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RESUMO 

 

INFLUÊNCIA DO ESTRESSE TÉRMICO NA SECREÇÃO DE INTERFERON TAU 

POR EMBRIÕES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO: ALTERAÇÃO NA 

EXPRESSÃO GÊNICA EM CÉLULAS LUTEAIS 

 

AUTORA: Amanda Luiza Prante 

ORIENTADOR: Alfredo Quites Antoniazzi 

 

 Entre os principais fatores que afetam diretamente a eficiência e a rentabilidade da 

cadeia produtiva de ruminantes, está a influência do ambiente, genética e sanidade dos 

animais. A redução das taxas de concepção durante os meses de calor pode ser de 20 a 30% 

comparado aos meses de conforto térmico. A influência do estresse térmico na redução da 

fertilidade é um problema de ordem multifatorial, comprometendo o funcionamento de 

diferentes tecidos e tipos celulares. O estresse térmico impacta diretamente no período de 

desenvolvimento embrionário inicial, na formação e desenvolvimento do corpo lúteo 

competente e no reconhecimento materno da gestação. Este é o período que ocorre nos 

primeiros dias após a fecundação, onde o concepto sinaliza sua presença para a mãe buscando 

aumentar a vida útil do corpo lúteo, evitando a luteólise ao bloquear a síntese de 

prostaglandina F2 alfa. Sabe-se que embriões bovinos sintetizam e secretam IFNT tão cedo 

quanto o dia 07 de desenvolvimento, e que embriões submetidos ao estresse térmico, In Vitro 

reduzem a produção de IFNT no dia 7 de desenvolvimento embrionário. Nossa hipótese é que 

a via de sinalização do IFNT em células luteais é alterada em decorrência da menor produção 

de IFNT pelos embriões bovinos submetidos ao estresse térmico. Nosso objetivo foi avaliar a 

resposta de um cultivo primário de células luteais bovinas cultivadas com meio condicionado 

de embriões produzidos in vitro sob estresse térmico. Após o estresse térmico dos embriões 

produzidos in vitro, conforme descrito por Amaral et al, (2020). O primeiro experimento foi 

realizado com o objetivo de avaliar a resposta das células luteais bovinas tratadas com 

diferentes doses de roIFNT, sendo elas 0ng, 0,1ng e 1ng de roIFNT, onde o meio era 

composto de 60% DMEM e 40% SOF + roIFNT. Já o segundo experimento buscou avaliar o 

efeito do meio condicionado dos embriões estressados sob o cultivo primário de células 

luteais bovinas, sendo os grupos: sem influência dos embriões (NE), grupo mantido sob 

temperatura normal de cultivo In Vitro de embriões (EC), grupo estressado durante a fase de 

maturação In Vitro (IVM), grupo estressado durante a fertilização In Vitro (IVF), grupo 

estressado durante o cultivo In Vitro (IVC) e o grupo que foi submetido ao aumento de 

temperatura em todas as fases da produção In Vitro de embriões (MFC). Concluímos que o 

meio condicionado de embriões submetidos ao estresse térmico durante o desenvolvimento 

embrionário, foi capaz de alterar a expressão de genes estimulados por IFNT em cultivo 

primário de células do corpo lúteo bovino, nas 6 horas. Além de alterar a expressão de genes 

relacionados a angiogênese, nas 18 horas.  

Palavras-chave: estresse térmico, corpo lúteo, bovinos. 
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INFLUENCE OF THERMAL STRESS ON INTERFERON TAU SECRETION BY 

BOVINE EMBRYOS PRODUCED IN VITRO: ALTERATION IN GENE 

EXPRESSION IN LUTEAL CELLS 

 

AUTHOR: Amanda Luiza Prante 

ADVISOR: Alfredo Quites Antoniazzi 

 

Among the main factors that directly affect the efficiency and profitability of the 

ruminant production chain is the influence of the environment, genetics and animal health. 

