200ng/d) into the uerine vein, beginning on Day 10 of estrous cycle.
Relative expression to GAPDH (27*“") of mRNA levels for ISG15 in the corpus luteum (ipsi

and contralateral), liver an endometrium. Data are presented as mean (£SEM). * (P<0.05)... 84

FIG 4. Luteal SLCO241, PTGFR and PTGER4 mRNA concentrations following 24 and 72
hour infusion of BSA or rolFNT (200 pg/d) into the uterine vein. Relative expression to
GAPDH (2*“") of mRNA levels for SLCO2A41 24 (A) and 72 hours (D), PTGFR 24 (B) and
72 hours (E), and PTGER4 24 (C) and 72 hours (F) following osmotic infusion of BSA and
rolFNT into the uterine vein, beginning at Day 10 of estrous cycle. Data are presented as

MEAN (FESEM ). ..t e e e et e e e et e e e e aaa e e e e e abaeeeeeabe e e e e nabaaeeenaaeas 85

FIG 5. Endometrial ESRI and OXTR mRNA concentrations following 24 and 72 hour
infusion of BSA or rolFNT (200 pg/d) into the uterine vein. Relative expression to GAPDH
(2%") of mRNA levels for ESRI 24 (A) and 72 hours (C), and OXTR 24 (B) and 72 hours
(D) following 24 and 72 hour infusion of BSA and rolFNT into the uterine vein, beginning at

Day 10 of estrous cycle. Data are presented as mean (ZSEM).......cc.ccceviiviniiniineniencinienen. 86

FIG 6. Immunohistochemistry of ISG15 and PTGFR protein in ovine CL following 24 hour
infusion of . Representative immunohistochemical localization of ISG15 (A) and PTGFR (B)
in CL following 24 hour infusion of BSA or rolFNT (200 pg/d) into the uterine vein
beginning on Day 10 of €Strous CYCIe.......cccuieiiiiiiiiiiiiciieieeeeee e 87



SUMARIO

DEDICATORIA .....oottvimmriimriimeeiseseeseeeeseeesse st sse st sesss 4
AGRADECIMENTOS ..ottt sttt sttt ettt nbe it 5
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt et e b e 6
ABSTRACT ...ttt ettt ettt sttt ettt et et et e nbe st 8
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt 10
SUMARIO ....coriiriirreiireeee sttt 12
1. INTRODUGAO ..o 13
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....covriimriirinneineeiseeiesesssessesssessssssssssses s 15
2.1 O COrPO LULEO ..ottt ettt ettt e e et e 15
2.2 LUEEOLISC. ..ottt st ettt sttt eaees 16
2.3 Receptores e transportador de prostaglandinas............ccceeveeeeiienienciieniencieeneenns 18
2.4 Reconhecimento Materno da Gestagao..........cccveeeeuieeeciieeeiiieeeieeeeiee e 19
2.5 O gene do INterferoN-tatl .........cccueeriieriieiiieeie ettt ettt eae e e 20
2.6 Receptores de Interferon tipo I e Genes estimulados por Interferons (ISGs).....21
2.7 Agao endocrina do interferon-tau ............ccceeeevieeeiieecieecee e 22

.HIPOTESE E OBJETIVOS .......ooomiiiieeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee s 23
. MODELOS EXPERIMENTALIS ........cooiviiiimieeeeeeeesee s 24
CCAPITULO Lo 26
CCAPITULO 2. 53
CDISCUSSAOQ ...ttt 88
S CONCLUSAO ...ttt 91
CREFERENCIAS ... 92

O 00 9 N n K~ W



1. INTRODUCAO

O reconhecimento materno da gestagdo ¢ o periodo em que o concepto sinaliza sua
presenga para a mae. Em ruminantes, este periodo requer o alongamento do embrido, que
coincide com a maxima producao de interferon-tau (IFNT; Farin et al., 1989; Guillomot et al.,
1990; Gray et al., 2002). O IFNT ¢ um produto secretado pelo embrido de ruminantes em
maior quantidade antes da implantacdo (Farin et al., 1989; Guillomot et al., 1990; Gray et al.,
2002). E classificado como interferon do tipo I e sua principal fungdo é evitar o retorno a
ciclicidade preservando funcionamento do corpo liteo durante a gestacdo (Roberts et al.,
2008). O IFNT produzido pelo concepto age de maneira paracrina no utero prevenindo a
expressdo dos receptores de estrogenos (ESR1) e oxitocina (OXTR) no epitélio luminal
endometrial evitando a liberagdo de pulsos luteoliticos de prostaglandina F2 alfa (PGF;
(Spencer e Bazer, 1996), hormodnio responsavel pelo inicio da lutedlise (Mccracken et al.,
1970). O IFNT liga-se a receptores de interferon tipo 1 (IFNAR1 e IFNAR2) com sinaliza¢ao
via Jak/STAT (Binelli ef al., 2001). Além da sua acdo durante o reconhecimento materno da
gestagdo em ruminantes, o IFNT aumenta a expressdo de varios genes estimulados por
interferons (ISGs) no ttero (Mirando ef al., 1991), no corpo luteo (Chen et al., 2006; Oliveira
et al., 2008) e em células sanguineas (Yankey et al., 2001; Han et al., 2006).

