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RESUMO 

 
 

EXPRESSÃO DE ISG15 EM LEUCÓCITOS DE OVELHAS SUPLEMENTADAS 

COM PROGESTERONA NO ANESTRO ESTACIONAL  

 

AUTOR: Manuela Wolker Manta 

ORIENTADOR: Alfredo Quites Antoniazzi 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão gênica de ISG15 em leucócitos e progesterona 

sérica, nos dias 10 e 16 da gestação inicial de ovelhas suplementadas com progesterona. As 

ovelhas foram alocadas aleatoriamente em dois grupos: Grupo Controle (GC) e Grupo P4 (P4G) 

durante o período de anestro estacional e na estação reprodutiva. Os grupos foram submetidos 

a um protocolo de manipulação do ciclo estral. Nos dois períodos, o P4G recebeu uma dose de 

progesterona injetável no dia 3 após o acasalamento (25 mg), enquanto o GC recebeu o mesmo 

volume de veículo. A expressão do ISG15 nos leucócitos no D10 não diferiu entre os grupos, 

P4G e GC (p> 0,05) no anestro e na estação reprodutiva. Por outro lado, no anestro a expressão 

de ISG15 no dia 16 é maior no GC, quando comparada ao P4G (p <0,05). Os resultados da 

expressão gênica de ISG15 não mostraram diferenças entre os grupos nos dias 10 e 16 na 

estação reprodutiva. Durante o anestro, o P4G no dia 10 apresentou menores concentrações de 

progesterona sérica quando comparadas ao GC. No dia 16, a concentração sérica de 

progesterona diminuiu no P4G em relação ao GC. Durante a estação reprodutiva, a progesterona 

sérica no dia 10 não diferiu entre os grupos, P4G e GC (p> 0,05). Ao contrário, P4G apresentou 

maiores concentrações de progesterona circulante quando comparadas ao GC no dia 16. Os 

resultados indicam que a suplementação de progesterona no início da gestação em ovelhas no 

anestro estacional não é eficaz em melhorar a sinalização endócrina do reconhecimento materno 

da gestação além de diminuir a P4 sérica, no entanto, aumenta a P4 sérica durante a estação 

reprodutiva sem alterar a expressão relativa de ISG15 nos leucócitos.   

Palavras-chave: progesterona, ovelhas, gestação, ISG15, leucócitos.  
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ABSTRACT 

 

 

ISG15 GENE EXPRESSION IN LEUKOCYTES OF PROGESTERONE-

SUPPLEMENTED EWES DURING NON-BREEDING SEASON 

 

AUTHOR: Manuela Wolker Manta 

ADVISOR: Alfredo Quites Antoniazzi 

 

The aim of this study was to evaluate the effect of supplementation with exogenous 

progesterone on the expression of ISG15 in leukocytes and concentration of serum 

progesterone, on days 10 and 16 of early pregnancy in ewes. The ewes were randomly allocated 

into two groups: Control Group (GC) and Group P4 (P4G), during seasonal anestrous period 

and breeding season. The groups were submitted to estrous cycle manipulation protocol. In both 

periods, P4G received a dose of injectable progesterone on day 3 after mating (25 mg), while 

the CG received the same vehicle volume. During the non-breeding season, the expression of 

ISG15 in leukocytes at day 10 did not differ between the groups, P4G and GC (p> 0.05). On 

the other hand, the expression of ISG15 on day 16 is higher in the CG, when compared to the 

P4G (p <0.05). During breeding season, the results of ISG15 gene expression did not show 

differences between groups on days 10 and 16. During non-breeding season, on day 10, the 

P4G showed lower concentrations of serum progesterone when compared to the CG. On day 

16, serum progesterone concentration also decreased in P4G compared to CG. During the 

breeding season, serum progesterone at D10 did not differ between the groups, P4G and GC 

(p> 0.05). On the contrary, P4G showed higher concentrations of circulating progesterone when 

compared to GC on day 16. The results indicate that progesterone supplementation at the 

beginning of pregnancy in sheep in the seasonal anestrus is not effective in increasing endocrine 

signaling in maternal recognition of pregnancy or raising serum progesterone, however, it 

increases serum progesterone during the reproductive season without changing the relative 

expression of ISG15 in leukocytes. 

Keywords: progesterone, ewes, pregnancy, ISG15, leukocytes 

 

 

 



8 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

CAPÍTULO 1 

Figure 1. Expression of ISG15 in leukocytes during non-breeding season. 1A. Expression of 

ISG15 in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the non-breeding 

season. 1B. Expression of ISG15 in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups 

during the non-breeding season, only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. 

Significant differences (P<0.05).…………………...…………………………………………25 

 

Figure 2. Expression of ISG15 in leukocytes during breeding season. 2A. Expression of ISG15 

in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the breeding season. 2B. 

Expression of ISG15 in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the 

breeding season only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. Significant 

differences (P<0.05).…………………………..…………………………………………...…26 

 

Figure 3. Concentration of serum progesterone during non-breeding season. 3A. Concentration 

of progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the non-breeding season. 

3B. Concentration of progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the 

non-breeding season, only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. Significant 

differences (P<0.05).....………………………..………………………………………...……27 

Figure 4. Concentration of serum progesterone during breeding season. 4A. Concentration of 

progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the breeding season. 4B. 

Concentration of progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the 

breeding season only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. Significant 

differences (P<0.05) .…………………………..……………………………………………..28 

 

 

 

 

 



9 

 

SUMÁRIO 
1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 11 

2 REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................................ 13 

2.1 RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTAÇÃO .................................................... 13 

2.1.1 O Interferon tau ......................................................................................... 14 

2.1.2 Genes Estimulados pelo Interferon (ISGs) e ISG15 ................................. 15 

2.1.3 A Progesterona no Reconhecimento Materno da Gestação ...................... 16 

2.1.4 Suplementação com progesterona exógena .............................................. 17 

2.2 ANESTRO ESTACIONAL NOS OVINOS ..................................................................... 18 

3 CAPÍTULO 1 ....................................................................................................................... 20 

1 Introduction .......................................................................................................................... 23 

2 Material and methods ........................................................................................................... 24 

2.1 Animals and Experimental design ...................................................................................... 24 

2.2 Progesterone supplementation ............................................................................................ 24 

2.3 Pregnancy diagnosis by ultrasound scanning ..................................................................... 25 

2.4 Blood sample and PBL isolation ........................................................................................ 25 

2.6 RNA extraction ................................................................................................................... 25 

2.7 cDNA synthesis and Quantitative Polymerase Chain Reaction ......................................... 26 

2.8 Progesterone assay .............................................................................................................. 27 

2.9 Statistics analysis ................................................................................................................ 27 