The reduction in conception rates during hot months can be 20 to 30% compared to months of 

thermal comfort. The influence of heat stress on fertility reduction is a multifactorial problem, 

compromising the functioning of different tissues and cell types. Thermal stress has a direct 

impact on the period of early embryonic development, on the formation and development of 

the competent corpus luteum and on maternal recognition of pregnancy. This is the period that 

occurs in the first days after fertilization, when the conceptus signals its presence to the 

mother, seeking to increase the useful life of the corpus luteum, avoiding luteolysis by 

blocking the synthesis of prostaglandin F2 alpha. It is known that bovine embryos synthesize 

and secrete IFNT as early as day 07 of development, and that embryos subjected to heat 

stress, In Vitro, reduce IFNT production on day 7 of embryonic development. Our hypothesis 
is that the IFNT signaling pathway in luteal cells is altered as a result of lower IFNT 

production by bovine embryos subjected to heat stress. Our aim was to evaluate the response 

of a primary culture of bovine luteal cells cultured with conditioned medium from embryos 

produced in vitro under heat stress. After thermal stress of embryos produced in vitro, as 

described by Amaral et al, (2020). The first experiment was carried out with the objective of 

evaluating the response of bovine luteal cells treated with different doses of roIFNT, namely 

0ng, 0.1ng and 1ng of roIFNT, where the medium was composed of 60% DMEM and 40% 

SOF + roIFNT . The second experiment, on the other hand, sought to evaluate the effect of 

the conditioned medium of the stressed embryos under the primary culture of bovine luteal 

cells, being the groups: without influence of the embryos (NE), group kept under normal 

temperature of In Vitro culture of embryos (EC), group stressed during the In Vitro 

maturation phase (IVM), group stressed during In Vitro fertilization (IVF), group stressed 

during In Vitro cultivation (IVC) and the group that was submitted to temperature increase in 

all stages of production In Vitro Embryos (MFC). We conclude that the conditioned medium 

of embryos subjected to thermal stress during embryonic development was able to change the 

expression of genes stimulated by IFNT in primary culture of bovine corpus luteum cells, at 6 

hours. In addition to altering the expression of genes related to angiogenesis, within 18 hours. 

 

Keywords: heat stress; corpus luteum; bovine. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 Atualmente, o Brasil é o maior exportador de carne bovina no mundo, além de ser o 

segundo maior produtor, além de possuir o segundo maior rebanho comercial de bovinos no 

mundo (ABIEC, 2020). Sendo que no atual cenário mundial, a pecuária, junto com a 

agricultura terão que expandir sua produção para suprir a demanda alimentar da população 

humana projetada em aumentar até 30% até 2050 (FAO 2009). Entre os principais fatores de 

maior importância e que afetam diretamente a eficiência produtiva e a rentabilidade da cadeia 

produtiva de carne, está a influência do ambiente, genética e sanidade dos animais.  

 As perdas gestacionais, dentro dos rebanhos, ocorrem em diferentes fases de gestação 

por diversos fatores, ocorrendo com maior frequência nos primeiros 30 dias. Após uma 

inseminação artificial, em média, apenas 30% das vacas em lactação concebem, ocorrendo 

uma redução ainda maior quando os animais estão expostos a condições ambientais 

desfavoráveis (Wiltbank et al., 2016). A redução das taxas de concepção durante os meses de 

calor pode estar entre 20 a 30% comparado aos meses de conforto térmico (de Rensis & 

Scaramuzzi, 2003), os efeitos do estresse térmico causado pelo calor, ainda podem ser 

observados no outono, devido a influência na foliculogênese (Roth et al., 2001). Portanto os 

índices reprodutivos não dependem apenas do manejo sanitário, da genética e nutrição animal, 

mas do ambiente onde estão inseridos. Sendo o estresse térmico um dos principais problemas 

encontrados em países tropicais e subtropicais, causando redução na produção e reprodução 

desses rebanhos.  