Recentemente, foi sugerido que o IFNT possui acdo enddcrina no corpo liteo ovino
(Oliveira et al., 2008) e em recentes experimentos foi avaliada a expressdao de ISGs em
tecidos extra uterinos durante o inicio da prenhez em ovelhas. A ISG15 ¢ uma proteina
expressa no utero durante o inicio da gestacdo em resposta ao IFNT e possui funcao
semelhante a uma ubiquitina (Austin et al, 1996). Por imunohistoquimica foi também
identificada a presenca de ISG15 em células luteais grandes do corpo luteo de ovelhas no dia
15 da gestacao (Oliveira et al., 2008). Nesse mesmo estudo também foi realizado um ensaio
antiviral em sangue da veia jugular, artéria e veia uterina. Foi observada maior atividade
antiviral no sangue da veia uterina em animais prenhes. Essa resposta antiviral tipica de
interferons tipo I ¢ compativel com a produg@o de IFNT durante o reconhecimento materno da
gestacdo e sua atividade enddcrina. Em outro estudo (Bott et al., 2009), foram realizados
ensaios antivirais com amostras de soro tratadas com anticorpo anti IFNT. Nao foram
observadas atividade antiviral nessas amostras, confirmando que a atividade antiviral

detectada anteriormente referente a interferons do tipo I era correspondente ao IFNT.
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Adicionalmente, pela primeira vez foi relatado a extensdo do ciclo (pseudo gestagdo) além do
dia 32 com a infusdo na veia uterina de IFNT recombinante ovino por 7 dias.

Apesar da comprovacao da saida do IFNT do utero durante o reconhecimento materno
da gestagdo em ovinos, pouco se sabe em relacdo a a¢do endocrina do IFNT em tecidos extra
uterinos. Neste contexto, o tecido alvo para futuras investigagdes ¢ o corpo luteo, por ser
responsavel pela producdo de progesterona e pela proximidade ao utero. Basedo nisso, a
hipotese a ser testada ¢ que a entrada do IFNT na circulagdo da veia uterina ocorre em torno
do dia 13 de gestagdo em concentragdes suficientes para ativar receptores e estimular
respostas (ISGs) em tecidos extra uterinos, tais como sangue (linfécitos), veia uterina, corpo
luteo e figado. Além disso, que a infusdo continua de IFNT recombinante ovino com a
utilizacdo de uma bomba osmdtica por 24 ou 72 horas na veia uterina, seria capaz de
mimetizar 0 mecanismo endocrino do IFNT durante o reconhecimento materno da gestacao
em ovinos. Portanto, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a funcao
enddcrina do IFNT durante o periodo de reconhecimento materno da gestacdo em ruminantes.
E também avaliar a resposta da infusdo de rolFNT por 24 e 72 horas na veia uterina em
tecidos extra uterinos, bem como no endométrio. Os resultados serdo apresentados sob a
forma de manuscritos, que posteriormente serdo submtidos a um periddico cientifico. O
primeiro manuscrito resulta dos experimentos relacionados ao ciclo estral e inicio da prenhez,
j& o segundo resulta dos experimentos relacionados a infusdo continua de rolFNT por 24 e 72

horas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Corpo Luteo

O corpo lateo foi primeiramente identificado por Coiter (1573) que observou no
ovario a presenca de cavidades preenchidas por contetdo amarelado. Graaf (1672) deu a
descri¢do definitiva ao observar que apos o coito existia a presenca de “corpos globulares” em
ovarios de coelhos que permaneciam at¢ o momento do parto. Mas foi Malpighi (1689) que
detalhou a estrutura microscopica destas estruturas nomeando-as de corpus luteum,
literalmente corpo amarelo. Beard (1897) postulou que o corpo luteo ¢ responsavel pela
supressdo da ovulacdo e estro durante a prenhez e Fraenkel (1903) demonstrou que era
necessario para implantagdo e manutencdo da gesta¢do. Varios grupos mais tarde (1934),
isolaram um hormdnio, nomeado de progesterona por Slotta (1934), sugerindo sua formula
estrutural, neste mesmo ano sintetizada por Butenandt e Westphal. Assim, o corpo luteo ¢
uma glandula temporaria formada a partir de um foliculo que ovulou, tendo como sua
secrecdo primaria a progesterona, esterdide necessario para o estabelecimento e manutencao
da gestacdo, e ciclicidade ovariana na maioria dos mamiferos (Mccracken et al., 1999;
Niswender et al., 2000; Davis e Rueda, 2002).

O pico pré ovulatorio de LH resulta na luteinizagdo das células da teca e granulosa,
alterando a rota esteroidogénica para a producdo de progesterona pelas células luteais
esteroidogénicas (Richards e Hedin, 1988; Wuttke et al., 1998). As células luteais originadas
das células da teca e granulosa ddo origem a dois tipos celulares que diferem morfologica e
fisiologicamente. As células originadas das células da granulosa tém sido consideradas células
luteais grandes e aquelas da teca de células luteais pequenas. Além das células
esteroidogénicas o corpo luteo ainda possui células endoteliais, fibroblastos e leucocitos
(Channing, 1969a; b). Em ovinos, foram isoladas e identificadas os dois tipos de células
esteroidogénicas (Fitz et al., 1982). Estes dois tipos celulares, grandes e pequenas, podem ser
identificadas através de caracteristicas morfologicas e bioquimicas (Niswender et al., 1985).
As células luteais grandes secretam aproximadamente 7 vezes mais progesterona quando nao
estimuladas quando comparadas com as pequenas (Kenny et al, 1989). Ainda, as células
luteais grandes sdo ditas esteroidogénicas constitutivas, porque apresentam proteina quinase A

(PKA) constitutivamente ativa (Bogan e Niswender, 2007).
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A disponibilizagdo de colesterol livre pela colesterol esterase ¢ a primeira etapa para a
sintese de esterdides que ¢ regulada agudamente por sistemas de segundos mensageiros
(PKA) (Caffrey et al., 1979). O passo seguinte, o transporte de colesterol pela membrana da
mitocondria pela enzima proteina regulatoria aguda da esteroidogénese (StAR), ¢ considerado
limitante para a esteroidogénese. Lin et al. (1995), observaram que uma mutagdo no gene
StAR levou a uma menor produgdo de esteroides adrenais e gonadais. O colesterol no interior
da mitocdndria ¢ clivado pela enzima P-450 Side Chain Cleavage (SCC), levando a sintese de
pregnenolona, o primeiro esterdide na esteroidogénese. A conversdo de pregnenolona a
progesterona ocorre no reticulo endoplasmatico liso pela enzima 3-beta hidroxiesteroide
desidrogenase (38-HSD). A rota de produgdo de progesterona ¢ a menos complexa no ovario
e as células adquirem capacidade de produgdo de progesterona em grandes quantidades com o
aumento na expressdo das enzimas necessarias para conversao de colesterol em progesterona
(P-450 SCC e 3B-HSD) e a diminui¢do de enzimas que convertem progesterona a estrogenos
(17a-hidroxilase ¢ aromatase; (Bao e Garverick, 1998).