3   Results ................................................................................................................................. 27 

3.1 Pregnancy status during the non-breeding and breeding seasons....................................... 27 

3.2 Concentration of serum progesterone during the non-breeding season ............................. 27 

3.3 Concentration of serum progesterone during the breeding season ..................................... 28 

3.4 Relative expression levels of ISG15 mRNA during the non-breeding season ................... 29 

3.5 Relative expression levels of ISG15 mRNA during the breeding season .......................... 30 

4 Discussion ............................................................................................................................ 31 

5 Conclusions .......................................................................................................................... 33 

6 References ............................................................................................................................ 35 

7 CONCLUSÃO ..................................................................................................................... 40 



10 

 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................................... 41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Nos ruminantes, a interação entre estes fatores uterinos, ovarianos e embrionários 

caracterizam o período de reconhecimento materno da gestação, momento em que o embrião 

sinaliza sua presença no útero materno. A sinalização embrionária requer a liberação do 

Interferon tau (IFNT), proteína produzida pelas células do trofoblasto embrionário durante a 

gestação inicial (GODKIN et al., 1984). O IFNT atua via parácrina bloqueando os pulsos 

luteolíticos de Prostaglandina F2α (PGF) (BAZER et al., 1997), via endócrina nos tecidos 

extrauterinos (OLIVEIRA et al., 2008), além da via autócrina, estimulando a elongação 

embrionária (BROOKS & SPENCER, 2015).  

A elongação é o período embrionário em que ocorre a maior produção de IFNT 

(ANTONIAZZI et al., 2011), envolvendo aumentos exponenciais no comprimento e no peso do 

trofoblasto (WALES & CUNEO, 1989). Para o estímulo da elongação embrionária é essencial 

a ação da progesterona (P4), hormônio produzido pelo corpo lúteo (LONERGAN, 2011). A P4 

é o hormônio responsável pela manutenção da gestação nos ruminantes, sendo essencial para a 

sobrevivência do blastocisto já que induz a expressão de genes relacionados com o elongamento 

e a implantação embrionária (SATTERFIELD et al., 2006). Dentre os vários fatores que 

interferem na comunicação materno-fetal, o principal hormônio que controla o processo é a P4 

(MANN et al., 2003).  

A mortalidade embrionária em estágio inicial de desenvolvimento, principalmente por 

falhas na sinalização durante o reconhecimento materno da gestação, é reconhecida como uma 

das maiores causas de perdas reprodutivas em ruminantes (MORRIS & DISKIN, 2008). O 

primeiro período crítico para as perdas embrionárias é a primeira semana após a fecundação, 

sendo que o período posterior do reconhecimento materno da gestação envolve cerca de 30% 

das perdas totais (WILTBANK et al., 2016). Uma causa da mortalidade embrionária precoce é 

a baixa concentração de P4 circulante durante o período do reconhecimento materno 

(RICKARD et al., 2017). 

Perdas embrionárias causam diminuição da fertilidade (DIXON et al., 2007). O 

mecanismo envolvido com redução da fertilidade é de natureza multifatorial e inclui 

comprometimento da função folículo-ovário e produção de esteróides, interrupção da 

competência oocitária e desenvolvimento embrionário, atenuação da secreção de gonadotrofinas 

e comprometimento funcional da unidade útero-embrionária (ROTH, 2008). A atenuação da 

secreção das gonadotrofinas é uma das características do período de anestro estacional nas 

ovelhas (ROSA & BRYANT, 2003).  
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A mortalidade embrionária aliada a estacionalidade reprodutiva dos ovinos representam 

entraves à produção nesta espécie. Porém, os efeitos da sazonalidade reprodutiva podem ser 

minimizados ou revertidos através do uso estratégico de biotecnologias reprodutivas 

(BALDASSARRE & KARATZAS, 2004). Estas biotécnicas voltadas à necessidade de se 

prolongar a época de reprodução são fundamentais para aumentar a exploração do potencial 

produtivo dos ovinos.  

Sabendo que o aumento da P4 sérica logo após a ovulação é benéfico para a manutenção 

da gestação e desenvolvimento do embrião, a hipótese deste trabalho é que a utilização da P4 

logo após a cobertura melhora a sinalização embrionária através da expressão do ISG15 em 

leucócitos. Para isto, os objetivos deste estudo foram demostrar os efeitos da utilização da 

progesterona no 3º dia após a cobertura na expressão do ISG15 em leucócitos e nos níveis de 

progesterona sérica durante a gestação inicial (dias 10 e 16) em duas estações distintas: o anestro 

estacional e na estação reprodutiva ovina.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTAÇÃO  

 

O reconhecimento materno da gestação reflete as várias maneiras pelas quais a mãe 

responde à presença de um concepto dentro do seu trato reprodutivo (ROBERTS et al., 2003), 

ou ainda, como o período em que o concepto sinaliza sua presença no útero materno 

(ANTONIAZZI et al., 2011). Em ruminantes este processo requer o elongamento do embrião, 

fase essa em que ocorre a produção de IFNT (BAZER & THATCHER, 2017). Portanto, o 

embrião dentro do útero necessita produzir esta substância que prolonga direta ou indiretamente 

o tempo de vida do corpo lúteo, impedindo o retorno à ciclicidade do ovário e assim, mantendo 

a gestação (IMAKAWA et al., 1987). Assim, o IFNT é o fator crucial do reconhecimento 

materno da gestação nos ruminantes (ANTHONY et al., 1988).  

Em ovinos, os embriões em estágio de mórula entram no útero ao redor dos dias 4 e 5 

pós-concepção, evoluindo para blastocistos até o dia 6 (SPENCER et al., 2004a). Após a 

eclosão da zona pelúcida no dia 8, os blastocistos começam a alongar-se no dia 10 quando 

passam a secretar o IFNT, com pico de produção entre os dias 14 e 16, cessando a síntese por 

volta do dia 25 de gestação (SPENCER et al., 2004a). In vitro, a expressão do RNAm para 

IFNT inicia a partir do 4º dia de desenvolvimento embrionário (YAO et al., 2009). Estudo 

recente, demonstrou que embriões bovinos no dia 4, no estágio de 16 células, já expressam 

IFNT quando co-cultivados com células epiteliais do oviduto, sugerindo que o contato do 

embrião com o epitélio do oviduto estimula a síntese de IFNT (TALUKDER et al., 2018).   

O IFNT é uma citocina, um interferon do tipo I, expresso pelas células mononucleares 

do trofoblasto embrionário que age de forma parácrina no epitélio luminal endometrial. O IFNT 

ao se ligar aos seus receptores nas células endometriais, forma o fator de transcrição que será 

translocado para o núcleo (BINELLI et al., 2001), causando a inibição dos receptores de 

estrógenos (ESR1) e ocitocina (OTR), evitando assim a liberação dos pulsos luteolíticos de 

PGF2α (BAZER et al., 1992). Embora tenha ação sobre o OTR e ESR1, o IFNT não atua na 

expressão dos receptores de progesterona (PR) no endométrio (SPENCER & BAZER, 1995). 