 O ambiente de estresse térmico é determinado pelo clima de cada região, tendo grande 

influência sobre a fisiologia animal. Neste ambiente os principais fatores climáticos que 

influenciam a ocorrência do estresse térmico são: temperatura, umidade relativa do ar, 

radiação solar e velocidade do ar, juntas elas formam uma única variável para determinar a 

temperatura efetiva (Dikmen & Hansen, 2009). Sendo a temperatura e a umidade relativa do 

ar os fatores com maior influência sobre um ambiente que gera prejuízo pelo estresse térmico 

(Kadokawa et al., 2012). Em bovinos leiteiros, a hipertermia pode ocorrer mesmo em 

temperaturas de 25 a 28ºC, quando a umidade relativa do ar estiver elevada (Sartori et al., 

2002). Clinicamente quando os bovinos apresentam temperatura retal de 39ºC é um parâmetro 

considerado dentro dos parâmetros fisiológicos para a espécie, porém estudos mostram que 

animais sob estresse térmico e com temperatura de 39ºC já apresentam perdas na produção de 

leite e na fertilidade (Schüller et al., 2014). 



 

 

 A influência do estresse térmico na redução da fertilidade, é um problema de ordem 

multifatorial, comprometendo o funcionamento de tecidos e tipos celulares. Estudos 

demostram que vacas submetidas ao estresse térmico apresentam uma redução do fluxo 

sanguíneo uterino com diminuição da troca de calor e consequente aumento de temperatura 

interna do útero (Gwazdauskas et al., 1981). Foi observado que vacas holandesas que 

concebem no verão apresentam 12,3% de perdas embrionárias quando comparadas as que 

emprenharam no inverno e apresentaram perdas de 2,1% de perdas (García-Ispierto et al., 

2006). 

 O estresse térmico impacta diretamente no período de desenvolvimento embrionário 

inicial, na formação e desenvolvimento do corpo lúteo competente e no reconhecimento 

materno da gestação. Para ocorrer o reconhecimento materno da gestação em ruminantes é 

essencial a formação de um corpo lúteo especializado na síntese de progesterona. Onde o 

tamanho do corpo lúteo é diretamente proporcional à concentração sérica de progesterona 

(Ribeiro et al., 2016). Estudos demonstraram quem vacas sob a influência do estresse térmico 

apresentem um corpo lúteo menos e com menor capacidade de produzir progesterona 

(Macías-Cruz et al., 2016). Portanto, o entendimento dos efeitos diretos e indiretos do estresse 

térmico no desenvolvimento embrionário inicial e sua sinalização para que ocorra o 

reconhecimento materno da gestação de forma adequada a manter a gestação a termo, é 

fundamental para minimizar perdas econômicas e melhorar os índices reprodutivos e 

produtivos.  

 Portanto, nossa hipótese é que a via de sinalização do IFNT em células luteais é 

alterada em decorrência da menor produção de IFNT pelos embriões bovinos submetidos ao 

estresse térmico. Nosso objetivo busca avaliar a influência do estresse térmico na 

comunicação de embriões submetidos ao estresse térmico, com cultivo primário de células 

luteais bovinas. 

  



 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 IMPACTO DO ESTRESSE TÉRMICO NOS ÍNDICES REPRODUTIVOS 

 O aquecimento global tem provocado nos mamíferos o aumento da temperatura 

corporal acima dos parâmetros fisiológicos homeotérmico, levando a hipertermia, que gera o 

estresse térmico e comprometimento das funções fisiológicas e reprodutivas (Boni, 2019).  O 

estresse térmico ocorre quando os animais se encontram fora da sua zona de conforto térmico, 

podendo ocorrer pela elevação da temperatura ambiente (também definida como estresse 

calórico), como pela diminuição das temperaturas. Sendo uma consequência da inabilidade 

dos animais dissiparem ou produzirem calor para manter sua temperatura fisiológica normal 

(Slimen et al., 2014). Um dos principais fatores relacionado com perdas reprodutivas e 

produtivas dentro dos rebanhos bovinos é o estresse térmico (de Rensis & Scaramuzzi, 2003). 