A progesterona age no endométrio como um fator de diferenciacdo (Cummings e
Yochim, 1984). Também induz diferenciacdo do estroma, estimula secre¢des das glandulas
endometriais, acimulo de vacuolos basais no epitélio glandular ¢ mudam o padrio de
secrecdao de proteinas pelas células endometriais. Essas proteinas uterinas proporcionam um
ambiente apropriado para o desenvolvimento inicial do embrido (para revisdo (Niswender et

al., 2000).

2.2 Luteolise

Os ruminantes sdo espécies ovuladoras espontineas e dependem inicialmente do
agente luteolitico (PGF) uterino para restabelecer seu ciclo estral até que ocorra o
reconhecimento de uma prenhez (Mccracken et al., 1999). A PGF foi identificada como o
fator uterino responsavel pelo inicio da lutedlise (Mccracken et al., 1970). Na ovelha a fonte
uterina de PGF ¢ o epitélio endometrial luminal e epitélio glandular superficial (Gray et al.,
2000). A regressao luteal ¢ dividida em duas fases: a luteodlise funcional que compreende a
diminui¢do na producdo de progesterona e a lutedlise estrutural que corresponde a regressao
estrutural do corpo lateo (Davis e Rueda, 2002).

No inicio do diestro a secre¢do de progesterona favorece o acumulo de fosfolipideos

de membrana para sintese de PGF (Mccracken et al., 1984) e bloqueia o aparecimento de



17

ESR1 e OXTR (Spencer et al., 1995). A progesterona pode agir nos OXTR por uma via nao
gendmica bloqueando o sitio de ligacdo da ocitocina (Bishop e Stormshak, 2006) ou de
maneira indireta, inibindo a sintese de ESR1 e consequentemente OXTR. Ao final da fase
luteal, a progesterona causa down regulation de seus receptores, permitindo um retorno da
acdo estrogénica centralmente no hipotalamo e periferalmente no utero (Mccracken et al.,
1999), permitindo um rdpido aumento na expressdo de ESR1 (Spencer et al., 1995). Os
estrogenos determinam o aumento da expressdo de OXTR no endométrio (Spencer et al.,
1995) e liberacdo de ocitocina pela hipofise posterior. A ligagcdo da ocitocina com seu receptor
estimula a sintese e secrecdo de PGF. Em ruminantes, existem pulsos luteais de ocitocina
sincronos com pulsos de PGF (Mccracken et al., 1999). A a¢do da ocitocina na sintese de
PGF foi sugerida através da ativagdo da rota da fosfolipase C (PLC) (Fleet et al., 1994). No
entanto, outros estudos indicaram que a ocitocina ativa diretamente a fosfolipase A2 (PLA2)
(Lee e Silvia, 1994). A acdo da ocitocina em seus receptores provoca a liberacao de pulsos de
PGF responsaveis pelo inicio das lutedlise (Wathes e Lamming, 1995).

Uma rota local esta envolvida na lutedlise em bovinos, porcos da india, hamsters,
ratos, ovelha e suinos. Em bovinos, ovinos e suinos, a arteria ovarica estd em intima aposi¢ao
a veia utero ovariana, ¢ somente na vaca ¢ na ovelha a area de contato e aumentada em fungao
da arteria apresentar um tortuoso caminho sobre a veia (Ginther, 1974). McCracken e
colaboradores (Mccracken ef al., 1971) relatam que quando se injeta PGF na veia uterina de
ovelha, a PGF passa diretatamente para a arteria ovariana ispilateral. Em outro experimento,
Ginther et al. causaram lutedlise na ovelha com 2 mg de PGF quando injetado intra uterino e
regressao parcial quando injetado sistemicamente (Douglas e Ginther, 1973). Assim, a PGF
sai do utero em dire¢do ao ovario pelo mecanismo de contra corrente entre a veia uterina e a
artéria ovdrica (Ginther, 1974).

Prostaglandinas endometrias chegam ao corpo liteo pela circulagao local, sistémica ou
ambas, ambas na dependéncia da espécie de mamiferos. A producdo intraluteal de
prostaglandinas ja foi reportada em varias espécies, suportando a idéia da acdo local no
controle da funcionalidade do corpo luteo (Mccracken et al., 1999; Niswender et al., 2000;
Davis e Rueda, 2002). Existem varias evidéncias de um sistema luteal de metabolismo,
transporte e sinalizagdo de PGE2 e PGF sugerindo que as prostaglandinas luteais possam
contribuir para uma autoregulacdo do corpo luteo (Hayashi et al., 2003; Arosh, Banu,
Chapdelaine et al., 2004). E ainda, a estimulacdo luteal pela PGF aumenta a liberagdo de
ocitocina luteal (Flint e Sheldrick, 1982), que potencializa a liberagdo de PGF uterina (Wathes
e Lamming, 1995) e luteal (Shirasuna et al., 2007).
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2.3 Receptores e transportador de prostaglandinas