Assim, a ação parácrina e antiluteolítica do IFNT é para impedir o aumento na expressão dos 

ESR1 epiteliais e OTR, mantendo assim a secreção de progesterona pelo corpo lúteo (CL) 

(FLEMING et al., 2001).  
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Em ovinos, a fonte de pulsos luteolíticos de PGF é o epitélio luminal e o epitélio 

glandular do endométrio, pois expressam os OTR e são os únicos tipos de células uterinas que 

expressam ciclooxigenase 2 (COX-2), uma enzima envolvida na síntese de prostaglandinas 

(CHARPIGNY et al., 1997). Com a inibição dos pulsos luteolíticos de PGF, o CL é mantido e 

sua produção de P4 estabilizada.  

A estimulação da progesterona durante 8 a 10 dias suprime a expressão do gene PR no 

epitélio endometrial, sendo que a perda do PR no útero é concomitante com diminuições na 

glicoproteína de mucina 1 (MUC-1), um inibidor da implantação do blastocisto para permitir a 

continuidade da elongação (SPENCER & BAZER, 2002). Esta continuidade na elongação é 

necessária para a produção do IFNT e expressão de genes induzidos pela progesterona e 

estimulados por IFNT que dão suporte ao desenvolvimento do concepto (BAZER et al., 2012a). 

O nível de expressão do IFNT diminui acentuadamente à medida que o trofoblasto estabelece 

contato com as células epiteliais do endométrio materno, durante a implantação embrionária 

(HANSEN et al., 1988). 

 

2.1.1 O Interferon tau 

 

O IFNT é uma proteína composta por 172 aminoácidos presente somente em ruminantes, 

expressa no período da pré-implantação embrionária (ROBERTS et al., 2003). Esta proteína 

liga-se aos receptores de Interferon tipo I (IFNAR1 e IFNAR2) e induz sua resposta por meio 

da sinalização via JAK/STAT (BINELLI et al., 2001). Em ovinos, o efeito do IFNT é 

pleiomórfico, na medida em exerce diversas funções no reconhecimento materno (SONG et al., 

2008). Inicialmente, o IFNT parecia exercer uma ação somente parácrina no útero, preparando-

o para a gestação e implantação embrionária (SHIRASUNA et al., 2015) até serem 

demonstradas as suas ações endócrinas (OLIVEIRA et al., 2008) e autócrinas (WANG et al., 

2013).   

Na via autócrina, foram detectados IFNT e transcritos de IFNAR1 no trofectoderma de 

ovelhas com 15 e 20 dias de gestação, estimulando a proliferação das células trofoblásticas 

(WANG et al., 2013). Sendo assim, os efeitos do IFNT via seus receptores no trofectoderma 

não são necessários para alongamento do embrião, mas podem influenciar a expressão do gene 

IFNT (BROOKS & SPENCER, 2015).  
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A ação parácrina do IFNT impede os pulsos luteolíticos da PGF, garantindo assim a 

continuidade da produção de progesterona pelo CL no ovário (SPENCER et al., 2007). Esta 

ação também foi confirmada pela presença de receptores de IFN tipo I no endométrio 

(ROSENFELD et al., 2002), com a função de induzir a expressão dos Genes Estimulados por 

Interferon (ISGs), que estão envolvidos na regulação da receptividade uterina ao concepto, além 

da sua elongação e implantação (HANSEN et al., 1999; BAZER et al., 2008; BAZER et al., 

2010). A ação parácrina é evidenciada através da detecção de RNAm de ISGs no endométrio, 

mesmo antes da inibição dos ESR1 e OTR (ROMERO et al., 2015).  

Já a ação endócrina do IFNT é descrita através da indução na expressão dos ISGs no 

útero, corpo lúteo, fígado e em células sanguíneas (OLIVEIRA et al., 2008).  O IFNT é liberado 

do útero para a veia uterina para induzir ISGs no CL e atrasar a luteólise (BOTT et al., 2010), 

proporcionando uma resistência luteal à ação luteolítica da PGF (HENKES et al., 2009; 

ANTONIAZZI et al., 2013).   

 

2.1.2 Genes Estimulados pelo Interferon (ISGs) e ISG15 

 

Uma vez expressos, os IFN do tipo I são secretados e se ligam a seus receptores nas 

membranas de células desencadeando a ativação da via de sinalização JAK-STAT 

(SUBRAMANIAM et al., 2001). Nela, as proteínas Janus Quinase I (JAK1) e Tirosina Quinase 

2 (TYK2) associadas aos receptores IFNR, fosforilam os fatores de transdução de sinal e de 

transcrição STAT1 e STAT2 que então migram para o núcleo e associam-se ao IRF9 formando 

um complexo chamado ISGF3 (Interferon Stimulated Gene Factor 3). Esse heterotrímero se liga 

a sequências consenso chamadas de ISRE (Interferon Stimulated Response Element) levando à 

transcrição de uma série de genes denominados ISGs (Interferon Stimulated Genes) (LEVY et 

al., 1986).  

Durante a gestação inicial de ruminantes, os ISGs são expressos em resposta à secreção 

de IFNT pelo embrião (JOHNSON et al., 1999). Além de estarem envolvidos na regulação da 

receptividade uterina ao concepto, na sua elongação e implantação embrionária (HANSEN et 

al., 1999; SPENCER et al., 2008; BOTT et al., 2009; BOTT et al., 2010; HANSEN et al., 2010), 

os ISGs também tem um papel importante na degradação das proteínas uterinas citosólicas 

(receptores, enzimas e fatores de transcrição de genes reguladores) que são prejudiciais para a 

sobrevivência embrionária e fetal (JOHNSON et al., 1999). Durante o início da gestação, a 

primeira resposta à liberação de IFNT pelo concepto é a indução de ISGs, como por exemplo o 

ISG15 no endométrio (ROMERO et al., 2015). O ISG15 possui dois principais papéis: o de 
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proteína similar a ubiquitina (HAAS et al., 1987) que é capaz de se ligar a proteínas alvo 

regulando a sua função e o de proteína com efeito de citocina, uma vez que ela é secretada e 

capaz de ativar células do sistema imune (RECHT et al., 1991).  