 É difícil a definição de estresse térmico devido a fatores como variabilidade genética e 

ambiental, sendo utilizados a temperatura e a umidade relativa do ar, que possuem grande 

influência na termorregulação dos animais, como referência para o estabelecimento do 

estresse térmico (Boni, 2019; Boni et al., 2014; Kadokawa et al., 2012). Na produção de leite 

a exigência metabólica dos animais é maior, ocorrendo uma redução nos índices do rebanho, 

relacionados a eficiência reprodutiva de animais em estresse térmico (de Rensis & 

Scaramuzzi, 2003). Porém foi demostrado que, a temperatura retal de 39ºC considerada um 

parâmetro fisiológico normal para a espécie, já pode causar perdas na produção e fertilidades 

desses animais (Schüller et al., 2014).  

 Já foi observado que vacas em lactação possuem um maior aumento da temperatura 

corporal em resposta ao ambiente que estão inseridas, quando comparados a categoria de 

novilhas (Sartori et al., 2002), isso ocorre, pois entre as diferentes categorias presentes dentro 

de um rebanho leiteiro, vacas em lactação, apresentam maior ingestão de matéria seca. Esses 

nutrientes são absorvidos, metabolizados e geram calor, que precisam ser dissipados pelos 

animais. Ao se encontrar em estresse térmico, esses animais apresentam maior dificuldade em 

dissipar esse calor e realizar sua termorregulação (de Rensis & Scaramuzzi, 2003; Kadokawa 

et al., 2012). Por consequência o estresse térmico reduz o consumo da matéria seca (Ammer 

et al., 2018), o que leva os animais a desenvolverem doenças relacionadas a alteração da 

atividade ruminal, como acidose ruminal subaguda e cetose (Polsky & von Keyserlingk, 

2017), observando, por tanto, uma maior susceptibilidade aos prejuízos causados pelo estresse 

térmico por calor no grupo de vacas em lactação (P. J. Hansen, 2009; Sartori et al., 2002).  



 

 

Quanto a reprodução, quando comparamos os meses de conforto e estresse térmico, 

observamos uma redução de 20 a 30% na taxa de concepção de vacas (de Rensis & 

Scaramuzzi, 2003), além disso estudos que comparam a sensibilidade de animais expostos ao 

estresse térmico no ato da concepção e nos 60 dias iniciais de gestação demonstraram que 

essa exposição gera maior susceptibilidade a perdas gestacionais, quando comparadas a vacas 

não expostas ao estresse térmico (de Rensis et al., 2015). Essa diminuição na taxa de 

concepção pode ser observada ainda no outono, onde a foliculogênese é influenciada pelas 

altas temperaturas da estação anterior (Roth et al., 2001).  

 Entre os fatores que influenciam a redução das taxas reprodutivas relacionadas ao 

estresse térmico, podemos citar a inibição ou redução da ovulação de vacas leiteiras (Wilson, 

Marion, et al., 1998; Wolfenson et al., 2000), o que pode estar relacionado a diminuição dos 

níveis circulantes de progesterona, estradiol e (Das et al., 2016; de Rensis & Scaramuzzi, 

2003; Wilson, Kirby, et al., 1998). O estresse térmico foi relacionado ao atraso da luteólise 

(Howell et al., 1994; Wilson, Kirby, et al., 1998), por consequência aumenta as chances de 

ocorrer a inibição da fertilização, do desenvolvimento embrionário e do reconhecimento 

materno da gestação (Sartori et al., 2002).  

O estresse térmico está entre os fatores que comprometem a eficiência dos gametas 

femininos e masculinos, assim como a viabilidade embrionária. Estudos in vivo sugerem uma 

relação entre a temperatura ambiente no dia da inseminação artificial e a taxa de morte de 

embriões (de Rensis et al., 2015). Estudos in vitro também relataram que a alta temperatura 

durante a fertilização reduziu a competência embrionária (Sakatani, 2017). Já foi demonstrado 

que embriões submetidos ao estresse térmico reduzem a produção de IFNT in vitro (Amaral et 

al., 2020) o que compromete o reconhecimento materno da gestação. 