Prostaglandinas sdo sintetizadas a partir do acido araquidonico, que apesar da
caracteristica lipofilica, se difundem fracamente pelas membranas celulares (Schuster, 1998).
A PGF e a PGE2 exercem seus efeitos primariamente a partir de receptores acoplados a
proteina G, PTGFR e PTGER, respectivamente. O PTGFR foi clonado em camundongos
(Sugimoto et al., 1994), humanos (Abramovitz et al., 1994), bovinos (Sakamoto et al., 1994)
e ovinos (Graves et al., 1995). O PTGER possui subtipos 1, 2, 3, and 4, e o PTGFR possui A
e B (Narumiya et al., 1999). A isoformas do PTGFR A e B em ovinos possuem a mesma
seqiiéncia de amino 4cidos, porém a forma A possui 46 amino acidos adicionais, sugerindo
que a forma B ¢ truncada em relagdo a A (Pierce et al., 1997). Os subtipos PTGER2 e
PTGERA4 estdo acoplados a adenilato ciclase e exercem sua fun¢do ativando AMPc, que por
sua vez ativa PKA. J& os subtipos PTGERI1 e o PTGFR sdo acoplados a PLC gerando dois
segundos mensageiros, o inositol tri fosfato (IP3), que gera um aumento no calcio intracelular,
e diacil glicerol (DAG) que ativa proteina quinase C (PKC). Existem ainda 4 isoformas do
receptor PTGER3, com grande variagdo de mecanismos de acdo, desde inibi¢do de AMPc até
um aumento de cdlcio intracelular (Narumiya et al., 1999). No corpo lateo foi identificada a
maior concentragdo de PTGFR (Powell et al., 1974), com maior expressdo nas células luteais
grandes (Schwall ef al., 1986), que sdo a maior fonte de progesterona (Harrison ef al., 1987) e
OXT (Rodgers et al., 1983).

Em estudos com corpo luteo, bovinos apresentaram receptores PTGFR em células
endoteliais e células luteais pequenas em quantidade pouco significantes, ao contrario da
células luteais grandes, nas quais sdo abundantes (Sakamoto et al., 1994). Ja em ovelhas foi
identificado somente nas células luteais grandes, enquanto que as células luteais pequenas nao
respondem a acdo da PGF (Niswender, 2002). A resposta luteal a PGF ¢ a diminuicdo da
sintese de progesterona, pela diminui¢do da captagdo e transporte de colesterol celular e pela
diminui¢do da expressdo de enzimas esteroidogénicas (Niswender et al., 2000).

O corpo luteo bovino apresenta todos 0s componentes necessarios para a sintese,
transporte e sinalizacdo das prostaglandinas, e talvez estejam envolvidos com a vida e fungao
luteal (Arosh, Banu, Kimmins et al.,, 2004). Em experimentos utilizando cultura de
endométrio ovino, foi avaliada a sintese de PGF e PGE2 nos dias 13, 15 ¢ 17 do ciclo estral e

da prenhez. Nenhuma diferenca foi detectada no dia 13. A sintese de PGF foi maior no dia 15
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e apresentou tendéncia a ser maior no dia 17 da prenhez do que nos dias 15 e 17 do ciclo
estral. J4 a PGE2 apresentou maior sintese no dia 15 e 17 da prenhez do que do ciclo estral.
Quando foram avaliadas in vivo, a sintese das PGF e PGE2 seguiram o mesmo padrao
descrito previamente in vitro. Isto demonstra que a secrecdo de PGF e PGE2 estao
aumentadas no inicio da prenhez e suporta a hipotese que PGE2 possui papel importante na
manuten¢do do corpo luteo durante o inicio da prenhez (Ellinwood et al., 1979).

O transportador de prostaglandina (SLCO2A1) foi identificado no endométrio ovino
(Banu et al., 2008) e transporta PGs tanto para o interior quanto para o exterior da célula. Em
bovinos, acredita-se que o SLCO2A1 esta envolvido em transporte celular tanto de PGF
quanto de PGE2 no utero e no seu transporte do utero para o ovario através do plexo utero-
ovariano. Em razdo da fun¢do das prostaglandinas na regulagdo da funcdo do corpo luteo,
parece ser importante avaliar a contribuigdo SLCO2A1 no corpo luteo (Arosh, Banu,

Chapdelaine et al., 2004).

2.4 Reconhecimento Materno da Gestagao

O reconhecimento materno da gestacdo pode ser considerado como a interagdo entre a
mae e o concepto, que sinaliza sua presenga e a necessidade de manutencdo da gestacdo. Este
tipo de comunicacdo ocorre em diversos momentos durante a gestacdo, mas um dos
momentos criticos em ruminantes envolve a regulagdo da manutengdo do corpo luteo pelo
concepto, ou seja, uma atenuacdo da secrecdo luteolitica de PGF. Experimentos pioneiros
realizados por Moor e Rowson na década de 60, proporcionaram evidéncias que o
reconhecimento da gestacdo na ovelha ocorria entre os dias 12 e 13 de prenhez. Em 1966,
foram realizados experimentos com transferéncia de embrides para Uteros com porgdes
isoladas. Os embrides transferidos eram capazes de manter 80% dos corpus luteos adjacentes
ao corno uterino gravido, enquanto que, transferidos para o corno uterino contralateral, nao
tiveram efeito na vida luteal. E quando a transferéncia de embrides foi realizada em receptoras
com corpo lateo nos dois ovarios, o embrido foi capaz de manter somente o CL ipsilateral
(Moor e Rowson, 1966). J& em 1976, Mapletoft et al. (Mapletoft et al., 1976), realizaram
experimentos isolando o corno uterino contralateral a prenhez e anastomozaram a artéria
ovariana ipsilateral a prenhez com o ovario contralateral. O corpo liteo do ovério
contralateral quando anastomozado com a artéria ovarica do corno ipsilateral manteve a

prenhez.
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No final da década de 70 foi estabelecido que a manuten¢do do corpo liteo no inicio
da gestacdo ¢ resultado da producdo de um fator protéico produzido pelo concepto (Martal et
al., 1979). No inicio da década de 80, foi purificada uma proteina secretada pelo concepto
ovino com caracteristicas de uma anti-luteolisina. Essa proteina era o principal produto de
conceptos ovinos em cultura e foi inicialmente chamada de proteina X (Godkin et al., 1982).
Esta proteina, posteriormente denominada de trofoblastina ovina (oTP-1), era a de maior
abundancia secretada pelo concepto entre os dias 10 e 12 da prenhez (Godkin ef al., 1984).