No dia 11 de gestação em ovelhas, os níveis de ISG15 são baixos, elevando a expressão 

no dia 13 com aumento significativo até o dia 15 (JOYCE et al., 2005). Nos tecidos 

extrauterinos, como fígado e CL, o ISG15 é expresso nos dias 14 e 15 de gestação (BOTT et al., 

2008; OLIVEIRA et al., 2008; ANTONIAZZI et al., 2013). Foi demonstrada a presença de 

ISG15 nos leucócitos do leite em vacas, evidenciando que a estimulação da expressão de ISGs 

pode ser observada simultaneamente nos diferentes tecidos, especificamente os leucócitos de 

sangue periférico (PBLs) (KOSE et al., 2014), sendo que os neutrófilos podem secretar o ISG15 

através dos seus grânulos (BOGUNOVIC et al., 2012). Sabe-se que a expressão de ISG15 em 

PBLs é diretamente proporcional à expressão de IFNT no lúmen uterino (MATSUYAMA et al., 

2012). 

A P4 é permissiva à expressão dos ISGs, já que também estimula as células estromais 

com receptores de progesterona a expressar fator de crescimento de fibroblastos ou fator de 

crescimento de hepatócitos, que atuam através de seus respectivos receptores nos epitélios 

uterinos e trofectoderma para regular a expressão dos ISGs (SPENCER et al., 2007). Na maioria 

dos casos, a P4 induz e o IFNT estimula a expressão dos ISGs (BAZER et al., 2012b). A 

concentração média de progesterona plasmática e os níveis médios de RNAm de ISG15 no 

sangue, são maiores em vacas gestantes do que em vacas não gestantes nos dias 17 a 25 de 

gestação, sugerindo que estas duas variáveis associadas podem indicar a função luteal e presença 

de um embrião viável (HAN et al., 2006). Assim, a expressão do ISG15 pode ser considerada 

como um bom marcador molecular de resposta do IFNT e indicador de prenhez em vacas 

(SHIRASUNA et al., 2012). 

 

2.1.3 A Progesterona no Reconhecimento Materno da Gestação 

 

A P4 é um hormônio esteroide, principalmente secretado pelo corpo lúteo e placenta 

(NISWENDER et al., 1994) que atua no útero para estimular e manter as funções endometriais 

necessárias para o crescimento, implantação, placentação, desenvolvimento embrionário e fetal 

(SPENCER et al., 2004b).  

A concentração periférica de P4 no início da gestação tem efeito significativo sobre a 

sobrevivência do embrião (MANN et al., 2003). Baixas concentrações de progesterona nos 

primeiros dias após a concepção (Dia 3-8) estão associadas a embriões bovinos menores no dia 



17 

 

16, que podem produzir quantidade insuficiente de IFNT, com menor efeito na supressão do 

mecanismo luteolítico (CARTER et al., 2008). Baixas concentrações de P4 nos primeiros dias 

de gestação culminam com a baixa sobrevivência embrionária e perda gestacional em ovelhas, 

com uma diminuição na proporção de três vezes na produção de IFNT (NEPHEW et al., 1991).  

Em ovelhas não prenhes, a concentração sérica de progesterona inicia seu declínio em 

torno do dia 14, estando abaixo de 1,0 ng/ml já no dia 15, demonstrando que a regressão luteal 

ocorre nestes dias em ovelhas. Em contraste, nas ovelhas prenhes a concentração sérica de P4 

encontra-se acima de 1,7ng/ml pós-concepção (BOSCOS et al., 2003). Através da avaliação das 

concentrações de progesterona no inicio da gestação em ovelhas, no período de primavera e 

outono, é possível avaliar se a ovulação ocorreu, se a perda embrionária ocorreu após o 

reconhecimento materno da gestação e ainda se ocorreu luteólise prematura. A concentração 

sérica de P4 também indica função do CL, na medida em que as concentrações circulantes são 

um reflexo da secreção luteal (DENICOLO et al., 2009).  

 

2.1.4 Suplementação com progesterona exógena 

 

Uma alternativa para o aumento imediato na concentração de progesterona sérica é a 

suplementação com progesterona exógena, podendo esta suplementação ser obtida por injeção 

de progesterona ou pela inserção de um dispositivo intravaginal (BELTMAN et al., 2009). 

Sabe-se que uma dose diária de 6 mg de progesterona exógena encurta a duração dos ciclos 

estrais em ovelhas vazias e acelera o desenvolvimento de blastocistos em ovelhas prenhes, 

indicando que concentrações crescentes de progesterona no plasma durante a formação do CL 

aumentam as secreções uterinas e a taxa de desenvolvimento do embrião (POPE et al., 1995). 

Igualmente, injeções exógenas de P4 36 horas pós-concepção acarretam em um aumento no 

tamanho de blastocisto no dia 9 e conferem o desenvolvimento precoce do concepto já 

filamentoso e em alongamento no dia 12 (SONG et al., 2009).  

Em vacas, a suplementação com progesterona injetável não compromete o 

desenvolvimento do corpo lúteo que está se formando (PUGLIESI et al., 2014). A 

suplementação de P4 durante a elevação pós-ovulatória da P4 endógena melhora o 

desenvolvimento e a produção de IFNT pelo embrião, também em novilhas de corte e leite 

(MANN et al., 2006). Quando o aumento da P4 sérica ocorre do dia 3 ao 7 pós estro, há um 

aumento significativo do tamanho do concepto bovino (CARTER et al., 2008), confirmando a 

existência de uma correlação positiva entre a concentração de progesterona sérica e a síntese de 
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IFNT, o que sugere que o aumento das concentrações de progesterona é benéfico para o 

desenvolvimento embrionário (KERBLER et al., 1997). Por outro lado,  a utilização de 

dispositivo intravaginal com progesterona afim de ressincronização de ovelhas após a primeira 

inseminação, a progesterona exógena diminui a concentração de progesterona sérica nas 

ovelhas tratadas, sem alterar as taxas de manutenção da gestação (MIRANDA et al., 2018).  

 

2.2 ANESTRO ESTACIONAL NOS OVINOS 

 

Uma das características reprodutivas mais marcantes da espécie ovina é a sazonalidade 

ou estacionalidade reprodutiva. A sazonalidade reprodutiva é caracterizada por mudanças 

comportamentais, endócrinas e ovulatória, dando origem a uma alternância anual entre dois 

períodos distintos: uma estação reprodutiva, caracterizada por ciclos estrais regulares (média de 

17 dias) com manifestação de cio e ovulação, sendo o outro período de inatividade sexual, o 

anestro estacional ou contra estação reprodutiva (ROSA & BRYANT, 2003). O anestro é 

caracterizado por uma ausência quase total de ciclos. Nesta fase, observa-se uma baixa 

frequência de pulsos de LH, sendo os níveis de progesterona, em geral, inferiores a 0,5 ng/ml 

(UNGERFELD et al., 2003). 