 

2.2 RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTAÇÃO EM RUMINANTES 

 É o período que ocorre nos primeiros dias após a fecundação, onde o concepto sinaliza 

sua presença para a mãe, através da secreção e IFNT, buscando aumentar a vida útil do corpo 

lúteo, evitando a luteólise ao bloquear a síntese de prostaglandina F2 alfa (PGF), mantendo o 

corpo lúteo funcional e evitando o retorno a ciclicidade (Niswender et al., 2000; Spencer & 

Bazer, 2004). Nos ruminantes esse período ocorre com o elongamento do embrião e a máxima 

secreção de Interferon-tau (IFNT) pelas células do trofoblasto embrionário no período de pré-

implantação (Bazer, 2013; Spencer et al., 2007).  



 

 

 Ao manter o corpo lúteo funcional, mantem-se a produção de progesterona que atua 

no útero estimulando e mantendo as funções uterinas necessárias para o desenvolvimento 

embrionário inicial, implantação, placentação e desenvolvimento fetal e placentário (Spencer 

& Bazer, 2004). 

 O desenvolvimento embrionário ocorre após a fecundação do oócito com o 

espermatozoide. Ocorre o estabelecimento da singamia, quando o embrião passa pela fase de 

zigoto. Em seguida ocorre sucessivas mitoses, até a fase de mórula. Estas fases do 

desenvolvimento ocorrem a partir da fecundação até o embrião entrar no útero, 

correspondendo aos dias 4 a 6. Após a entrada no útero ocorre a evolução para o estágio de 

blastocisto inicial, com a formação da blastocele, ocorre o estabelecimento de dois tipos 

celulares, o trofoblasto e a massa celular interna. Entre os dias 8 a 9 o blastocisto inicia se 

desenvolve e expande, até ocorrer a eclosão da zona pelúcida. Neste momento o blastocisto 

passa a elongar-se para forma tubular, buscando preencher todo o espaço intrauterino (Figura 

1). A expressão de IFNT aumenta conforme o desenvolvimento do embrião, ocorrendo um 

pico máximo de produção entre os dias 18 e 20 (Hirayama et al., 2014).   

 

Figura 1 - Desenvolvimento embrionário inicial em ruminantes. 

 

Fonte: (Spencer et al., 2007). 

 A secreção de IFNT pelo concepto ovino ocorre na fase de elongamento, com o pico 

de secreção entre os dias 14 e 16 de gestação (Roberts et al., 1996). Em bovinos, este período 



 

 

ocorre entre os dias 12 e 26, com o pico entre os dias 18 a 20 (Farin et al., 1990a; Hirayama et 

al., 2014). O IFNT é a principal citocina secretada pelas células do trofoblasto embrionário, 

responsável pela sinalização durante o reconhecimento materno da gestação (T. R. Hansen et 

al., 1999; Roberts et al., 1996). A sinalização parácrina ocorre pela atuação do IFNT baseia-se 

na inibição da transcrição de receptores de estrógeno (ESR), por consequência do receptor de 

ocitocina (OXTR) no epitélio luminal endometrial inibindo a liberação de PGF2α, por 

consequência evitando o retorno a ciclicidade (Hirayama et al., 2014; Spencer & Bazer, 

1996). Sendo um dos fatores mais importantes para o sucesso do reconhecimento materno e o 

estabelecimento da gestação, proporcionando suporte a luteostase, adesão e fixação, ao 

estabelecer as bases para implantação do blastocisto e placentação no endométrio (Raheem, 

2017). 

 Foi observado que o desenvolvimento embrionário é dependente das secreções 

presentes no fluido uterino materno (Barnwell et al., 2016), sendo fatores que modulam as 

funções uterinas necessárias para manutenção da gestação, entre essas substâncias algumas 

são dependentes e outras independentes do embrião (Sponchiado et al., 2017). A indução de 

Genes Estimulados por Interferon (ISGs) ocorre em resposta ao IFNT no endométrio, estes 

genes são importantes na atuação da receptividade uterina e implantação do embrião (Austin 

et al., 2004; Sánchez et al., 2019).  