Ja no final da década de 80 esta proteina foi associada com a fun¢do anti-luteolitica e
consequentemente o reconhecimento materno da gestacdo, e ap6s o conhecimento de sua
sequéncia (Imakawa et al., 1987) foi renomeada para interferon-tau (IFNT; (Roberts et al.,
1989; Roberts et al., 1992), devido a sua semelhanga estrutural com os interferons tipo I. Essa
associacdo atraiu aten¢do, pois além das fungdes anti-virais e imunomoduladoras dos
Interferons, essa proteina possuia a¢cdo no contexto reprodutivo.

O concepto ovino secreta IFNT entre os dias 10 e 21-25, com pico de secregdo entre os
dias 14 e 16 da gestagdo. J4 no bovino a secre¢do ocorre entre os dias 12 e 21-26, com pico
entre os dias 15 e 16 (Farin et al., 1990; Roberts, 1991; Roberts et al., 1991). Como resposta,
o IFNT inibe a transcricao de receptores de estrogenos (ESR1; (Spencer e Bazer, 1995; 1996)
e ocitocina (OXTR; (Spencer e Bazer, 1996; Chen et al., 2006) no endométrio no momento
do reconhecimento materno da gestagdo, evitando a lutedlise na ovelha (Zarco, Stabenfeldt,
Basu et al, 1988; Zarco, Stabenfeldt, Quirke er al, 1988). Esse momento na ovelha,
corresponde a elongacdo do blastocisto esférico em filamentoso entre os dias 10 e 17 da

gestacao (Spencer et al., 2004).

2.5 O gene do interferon-tau

O gene do IFNT expresso pelo concepto dos ruminantes possui uma homologia de
aproximadamente 70% com o interferon-omega de humanos. Apresenta uma Unica regido de
leitura (do inglés open reading frame) de 595 pares de bases, que codifica uma seqiiéncia
primaria (pré-proteina) de 195 aminodcidos, com uma regido sinalizadora com 23
aminodcidos, que ¢ clivada para formar a proteina de 172 aminoacidos (Roberts et al., 2003).

O inicio da expressdo do gene do IFNT parece ser programado geneticamente
independente do ambiente uterino, pois ele € expresso em sistemas in vivo e in vitro. No

entanto, a producdo de IFNT ¢ influenciada pelo ambiente uterino, pois a produgdo in vitro
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aumenta na presenga de tecido uterino (Kerbler et al., 1997). A expressdo termina com a
implantagdo, pois o contato do trofoblasto com o endométrio cessa a produgdo de IFNT
(Demmers et al., 2001).

Recentemente foram identificados alguns fatores de transcri¢do que possuem papel
importante na regulacdo da transcri¢do do gene do IFNT. O fator de transcri¢ao Ets2 possui
um papel fundamental na regulagdo da transcricdo de IFNT durante o inicio da prenhez
(Ezashi et al., 1998), juntamente com outros co-ativadores e repressores (para revisdo ver

(Ealy e Yang, 2009).

2.6 Receptores de Interferon tipo I e Genes estimulados por Interferons (ISGs)

Os receptores de interferon tipo I (IFNAR1 e IFNAR2) sdo expressos em todos os
tecidos corporais e tem como fungdo principal mediar respostas antivirais. Também estdo
localizados no utero ovino, para mediar respostas maternas em funcdo do IFNT produzido
pelo concepto (Rosenfeld ef al., 2002). O IFNT se liga a esses receptores para exercer sua
acdo, e a via de transducdo de sinais ¢ a Jak/STAT, onde as proteinas tirosino-quinases
fosforilam proteinas STAT formando complexos multiméricos agindo como fatores de
transcri¢do (Binelli e al., 2001). Esses complexos se ligam em regides definidas no DNA
chamadas de elemento responsivo a estimulacdo por interferons (ISRE) regulando a expressao
de ISGs (Hansen ef al., 1999).

Dentre os ISGs que aumentam sua expressao durante o inicio da gestagdo em resposta
ao IFNT, estdo o 2°,5’ oligoadenilato sintetase (OAS; (Mirando et al., 1991; Schmitt et al.,
1993; Johnson et al., 2001), o gene de resisténcia ao myxovirus 1 (MX1; (Ott et al., 1998) e o
gene estimulado pelo interferon 15 (ISG15; (Naivar ef al., 1995; Austin et al., 1996; Johnson
et al., 1999). Estudos recentes demonstraram a expressdo de ISGs em células do sangue
(Yankey et al., 2001; Han et al., 2006; Gifford et al., 2007) e corpo luteo (Oliveira et al.,
2008), logo apds a sinalizacdo por IFNT no inicio da gestagdo em ruminantes.

O ISGI1S5 recebeu inicialmente o nome de proteina com reagdo cruzada a ubiquitina por
apresentar reagdo cruzada com o anticorpo contra ubiquitina (Austin ef al., 1996). E também
foi demonstrada estar aumentada no endométrio de camundongos (Austin et al., 2003) e
humanos (Bebington ef al., 1999) em resposta a gestacdo. O ISG15 ¢ induzido por interferon

tipo I e pode conjugar-se a outras proteinas (Loeb e Haas, 1992).
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2.7 Agao endocrina do interferon-tau

Estudos recentes avaliaram a expressdo de ISG15 em tecidos extra uterinos durante o
inicio da gestagdo em ovinos (Oliveira et al., 2008; Bott et al., 2009). A expressdo de ISG15
foi maior em células luteais grandes no dia 15 da gestagdo comparado com células luteais
grandes de ovelhas ndo prenhes com a utilizacdo de PCR em tempo real, western blot e
imunohistoquimica (Oliveira et al., 2008). Também foi realizado um ensaio antiviral para
avaliar niveis de IFN so sangue da veia e artéria uterina e veia jugular. Os resultados do
ensaio antiviral apresentaram maiores niveis de bioatividade de IFN no sangue de animais
prenhes no dia 15 da gestacdo, quando comparados a animais ndo prenhes (Oliveira et al.,
2008). Posteriormente, amostras de soro sanguineo da veia uterina de animais prenhes no dia
15 da gestacdo que foram pré-adsorvidos com anticorpo anti-IFNT, apresentaram uma menor
atividade antiviral. Portanto, este resulatdo indica que o IFN tipo I responsavel pela atividade
antiviral na veia uterina no dia 15 da gestacdo e o IFNT (Bott et al., 2009).