Esta característica estacionária é típica de ovinos de raças originárias das regiões de 

clima frio e temperado, sendo controlada primariamente pelo fotoperíodo e influenciada pela 

latitude, apresentando-se mais marcante em latitudes mais elevadas (BARTLEWSKI et al., 

2011). Assim, a sazonalidade é marcante nas regiões onde a amplitude das variações anuais na 

duração do dia são maiores, já que a espécie ovina é poliéstrica estacional de dias curtos 

(CHEMINEAU et al., 1992). Na região sul do Brasil, a estação reprodutiva está mais restrita ao 

período de outono e inverno, evidenciando que o fotoperíodo é um fator de importância na 

determinação da estacionalidade reprodutiva nesta espécie.  

O fotoperíodo (horas de luz/horas de escuridão) interfere nas atividades sexuais através 

das informações luminosas percebidas pela retina, traduzidas em sinais nervosos pelo nervo 

óptico e transmitidas à glândula pineal, responsável pela secreção de melatonina (THIERY et 

al., 2002). A melatonina é um neurotransmissor que informa ao organismo a duração da noite e 

o respectivo período do ano, sendo liberada na circulação periférica durante o escuro 

(LINCOLN, 1992). Na espécie ovina, assim como nos roedores, a melatonina tem ação pró-

gonadotrófica, mediada por receptores no hipotálamo que podem alterar a secreção dos pulsos 

do hormônio liberador das gonadotrofinas (GnRH), que, por sua vez, controla a secreção das 
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gonadotrofinas (hormônio folículoestimulante/FSH e hormônio luteinizante/LH), pela hipófise 

(DAIR et al., 2008).  

Embora não haja atividade sexual durante o anestro, é possível a utilização de métodos 

que induzam a ciclicidade nas fêmeas ovinas. Para isso, dispositivos intravaginais impregnados 

com progesterona são utilizados nos protocolos de indução ao estro e mostram resultados 

satisfatórios de manifestação do cio e ovulação, com taxas de até 90% de resposta (OZYURTLU 

et al., 2010). As médias de prenhez de ovelhas acasaladas durante o anestro estacional giram em 

torno de 41% (DOGAN & NUR, 2006) e 55% (KOHNO et al., 2005).  

Esta sazonalidade causa grandes impactos na produtividade econômica em ovinos, já 

que estacionaliza também a disponibilidade de produtos oriundos da produção, como a carne, o 

leite e a indústria da lã (DELGADILLO et al., 2014). Embora as ovelhas possuam um ciclo 

produtivo curto, com uma gestação de cerca de 150 dias, geralmente só é obtido um cordeiro 

por ovelha ao ano (KAYA et al., 2013). Por este motivo, estratégias reprodutivas aliadas aos 

hormônios indutores de ciclicidade são utilizadas para aumentar a fertilidade das ovelhas em 

anestro estacional e obter cordeiros duas vezes em um ano ou três vezes em dois anos (GOULET 

& CASTONGUAY, 2002). 
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Abstract 35 

The aim of this study was to evaluate the effect of supplementation with exogenous 36 

progesterone on the expression of ISG15 in leukocytes on days 10 and 16 of the early pregnancy 37 

of ewes. The ewes were randomly allocated into two groups: Control Group (GC) and Group 38 

P4 (P4G), during the seasonal anestrous period and breeding season. The groups were submitted 39 

to estrous cycle manipulation protocol. In both periods, P4G received 25 mg of injectable 40 

progesterone on day 3 after mating, while the CG received the same vehicle volume. During 41 

the non-breeding season, the expression of ISG15 in leukocytes on day 10 did not differ between 42 

the groups, P4G and GC (p> 0.05). On the other hand, the expression of ISG15 on day 16 is 43 

higher in the CG, when compared to the P4G (p <0.05). During breeding season, ISG15 gene 44 

expression did not show differences between groups on days 10 and 16. During non-breeding 45 

season, on day 10, the P4G showed lower concentrations of serum progesterone when compared 46 

to the CG. On day 16, serum progesterone concentration also decreased in P4G compared to 47 

CG. During the breeding season, serum progesterone at D10 did not differ between groups, 48 

P4G and GC (p> 0.05). On the contrary, P4G showed higher concentrations of circulating 49 

progesterone when compared to GC on day 16. The results indicate that progesterone 50 

supplementation at the beginning of pregnancy in sheep in the seasonal anestrus is not effective 51 

on endocrine signaling of interferon tau during maternal recognition of pregnancy or increasing 52 

serum progesterone. However, it increases serum progesterone during the reproductive season 53 

without influence on ISG15 expression in leukocytes. 54 

Keywords: progesterone, ewes, pregnancy, ISG15, leukocytes 55 

 56 

 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 

 65 
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1 Introduction 66 

 67 

Reproduction in ewes follows a seasonal pattern, consequently, impact the availability 68 

of products throughout the year. This seasonal breeding pattern is a major obstacle to increase 69 

the intensity of ewe production (Vincent et al., 2000). The non-breeding season is 70 

characterized by the absence of sexual behavior and ovulation (Webb et al., 1992) and ewes 71 

exposed to rams almost always exhibit reduced pregnancy rates compared to ewes exposed in 72 

reproductive season, owing to embryonic losses (Dixon et al., 2007b). In cases of early 73 

embryonic loss, low concentrations of serum progesterone during the period of maternal 74 

recognition can be considered as one the causes of mortality (Wiltbank et al., 2016). 75 

Maternal recognition of pregnancy (MRP) is the period which the concept signals its 76 

presence to the mother within the uterus (Bazer and Thatcher, 2017), production and release of 77 

interferon tau (IFNT) occurs (Godkin et al., 1984). The progesterone is fundamental for the 78 

maintenance of pregnancy, favoring the embryo elongation at high concentrations, thus 79 

indirectly contributing to the production of IFNT (Bazer et al., 2008). In ovine, IFNT is 80 

secreted by conceptus trophectoderm cells and its secretion begins on day 8 of pregnancy, 81 

increasing thereafter (Spencer et al., 2004a), occurring the peak of production is around the 82 

Day 16 of pregnancy. Furthermore, IFNT induces secretion and synthesis of Interferon-83 

Stimulated Genes (ISGs) such as ISG15 (Antoniazzi et al., 2013a), on extrauterine tissues, 84 

which are involved in luteal resistance to the luteolytic action of PGF in the CL (Hansen et al., 85 

1999b).  86 

ISG15 is a type I interferon (IFN)-inducible gene encoding a protein with pleiotropic 87 

functions, involved in the regulation of uterine responsiveness to the concept, in its elongation 88 

and implantation (Spencer et al., 2008; Bazer et al., 2009; Hansen et al., 2010b). Increase of 89 