 Falhas na comunicação do endométrio com o embrião levam a insuficiente suporte de 

progesterona (Dey et al., 2004), o que predispõe perdas embrionárias durante a gestação 

inicial e relaciona esse fator como uma das maiores causa de infertilidade em ruminantes 

(Diskin & Morris, 2008). A produção insuficiente de IFNT pelo embrião está relacionado com 

a falha na comunicação embrionária-materna (Mann & Lamming, 2001) 

2.2.1 O Interferon Tau 

 Estudos realizados na década de 1960, identificaram que havia uma substância, 

responsável por adiar a manifestação do estro, que era produzida durante o período de 

gestação inicial (Moor & Rowson, 1966). Em 1970, foi comprovado que esta substância, era 

uma proteína secretada pelo embrião, sendo nomeada de trofoblastina (Martal et al., 1979). 

Em seguida foi descoberto que essa porteina era produzida pelas células do trofoblasto 

embrionário e então de nominada “Proteína X” (Godkin et al., 1982); logo após renomeada 

como proteína do trofoblasto ovino (ovine trophoblastic protein-1 oTP-1) (Godkin et al., 

1984). Ao realizar o sequenciamento da oTP-1, observou-se que sua estrutura era muito 



 

 

semelhante aos interferons tipo I, portanto, sendo novamente alterada sua nomenclatura para 

interferon tau (Imakawa et al., 1987), utilizada até os dias de hoje.  

 O IFNT é uma proteína secretada em grande quantidade pelas células mononucleares 

do trofoblasto embrionário nos ruminantes (Farin et al., 1989). O tamanho do blastocisto é um 

fator determinante na quantidade de IFNT produzido (Robinson et al., 2006). A produção de 

IFNT coincide com o processo de elongamento embrionário, momento de transição de 

morfologia, passando o embrião de um formato esférico para a forma elongada e tubular 

(Farin et al., 1990b).  

O início da expressão do IFNT é programado geneticamente independente do 

ambiente uterino, sendo expresso tanto em sistemas in vivo, como in vitro. Porém, a produção 

de IFNT é influenciada pelo ambiente uterino, pois há um aumento quando embriões 

produzidos in vitro são colocados em contato com o endométrio (Kerbler et al., 1997). O 

IFNT começa a ser expresso a partir do quarto dia do desenvolvimento embrionário in vitro, 

estimulado pelas células do oviduto (Talukder et al., 2018; Yao et al., 2009), bem como, 

fatores dependentes do embrião começam a ser modulados no endométrio, no sétimo dia após 

a fertilização (Sponchiado et al., 2017). Após a implantação do embrião a expressão de IFNT 

termina (Demmers et al., 2001), demonstrando que a produção de IFNT inicia previamente ao 

período clássico do reconhecimento materno da gestação. 

O IFNT é considerado como uma molécula imunossupressora, uma vez que inibe a 

proliferação de linfócitos e desempenha um papel importante na proteção do embrião, como 

fator semialogênico, do ataque do sistema imunológico materno (Skopets et al., 1992). É um 

interferon tipo 1 (IFN-1), produzido pelos ruminantes, possui atividade antiviral, 

antiproliferativa e imunomoduladoras, funções características dos IFN-1 (Imakawa et al., 

1987). O IFNT possui alta afinidade com receptores de IFN-1, (IFNAR1 e IFNAR2), ao ligar-

se induz sua resposta por meio da sinalização JAK/STAT (Binelli et al., 2001). Estes 

receptores são expressos em todos os tecidos corporais e possuem como principal função 

interceder respostas antivirais. Estão presentes no endométrio para realizar a comunicação 

materna em função do IFNT produzido pelo embrião (Johnson, Austin, et al., 1999a; Johnson, 

Spencer, et al., 1999).  