Um novo modelo para estudar a ag¢do endocrina do IFNT foi desenvolvido (Bott et al.,
2009). Inicialmente, dois diferentes métodos foram testados. O primeiro foi uma unica injegao
na artéria ovarica e o segundo foi a instalacdo de uma bomba osmética para infusdo continua
na veia uterina. Os dois métodos foram eficazes e induziram ISGs no CL. No entanto, a
infusdo continua de IFNT na veia uterina resultou em maior expressao de ISG15 luteal
comparada a inje¢do Unica na artéria ovarica. Por esta razdo, a infusdo continua de IFNT na
veia uterina foi escolhida como modelo para avaliar a fun¢do endocrina do IFNT. Um dos
resultados mostrou que a infusdo continua de rolFNT por 7 dias na veia uterina, iniciando no
dia 10 do ciclo estral, prolongou o intervalo entre estros por mais de 32 dias (Bott et al.,

2009).



3. HIPOTESE E OBJETIVOS

Ap0s a identificagdo da agdo antiviral no sangue da veia uterina em funcdo do IFNT
durante o periodo de reconhecimento materno da gestagdo em ruminantes (Oliveira et al.,
2008; Bott et al., 2009), estudos e pesquisas vem sendo desenvolvidos com outra abordagem.
Anteriormente, alguns genes foram avaliados em tecidos extra uterinos, com a hipdtese da
existéncia de uma interferomedina. Logo, pode se avaliar a influéncia endocrina do IFNT em
outros 6rgdos, como o corpo lateo. Assim, ainda ficam algumas perguntas, se 0 mecanismo
antiluteolitico e luteotréfico endometrial e luteal possuem similaridades. Durante um certo
periodo do inicio da gestagdo, o corpo luteo quando desafiado com PGF diminui a producao
de progesterona, mas recupera, o que ndo acontece durante o mesmo periodo do ciclo estral.

No presente estudo foi utilizado um modelo experimental que pudessemos avaliar
diferentes respostas em func¢do do ciclo estral ou inicio da gestacdo. Foram escolhidos os dias
12, 13, 14 e 15 do ciclo estral ou da gestacio em ovinos, para que o IFNT, inicialmente
secreatado em torno do dia 10 da gestacdo pelo concepto, tenha um periodo de agdo. Ainda,
utilizamos um modelo de infusdo continua de IFNT recombinante ovino por 24 ou 72 horas
diretamente na veia uterina no dia 10 do ciclo estral, para avaliarmos somente a fungao
endocrina do IFNT, eliminando a agdo de prostaglandinas endometriais deste mecanismo.
Portanto, a hipdtese ¢ que o IFNT tem acdo endodcrina durante o reconhecimento materno da
gestagdo em ovinos e que a a infusdo continua de rolFNT na veia uterina por 24 ou 72 horas ¢
capaz de mimetizar respostas endocrinas do IFNT da gestacdo. Para isso, os objetivos foram
avaliar respostas a gestagdo em tecidos extra uterinos nos dias 12, 13, 14 e 15 do ciclo estral e
inicio da gestacdo e avaliar a resposta no endométrio e tecidos extra uterinos apds a infusao

continua de rolFNT por 24 ou 72 horas na veia uterina, iniciando no dia 10 do ciclo estral.



4. MODELOS EXPERIMENTAIS

4.1 Dia do ciclo estral e inicio da prenhez

Ovelhas adultas foram observadas diariamente para comportamento de estro com a
utilizacdo de machos caudoepididimectomizados. O dia em que a fémea apresentou
comportamento de estro foi considerado dia 0, onde metade delas foram colocadas com
carneiro fértil e a outra metade mantidas sem qualquer contato. Assim os grupos foram
determinados de acordo com o estatus de prenhez ( ndo prenhe = NP e prenhe = P) e dias apds
a deteccdo do estro (12, 13, 14 ¢ 15). Nos dias 12, 13, 14 e 15 do ciclo estral ou inicio da
gestagdo as ovelhas foram eutanasiadas. Sangue das veias jugular e uterina, corpo luteo,
endométrio, veia uterina (tecido) e figado foram coletados. Animais prenhes foram

confirmados pela presenga do embrido.

4.2 Infusdo de rolFNT na veia uterina por 24 ou 72 horas

Ovelhas adultas foram observadas diariamente para comportamento de estro com a
utilizacdo de rufioes e o dia de comportamento de estro foi considerado dia 0. No dia 10
bombas osmdticas foram carregadas com BSA (200ug) ou rolFNT (200ug), conectadas a um
cateter, que foram implantadas cirurgicamente sobre o utero com o cateter inserido na veia
uterina, como descrito em Bott ef al. (2009). O cateter foi inserido na veia uterina proximal ao
utero em relagdo ao plexo utero-ovarico. Em animais com a presenca de CL nos dois lados,
um deles foi anotado como ipsilateral e o outro como contralateral a implantagdo da bomba.
Para garantir que a bomba estava infundindo quantidades especificadas pelo fabricante, dois
animais foram eutanasiados adicionalmente as 12 h e 50% do contetdo foi verificado. A
protecdo pela pré exposicdo ao IFNT foi verificada pelo desafio com a inje¢do de 4mg/58kg
de PGF (i.m.) 12 h apos a inntsalacao das bombas em metade de cada grupo (BSA e rolFNT).