ISG15 in the uterus (Johnson et al., 1999b), corpus luteum (Antoniazzi et al., 2013a), blood 90 

cells (Oliveira et al., 2008a) and thymus (Zhang et al., 2018) during early pregnancy in ewes is 91 

induced by the IFNT through an endocrine manner (Bott et al., 2010a). In cows and sheep, 92 

synthesis of endometrial ISG15 coincides with the secretion of conceptus-derived IFNT 93 

(Austin et al., 1996).  94 

The concentration of progesterone and ISG15 mRNA in blood were greater in pregnant 95 

cows than in open cows on days 17 to 25 of pregnancy, suggesting that these two associated 96 

variables may indicate the luteal function and the presence of a viable embryo (Han et al., 97 

2006a). Low concentrations of progesterone in this period of MRP culminated in low 98 
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embryonic survival and gestational loss in ewes, with a three-fold decrease in IFNT 99 

production (Nephew et al., 1991b). An alternative for immediate increase on serum 100 

progesterone concentration is exogenous progesterone supplementation, which may be 101 

obtained either by progesterone injection or insertion of an intravaginal device (Yan et al., 102 

2016).   103 

In this study, we hypothesize progesterone supplementation improves embryo 104 

development and endocrine signaling of IFNT in ewes during the non-breeding season. The 105 

objective of this study was to evaluate the effect of progesterone supplementation on day 03 106 

after mating on the expression of ISG15 in leukocytes of ewes during non-breeding and 107 

breeding seasons.  108 

2 Material and methods 109 

 110 

2.1 Animals and Experimental design 111 

 112 

All procedures using animals were approved by the Institutional Committee for Ethics 113 

in Animal Experiments (CEUA/UFSM, protocol #9383280819). 114 

Sixteen non pregnant multiparous Texel ewes were used in non-breeding season 115 

(Experiment 1) and nine non pregnant multiparous Texel ewes were used in breeding season 116 

(Experiment 2). The ewes maintained on pasture of Tifton (Cynodon dactylon), weighing 47.5 117 

± 0.8 kg with a body condition score 3.0 ± 0.5 (BCS, range 1–5). The animals were induced 118 

(non-breeding season) and synchronized (breeding season) to estrous cycle. The protocol 119 

started at Day -8, each ewe received a vaginal sponge containing medroxyprogesterone acetate 120 

(MAP–60®, 62,5 mg, Tecnopec, São Paulo, Brazil) which remained for 6 days. On day -2, all 121 

ewes were treated with 400 IU eCG (Folligon®; MSD Saúde Animal, Brazil) and mated with 122 

sexually experienced Texel rams in a ratio 1 ram for 10 ewes. Only on the breeding season 123 

ewes 1,25 mg of sodic cloroprostenol (Sincrocio®; Ourofino, Brazil) was injected on day -2.  124 

The estrus was identified by a vasectomized ram about 24 after the removal of the 125 

intravaginal sponge. Day 0 is considered the day of mating. All ewes were synchronized and 126 

bred by the ram in both periods. 127 

 128 

2.2 Progesterone supplementation 129 

 130 
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All the ewes from experiments 1 and 2 were allocated into two groups after mating: 131 

Control and progesterone supplemented.  The progesterone group (P4G) group was 132 

supplemented with 25 mg progesterone i.m. (Sincrogest®, Ourofino, Brazil) on day 3 after 133 

mating. The control group (GC) received the same volume with vehicle. Individual variation 134 

occurred according to the days of estrus manifestation and mating. The groups were classified 135 

as: CG (n=8 ewes) and P4G (n=8 ewes) during non-breeding season; CG (n=4 ewes) and P4G 136 

(n=5 ewes) during breeding season.  137 

 138 

2.3 Pregnancy diagnosis by ultrasound scanning 139 

 140 

In the both experiments the pregnancy diagnosis was confirmed 40 days after mating 141 

using transrectal ultrasonography scanning with the IuStar model CTS 800 Vet, with high 142 

resolution, 7.5 MHz linear transrectal probe in probe holder. Ewes were recorded as pregnant 143 

when a viable conceptus was visualized.  144 

 145 

2.4 Blood sample and PBL isolation 146 

 147 

In both experiments, blood samples from the jugular vein were collected from all ewes 148 

on Days 10 and 16 after mating for evaluation the ISG15 mRNA expression and progesterone 149 

concentration. Blood samples were centrifuged (1800 g x 15 min) at room temperature to 150 

obtain serum and stored at -20 ºC. The samples collected in tubes containing EDTA were 151 

processed using Ficoll-Paque PLUS® density gradient media (Sigma-Aldrich, Brazil) for 152 

leukocyte isolation. The separation of leukocyte fractions was performed according to Ficoll-153 

Paque PLUS® manufacturer’s protocol (Sigma-Aldrich, Brazil). Briefly, blood samples 154 

collected in a tube containing EDTA were diluted in saline solution (1:1) and then deposited 155 

above the Ficoll gradient in 15 ml conical tubes. Tubes were centrifuged (30 min - 1800 g - 156 

20ºC) for separation of the leukocyte fractions in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 157 

and polymorphonuclear neutrophil (PMN). The PBMC and PMN interfaces were carefully 158 

removed by pipetting and deposited individually in 2 ml tubes, and immediately snap freezing 159 

for storage at -80ºC.  160 

 161 

2.6 RNA extraction 162 

 163 
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The PMN samples were submitted to RNA extraction, which was performed according 164 

to TRI Reagent BD® manufacturer's protocol (T3809, Sigma-Aldrich, USA). One hundred μl 165 

of each sample was added to the amount of 375 μl of Trizol and homogenized. Next, the 166 

samples were mixed on a vortex for 3 seconds and incubated for 5 min at room temperature. 167 

The next step added 200ul of chloroform, followed by further mixed on a vortex for 15 168 

seconds and incubation at room temperature for another 5 min. The samples were centrifuged 169 

(12.000 g /15 min/4ºC) and supernatant was transferred to a new 2 mL tube to which 500 ul of 170 

isopropanol alcohol was added, followed by incubation for 10 min at room temperature. 171 

Subsequently, samples were centrifuged (12.000 g /8 min/4ºC), and the supernatant was 172 

removed carefully. Finally, 1000 ul of 75% ethanol was added to the tube, and it was 173 

centrifuged for the last time at 7.500 g for 5 min at 4ºC. Supernatant was removed, and the 174 

pellet was dried at room temperature for 5 min. Subsequently, 10 ul of nuclease-free water was 175 

added and the samples were stored overnight at -80 ° C for further quantification. The total 176 

concentration of RNA was determined by measuring the optical density at 260 nm and the 177 

purity of the RNA was evaluated based on the proportion 260nm/280 nm (ratio was between 178 

1.75 and 2.0) using a NanoDrop-2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA).  179 