Ao ligar-se aos seus receptores, o IFNT atua ativando a via de transdução de sinais 

JAK/STAT, quando a proteína tirosino-quinase fosforilam a proteína STAT formando 

complexos multiméricos que atuam como fatores de transcrição (Binelli et al., 2001). Em 



 

 

seguida estes complexos atuam por duas vias: a primeira consiste no controle da transcrição 

de ESR1 e por consequência do OXTR no epitélio endometrial (Spencer & Bazer, 1996), a 

segunda via ocorre quando os complexos se ligam em regiões específicas do DNA, conhecido 

como elementos responsivos a estimulação por interferons, que regulam a expressão de ISGs 

(Antoniazzi et al., 2010; T. R. Hansen et al., 1999). 

Entre os ISGs que possuem maior expressão de mRNA durante a gestão em resposta 

ao IFNT, podemos citar o gene estimulado por interferon 15 (ISG15), gene de resistência ao 

myxovirus 1 e 2 (MX1 e MX2) e o gene 2’,5’oligodenilato sintetase (OAS1(Austin et al., 

1996; Mirando1 et al., 1991; Ott et al., 1998). A expressão de ISGs já foi descrita durante a 

gestação no endométrio bovino (Austin et al., 2004; T. R. Hansen et al., 1999; Johnson, 

Austin, et al., 1999b), em células luteais (Antoniazzi et al., 2013a; Oliveira et al., 2008) e 

células do sangue (Han et al., 2006; Oliveira et al., 2008) logo após a sinalização do IFNT no 

período inicial da gestação em ruminantes.  

 2.2.2 Ações do Interferon Tau 

 Estudos realizados tanto in vitro, como in vivo, demostram que o IFNT possui ações 

em tecidos uterinos e extrauterinos (Antoniazzi et al., 2013b; Bott et al., 2010b; Oliveira et al., 

2008), atuando em três vias de sinalização: parácrina, autócrina e endócrina, como 

observamos na Figura 2. 

Figura 2: Via de sinalização exercida pelo IFNT durante o reconhecimento materno da 

gestação (via de sinalização parácrina, quando o alvo de sinalização são as células 

endometriais; sinalização autócrina, quando a sinalização é no próprio embrião; sinalização 

endócrina, ocorre pela circulação sanguínea quando os alvos são tecidos extrauterinos). 

 

Fonte: Adapatado de (Sponchiado et al., 2019) 



 

 

 O mecanismo de sinalização parácrino, conhecido como via clássica de sinalização do 

reconhecimento materno da gestação em ruminantes, se baseia na ligação do IFNT aos seus 

receptores de superfície nas células do endométrio, sinalizando através da via JAK/STAT e 

suprimindo a expressão de receptores de estrógeno (ESR 1) e, por consequência de receptores 

de ocitocina no epitélio luminal do endométrio (Spencer & Bazer, 1996). Por consequência 

ocorre o bloqueio da produção e liberação dos pulsos de Prostaglandina F2α (PGF2α) 

(Spencer & Bazer, 1996), hormônio responsável pelo início da luteólise (McCracken et al., 

1999). 

Figura 3. Via de sinalização dos reconhecimentos maternos da gestação em ruminantes. 

 

Fonte: (Antoniazzi et al., 2010) 

 A via de sinalização autócrina foi demonstrada a partir da evidência de que o embrião 

expressa receptores IFNAR nas células do trofectoderma, o que indica a existência de alguma 

função do IFNT em suas células produtoras (Imakawa et al., 2002). Em seguida estudos 

observaram que o IFNT estimula a proliferação das células do trofoblasto e induz a expressão 

de fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), sendo esse um dos reguladores 

essenciais para o elongamento embrionário (Wang et al., 2013). O efeito do IFNT através de 

suas vias de sinalização, não ocorrem somente para o elongamento do concepto, mas podem 

influenciar na expressão do gene IFNT (Brooks et al., 2014). 