Ainda, bombas osmoéticas de infusdo continua por 3 dias foram carregadas com BSA
ou rolFNT (200ng/dia), instaladas cirurgicamente no dia 10 do ciclo estral com descrito para
as bombas de infusdo continua por 24 horas. Sangue foi coletado no momento da cirurgia, 24,

48 e 72 h apos a cirurgia para avaliagdo de niveis de progesterona. Todos os animais foram
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eutanasiados 72 h apos a infusdo continua de BSA ou rolFNT para coleta de CL, endométrio,

figado e sangue das veias jugular e uterina, como mencionado anteriormente.
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7. DISCUSSAO

A avaliagdo da concentragdo de progesterona associados a respostas endometriais
(paracrina) e tecidos extra uterinos (enddcrina) no inicio da prenhez em ovelhas, sdo
apresentadas pela primeira vez em conjunto. Foi avaliada a expressao do gene ISG15 nos dias
12, 13, 14 e 15 do ciclo estral ou gestagdo, no endométrio, corpo luteo, figado, veia uterina e
sangue. Neste mesmo estudo, também foi avaliado a expressdo dos genes ESR1 e OXTR, bem
como genes envolvidos em mecanismos anti-luteoliticos e luteotréficos no corpo liteo, que
possivelmente estdo regulados durante o periodo de reconhecimento materno da gestacdo em
ovinos. Além deste desenho experimental, foi utilizado um modelo in vivo para avaliacao da
acao enddcrina do IFNT. Foram utilizadas bombas osméticas instaladas no dia 10 do ciclo
estral, para infundir IFNT recombinante ovino na veia uterina durante o periodo de 24 ou 72
horas. Nesses experimentos foram avaliados os genes analizados previamente durante o ciclo
estral e inicio da gestacdo caracterizando um perfil da funcdo parécrina e endocrina do IFNT
no inicio da gestagao.

A progesterona age no endométrio como fator de diferenciacdo (Cummings e Yochim,
1984), estimula secrecdes glandulares e altera o padrdo de secre¢do de proteinas endometriais.
Essas proteinas sdo responsaveis pelo desenvolvimento inicial do embrido (para revisdo ver
(Niswender et al., 2000). Neste estudo demonstramos que, primeiramente, a concentragao de
progesterona diminui em ovelhas ndo prenhes nos dias 14-15 com niveis menores que Ing/ml.
Quando utilizamos os modelos de infusdo de INFT recombinante ovino in vivo por 72 horas,
os niveis de progesterona sdo similares, tanto no grupo controle quanto no grupo IFNT.
Esperavamos que os niveis de progesterona fossem mantidos com a infusdo de IFNT e
diminuidos no grupo controle. Provavelmente a instalagdo das bombas no dia 10 do ciclo seja
muito cedo para contar com PGF enddgena para causar lutedlise. Logo, ao tragarmos um
paralelo entre os experimentos (ciclo estral e inicio da gestacdo vs. infusdo), observamos que
o declinio de progestrerona ndo acontece até o dia 13 e 14 nos animais ciclicos. Portanto, para
testar a hipotese de prote¢do luteal com infusdo de IFNT por 72 horas e PGF endogena, a
instalacdo das bombas de infusdo deve ser entre os dias 11 e 12 do ciclo.

O ISG15 apresenta grande expressdo endometrial no dia 18 da gestacdo em bovinos
(Austin et al., 2004). Niveis de RNAm para ISG15 foram descritos em ovinos entre os dias 11
a 120. No endométrio de ovinos, foi avaliado ISG15 inicialmente no dia 11 e logo apds no dia

15 (Joyce et al., 2005), ndo demonstrando o dia que ocorre 0 aumento na expressdo. Nos
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resultados do primeiro experimento, 0 momento do aparecimento de RNAm para ISG15 no
endométrio, ¢ no dia 13 da gestacdo. Estes dados seguem a producado e sintese de IFNT pelo
concepto ovino, que inicia a secre¢do no dia 10 com pico entre os dias 14 e 16 da gestacao
(Farin et al., 1990).

A expressdao de ISGs durante o reconhecimento materno da gestagdo foram relatados
em tecidos extra uterinos, dentre os quais, o corpo luteo (Chen et al., 2006; Oliveira et al.,
2008). Neste estudo foi avaliado a expressdo de ISG15 na veia uterina, no figado e no corpo
luteo, nos dias 12, 13, 14 e 15 do ciclo estral ou inicio da gestagdo em ovinos. Na veia uterina
ndo foi observado nenhuma diferenca. No figado e corpo liteo, ocorreu um aumento na
expressao no dia 14 da gestacdo, um dia mais tarde que a expressdo endometrial. Na infusao
de IFNT, tanto por 24 (Bott et al., 2009) quanto 72 horas, os niveis de expressao de ISG15 no
corpo luteo, figado e endométrio apresentaram-se semelhantes em relacdo ao tempo de
infusdo. Quando comparamos os modelos de infusdo com os dias do ciclo estral e inicio da
prenhez, os niveis de expressdo de ISG15 foram em torno de dez vezes maiores durante a
infusdo. Logo, a dose de IFNT recombiante ovino utilizado nas bombas pode ter sido mais
alta que os niveis fisiologicos estimados. Porém, ainda ndo existem dados de valores
fisiologicos de IFNT liberados na veia uterina.