 180 

2.7 cDNA synthesis and Quantitative Polymerase Chain Reaction 181 

 182 

The cDNA synthesis was performed using iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, 183 

Brazil), for post-analysis of gene expression by RT-PCR. The cDNA was amplified by 184 

initially using the denaturation procedures for 30 s at 95 °C, followed by 38 cycles of 185 

amplification and the annealing temperature was 60 °C. The concentration of cDNA was 186 

500 ng and primers were 100 nM. The cDNA obtained was kept at −20 °C until use. 187 

The qPCR analyses were performed using SYBR Green chemistry (Life Technologies). 188 

The real-time PCR reactions were carried out using a CFX384 Touch™ Real-Time PCR 189 

Detection System (Bio-Rad). The primers for ISG15 (NM_001009735.1), GAPDH 190 

(NM_001190390.1), RPL19 (NM_027974613.1). GAPDH and RPL19 were used as 191 

housekeeping genes. All samples were processed in duplicate, and the mean value of each 192 

duplicate was used for all results. The qPCR with 2 μl nuclease-free water was used as 193 

negative control. To exclude contamination by non-specific PCR products such as primer 194 

dimers, a melting curve analysis was applied to all final PCR products after the cycling 195 

protocol. 196 

 197 
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2.8 Progesterone assay 198 

 199 

Blood was centrifuged at 1800 G for 15 min. Serum was stored at -20 °C for further 200 

analysis of steroids. The concentration of progesterone was determined in serum by the 201 

electrochemiluminescence kit (ADVIA Centaur, Siemens). The assay sensitivity was 0.05 202 

ng/ml progesterone.  203 

 204 

2.9 Statistics analysis 205 

 206 

The gene expression data were tested for normal distribution and normalized when 207 

necessary. Serum progesterone concentrations were subjected to the analysis of variance, using 208 

a general linear model. Statistical analyses were performed using PRISM (GraphPad Prism 8). 209 

Differences were considered significant when P<0.05 and data are presented as means ± SEM. 210 

  211 

3 Results  212 

 213 

3.1 Pregnancy status during the non-breeding and breeding seasons 214 

 215 

Ewes were evaluated for pregnancy status 40 days after mating by ultrasonography. In 216 

both seasons conception rates were similar between groups. During the non-breeding season, 217 

the conception rates were 50% in P4G (4/8 pregnant ewes) and 50% in CG (4/8 pregnant 218 

ewes). During the breeding season the conception rates were 100% in P4G (5/5 pregnant 219 

ewes) and 75% in CG (3/4 pregnant ewes).  220 

 221 

3.2 Concentration of serum progesterone during the non-breeding season 222 

 223 

The concentration of serum progesterone on day 10 in group P4G had lower 224 

circulating progesterone concentrations when compared to CG (7,35± 0,52 and 9,41± 0,41 225 

ng/ml, respectively). On D16, serum progesterone concentration was lower in the P4G in 226 

relation to CG (5,45 ± 0,09 and 9,07± 0,65 ng/ml, P<0.05) (Figure 1A). 227 

Serum progesterone concentrations for days 10 and 16 in ewes that were bred but were 228 

not pregnant in the diagnosis of gestation, did not differ (P>0,05) between treatment groups 229 

(CG and P4G). When we evaluated only the pregnant ewes, there was a difference (P<0.05) 230 
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between groups, decreasing serum concentration of progesterone between Days 10 and 16 in 231 

P4G group compared to CG (Figure 1B).  232 

Figure 1. Concentration of serum progesterone during non-breeding season 233 

 234 

 235 

Legend: 1A. Concentration of progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the non-236 

breeding season. 1B. Concentration of progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the 237 

non-breeding season, only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. Significant differences 238 

(P<0.05). 239 

 240 

3.3 Concentration of serum progesterone during the breeding season 241 

 242 

Serum progesterone on Day 10 did not differ (P>0,05) between treatment in P4G and 243 

CG (11,18± 2,17 and 12,45± 3,8 ng/ml, respectively).  However, on Day 16 GP4 ewes 244 

presented an increase in the circulating progesterone concentrations when compared to CG 245 

(20,93± 3,75 and 8,53± 2,02 ng/ml, respectively). Concentrations of progesterone on Days 10 246 

and 16 are showed on Figure 2A. When we evaluated only pregnant ewes, P4G presented 247 

higher serum progesterone in D16 when compared to CG (Figure 2B).  248 

 249 

 250 

 251 

 252 

 253 
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 254 

 255 

 256 

Figure 2. Concentration progesterone during breeding season.  257 

 258 

 259 

 260 

Figure 2. 2A. Concentration of progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the breeding 261 

season. 2B. Concentration of progesterone on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the breeding 262 

season only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. Significant differences (P<0.05).  263 

 264 

3.4 Relative expression levels of ISG15 mRNA during the non-breeding season 265 

 266 

The expression of ISG15 mRNA on Day 10 did not differ between groups (P>0,05). In 267 

contrast, ISG15 mRNA on Day 16 was greater in CG when compared to P4G (P<0,05). The 268 

expression of ISG15 mRNA on Day 16 in both groups is shown on Figure 3A. On Day 16 269 

there is a difference in ISG15 mRNA expression in pregnant ewes, presenting a greater 270 

expression in CG than in P4G (P<0,05), and the difference in expression between ewes of both 271 

groups is shown on Figure 3B.  272 

 273 

 274 

 275 

 276 

 277 
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 278 

 279 

 280 

Figure 3. Relative expression of ISG15 in leukocytes during non-breeding season 281 

 282 

 283 

 284 

Figure 3. 3A. Expression of ISG15 in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the non-285 

breeding season. 3B. Expression of ISG15 in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during 286 

the non-breeding season, only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. Significant differences 287 

(P<0.05). 288 

 289 

3.5 Relative expression levels of ISG15 mRNA during the breeding season 290 

 291 

In contrast to non-breeding season results, relative expression of mRNA ISG15 did not 292 

differ between treatments in the groups, in both evaluation Days 10 and 16 (P>0,05). The 293 

relative expression mRNA ISG15 in D10 and D16 for P4G and CG is shown in Figure 4A. 294 

When we evaluated just pregnant ewes, relative expression of ISG15 did not presented 295 

difference between groups P4G and CG in D10 and D16 after mating. Results are shown on 296 

Figure 4B.  297 

 298 

 299 

 300 

 301 
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 302 

 303 

Figure 4. Relative expression of ISG15 in leukocytes during breeding season 304 

 305 

 306 

 307 

Figure 4. 4A. Expression of ISG15 in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during the 308 

breeding season. 4B. Expression of ISG15 in leukocytes on Days 10 and 16, in the CG and P4G groups during 309 

the breeding season only in pregnant ewes. Values represent the mean ± SEM. Significant differences (P<0.05). 310 