Ainda, estudos demonstraram a expressao de ISGs no sangue, tais como Mx (Yankey
et al., 2001) e ISG15 (Han et al., 2006) (Oliveira et al., 2008). Niveis de ISG15 associados a
concentragdo de progesterona foram avaliados no sangue dos dias 15 a 21 para prever vacas
ndo prenhes. ISG15 sanguineo foi capaz de prever 100% de vacas ndo-prenhes, confirmado
por ultrasom 32 dias apds inseminagdo artificial (Han et al., 2006). O desenho experimental
do ciclo estral e inicio da gestagdo caracteriza o perfil de expressdo de ISG15 no sangue das
veias jugular e uterina nos dias 12, 13, 14 e 15. Em ambas veias, a expressdo de ISG15
apresentou-se aumentada apenas no dia 15 da gestacdo, com maiores valores na veia uterina.
Neste sentido a expressao dos receptores de estrogeno alfa (ESR1) e ocitocina (OXTR) foram
avaliadas durante o ciclo estral e inicio da gestacdo na ovelha. Os niveis de ESR1 estdo
elevados no dia 1, diminuem até o dia 11 e voltam a aumentar entre os dias 11 e 15 do ciclo
estral. Enquanto que entre os dias 11 e 15 da gestagdo, o ESR1 diminui sua expressao
endometrial (Spencer e Bazer, 1995). Em outro estudo foram avaliados ESR1 e OXTR
endometriais no dia 15 do ciclo estral ou da gestacdo, e animais prenhes apresentam uma
menor expressao (Spencer e Bazer, 1996). A a¢do do IFNT no reconhecimento da gestacao
em ovinos, ocorre pela supressao da expressao de ESR1 e OXTR, evitando pulsos luteoliticos

de PGF (Spencer e Bazer, 1996). Os resultados do presente experimento mostram que o



90

aumento da expressao de ESR1 e OXTR acontece no dia 14 em animais ciclicos, ou seja, a
supressdao da expressdo de ESR1 e OXTR em animais prenhes acontece um dia apds do
aparecimento de ISG15 endometrial em animais prenhes.

A partir da identificacdo de uma maior atividade antiviral no sangue da veia uterina de
ovelhas prenhes no dia 15 (Oliveira et al., 2008), nosso grupo tem utilizado bombas osmoticas
para avaliar func¢des endocrinas do IFNT durante o reconhecimento materno da gestagdo em
ovinos. Em outro experimento (Bott et al., 2009), as amostras de sangue da veia uterina de
animais prenhes no dia 15 foram tratadas com anticorpo anti IFNT, e ndo apresentaram
atividade antiviral. Logo, chega-se a conclusdo que o responsavel pela atividade antiviral na
veia uterina de animais prenhes no dia 15 ¢ o IFNT. Também foi demonstrado a extensdo do
ciclo (pseudo gestacdo), além do dia 32 com a infusdo de IFNT recombinante ovino por 7
dias, a partir da instalacdo de bombas osméticas no dia 10 do ciclo estral (Bott et al., 2009).

Com a publicagdo da comunicacdo endoécrina do IFNT (Oliveira et al., 2008), o
presente experimento verificou a acdo do IFNT em genes relacionados com a lutedlise no
corpo luteo. Os genes ESR1 e OXTR ndo apresentaram diferenga no corpo lateo durante o
ciclo estral e inicio da prenhez. Logo, o mecanismo intraluteal anti-luteolitico durante o
reconhecimento materno da gestacdo em ruminantes ¢ diferente do endometrial com relacdo a
supressao do ESR1 e OXTR. Também foram avaliados os receptores PTGFR e PTGERs, bem
como seu transportador. Nenhuma diferenca foi detectada no ciclo estral e inicio da gestacao
com relagdo aos receptores de prostaglandinas. No entanto, o transportador de prostaglandina
apresenta maior expressdo luteal em animais prenhes nos dias 12, 14 e 15 da prenhez,
podendo estar envolvido com maior necessidade de transporte de PGs intraluteal. Quando
utilizamos os modelos in vivo, observamos os mesmos resultados. Alguns genes apresentam
diferentes padrdes de expressao nas 24 e outros nas 72 horas de infusdo. Porém, o unico gene
com resultados consistentes nos modelos de infusdo foi o receptor PTGFR. Pela primeira vez
foi demonstrado a supressdo da expressdao de PTGFR com infusdo de IFNT recombinante
ovino por 24 e 72 horas na veia uterina. No entanto, o padrdo foi diferente do observado
durante o ciclo estral e inicio da prenhez, onde ndo foram observadas diferencas em animais
ndo prenhes e prenhes durante os dias 12, 13 14 e 15. Para isso, mais estudos sdo necessarios

para interpretar esses mecanismos.



8. CONCLUSAO

O concepto ovino inicia a secre¢do de IFNT em torno do dia 10 da gestacdo que
resulta no aumento da expressdo de ISG15 endometrial no dia 13 da gestacdo. No dia 14
ocorre a supressao da expressao de ESR1 e OXTR endometrial em ovelhas prenhes. Estes
resultados demonstram a agdo paracrina do IFNT na expressdo de ISG15, ESR1 e OXTR no
endométrio. No entanto, o figado e o corpo luteo apresentaram um aumento na expressao de
ISGIS5 a partir do dia 14, aumentando ainda mais no dia 15 da gestacdo. A resposta hepatica e
luteal mais tarde que a endometrial, demonstra claramente que a ag¢do enddcrina do IFNT
inicia em torno do dia 14 da gestagdo. E por fim, no dia 15, os niveis de progesterona se
mantém nas ovelhas prenhes. Esses resultados demonstram temporalmente a seqiiéncia de
eventos relacionados ao reconhecimento materno da gestacdo em ovinos (expressao de ISG15
em resposta ao [FNT). Primeiramente ocorre aumento de ISG15 endometrial no dia 13 e em
tecidos extra uterinos no dia 14, com posterior declinio na concentragdo de progesterona em
ovelhas ciclicas no dia 15. Assim, o Interferon-tau possui acdo enddcrina no corpo lateo entre
os dias 13 e 14 da gestacdo. Esta a¢do endocrina no corpo luteo pode proteger contra a
lutedlise por mecanismos complementares, independente da agdo paracrina endometrial.

O controle da acdo da PGF intraluteal durante o reconhecimento materno da gestacao
em ovinos pode ser controlado pela regulacdo do PTGFR e seu transportador, ¢ ndo pela
regulacdo da sintese de PGF. A diminuicdo da expressdo de PTGFR nos modelos de infusao
ndo foi confirmada pelo perfil de expressdo durante o ciclo estral e inicio da gestagdo. Assim,

mais estudos sdo necessarios para confirmar a supressao de PTGFR pelo IFNT.
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