4 Discussion 311 

 312 

In this study, using ewes during non-breeding season, the administration of a single 313 

dose of progesterone supplement on Day 3 post mating did not increase ISG15 expression on 314 

Days 10 and 16 in leukocytes, in addition to decreasing serum progesterone over two 315 

evaluated days. However, when we use this same administration of exogenous progesterone in 316 

cyclic ewes during breeding season, there was an increase in serum progesterone on day 16 317 

without altering ISG15 expression in PMNs. These observations support the fact that only the 318 

increase in serum progesterone in early pregnancy may be not enough to improve endocrine 319 

signaling of IFNT evaluating the expression of ISG15 in ovine PMNs.   320 

Although several studies in cows have reported progesterone supplementation as 321 

beneficial (Carter et al., 2008a; Beltman et al., 2009), other studies have shown no benefit or 322 

even a marked reduction in pregnancy rate (Arndt et al., 2009; Yan et al., 2016). In our study, 323 

the supplementation during non-breeding season may have been performed too early or the 324 

dose used has influenced corpus luteum development, considering the fact that the minimum 325 

dose of progesterone required to stimulate and advance early embryo development in ewes is 326 
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also the dose which will produce shortened cycles (deNicolo et al., 2009a). The results 327 

observed suggest that supplementation on Day 3 is too early because the timing of the increase 328 

in concentration of progesterone in the early luteal phase affects the timing of the down-329 

regulation of its receptor in the uterus epithelium, which is critical moment for the 330 

establishment of pregnancy (Pope et al., 1995b).  331 

In cattle, low blood ISG15 and progesterone levels are predictive of non-pregnant cows 332 

(Han et al., 2006a). Moreover, the upregulation of ISG15 gene expression in peripheral blood 333 

could be used as a marker for the presence of a viable embryo in the uterus as early pregnancy 334 

diagnosis (Shirasuna et al., 2012). When we analyzed the decline in serum progesterone and 335 

the expression of ISG15 in leukocytes, it suggests a conceptus that has a lower IFNT signaling. 336 

In the two evaluated days (days 10 and 16), non-breeding season P4G group had lower 337 

concentration of progesterone than CG, as well as a decrease in ISG15 expression in the PMN 338 

cells. This suggest that this progesterone supplementation causing a progesterone-induced 339 

asynchrony between the embryo and the uterine environment, during the non-breeding season, 340 

do not stimulate the embryo's ability to produce more IFNT and stimulate ISG15 in PMN.  341 

These data lead us to believe that our procedure of supplementation in the first days of 342 

corpus luteum formation in non-breeding season influence the endocrine signaling of maternal 343 

recognition of pregnancy. Even though we have not evaluated other parameters of embryonic 344 

signaling, ISG15 gene expression in leucocytes may be used as an effective method for 345 

evaluating the survival of the embryo in the uterus (Soumya et al., 2017) and in our study the 346 

ewes P4G presented lower relative expression compared to CG during non-breeding season, 347 

reflecting a conceptus that was delayed or diminished in IFNT signaling. In contrast, during 348 

breeding season the groups did not differ in relative expression of ISG15 in both days, 349 

reflecting that exogenous progesterone during the reproductive season does not alter 350 

embryonic signaling through ISG15 expression.  351 

Unlike during the non-breeding season, ewes from P4G presented high concentration 352 

of serum progesterone on day 16 compared to CG. In these conditions, it was expected that 353 

administration of exogenous progesterone would increase serum and endogenous progesterone 354 

as the ewes were cyclical and had prior luteal development. Thus, during administration of 355 

exogenous progesterone, the corpus luteum formed becomes more resistant to the exogenous 356 

source, causing an opposite effect to that occurring during the non-breeding season. We can 357 

speculate that this difference in the endocrine response may have been a consequence of a high 358 

sensitivity of the hypothalamus-pituitary axis during non-breeding season.  359 
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Our results suggest that exogenous progesterone administration exerts influence on 360 

endogenous progesterone, with negative action on the corpus luteum during the non-breeding 361 

season. Possibly progesterone supplementation during non-breeding season interferes with the 362 

secretory pattern of luteal cells, by modifying steroidogenic capacity, with altered ability to 363 

respond to luteotropic stimulus. The decreased capacity for steroidogenic cells to synthesize 364 

progesterone and decrease in the number and size of luteal cells result in reduced ability of the 365 

corpus luteum to secrete progesterone (Farin et al., 1990). The specific mechanism exogenous 366 

progesterone influences luteal progesterone in ewes during the anestrous is unclear. 367 

Progesterone regulates the blastocyst growth and conceptus elongation indirectly via 368 

the endometrium, which is essential for ovine conceptus survival and growth (Satterfield et al., 369 

2006b). Increasing peripheral concentrations of progesterone increased rate of embryonic 370 

growth of ovine (Pope et al., 1995b); however, in some cases it can impair embryonic 371 

signaling in an endocrine manner, as occurred in our study. Nevertheless, the exact mechanism 372 

by which progesterone supplementation impact the corpus luteum development, decreases 373 

progesterone production and how does alters expression of ISG15 in leukocytes during 374 

embryonic signaling on non-breeding season is not clear.  375 

 376 

5 Conclusions 377 

 378 

The use of progesterone supplementation, on day 3 after mating, during the non-379 

breeding, is not effective in improving embryonic signaling through the gene expression of 380 

ISG15 in ewes’ leukocytes, in addition to promoting a decrease in serum progesterone during 381 

this period. However, this procedure is able to increase the serum progesterone of ewes during 382 

the breeding season, without altering the ISG15 gene expression in leukocytes. Our data 383 

suggest that: there are differences in the hormonal responses of the sheep during the seasonal 384 

anestrus and reproductive season in face of progesterone supplementation, and differences in 385 

the embryonic quality and endocrine signaling of IFNT in these two seasons.  386 
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7 CONCLUSÃO 
 

A utilização da suplementação de progesterona, no dia 3 após a cobertura, durante o 

anestro estacional, não é eficaz em melhorar a sinalização embrionária através da expressão 

gênica do ISG15 nos leucócitos de ovelhas. Além disso, promove a diminuição na progesterona 

sérica durante este período. Porém, este procedimento é capaz de aumentar a progesterona sérica 

de ovelhas acasaladas durante a estação reprodutiva, sem alterar a expressão gênica do ISG15. 

Nossos dados sugerem que: existem diferenças nas respostas hormonais das ovelhas durante o 

anestro estacional e estação reprodutiva frente à suplementação com progesterona, e diferenças 

na qualidade embrionária e sinalização endócrina do IFNT nestas duas estações.  
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