Outro mecanismo de sinalização do reconhecimento materno da gestação em 

ruminantes é a via de sinalização endócrina. Esta sinalização é caracterizada pelas expressões 



 

 

de genes estimulados por interferons (ISGs), que apresentam função biológica importante nos 

tecidos extrauterinos relacionada com a receptividade uterina e implantação do embrião (M. 

S. Kim et al., 2013). Foi observado que alguns animais gestantes possuíam a expressão de 

ISGs na corrente sanguínea, mais especificamente o ISG15 (Han et al., 2006), bem como em 

tecidos extrauterinos durante o início da gestação em ovinos (Bott et al., 2010b; Oliveira et 

al., 2008). Através da infusão de IFNT recombinante ovino (roIFNT) na veia uterina de 

ovelhas, foi demonstrado que o IFNT sai do útero através da veia uterina, em um mecanismo 

endócrino, onde induz a expressão de ISGs no CL, sendo capaz de atrasar a luteólise (Bott et 

al., 2010a). 

 Após comprovação do mecanismo de ação endócrino do IFNT, buscou-se avaliar sua 

ação em tecidos extrauterinos que podem estar envolvidos no reconhecimento materno da 

gestação em ruminantes. Onde através de infusão de IFNT na circulação sistêmica durante 72 

horas fez com que ovelhas cíclicas conseguissem manter a concentração sérica de 

progesterona, compatível com a gestação, 24 horas após uma aplicação de PGF2α, sugerindo 

que o IFNT induz a resistência luteal aos pulsos luteolíticos de PGF2α (Antoniazzi et al., 

2013).  

 

Figura 4. Mecanismo de ação endócrino do reconhecimento materno da gestação em 

ruminantes. 

 

Fonte: (Antoniazzi et al., 2010) 



 

 

 Entre os tecidos extrauterinos que apresentam a expressão de ISGs,  podemos citar o 

corpo lúteo (CL) (Antoniazzi et al., 2013b; Bott et al., 2010a; Oliveira et al., 2008). O CL é 

uma glândula endócrina transitória, formada após a ruptura do folículo ovulatório, exerce 

papel importante na regulação do ciclo estral e na manutenção da gestação, através da 

produção de progesterona (Stocco et al., 2007). Quando não ocorre o reconhecimento da 

gestação, o CL regride para permitir o início de um novo ciclo estral (Sakamoto et al., 1995). 

Portanto o principal tecido do organismo que produz progesterona em fêmeas durante o ciclo 

estral e gestação é o corpo lúteo (Diaz et al., 2002). O CL é altamente vascularizado, com até 

50% de suas células compostas por células endoteliais, que formam vasos sanguíneos (Davis 

et al., 2003). Entre os fatores angiogênicos presentes no CL está o Fator de Crescimento do 

Endotélio Vascular (VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor) (Garrido et al., 1993). Os 

fatores angiogênicos, como VEGF, estão relacionados com a indução de metaloproteínas de 

matriz (MMPs) nas células endoteliais do CL (Sato et al., 2000), estas são responsáveis pela 

remodelação e reorganização tecidual e estão envolvidas na regulação e na inibição do 

crescimento do CL (Kliem et al., 2007).  

 A ativação contínua de MMPs pelas células luteais resulta na remissão e degradação 

do CL (S. H. Kim et al., 2019). Essa remissão e degradação do CL é conhecida como 

luteólise, processo que ocorre a regressão funciona e estrutural do CL, caracterizado pela que 

a na produção de progesterona e apoptose das células do CL (Knickerbocker et al., 1988). A 

luteólise deve ocorrer entre os dias 15 a 17 do ciclo estral de bovinos, quando não há a 

sinalização do IFNT pelo embrião no ambiente uterino, portanto para que ocorra o 

reconhecimento materno da gestação o embrião deve sinalizar e evitar que a luteólise ocorra 

(Bazer & First, 1983). 
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Abstract 

Heat stress impacts the reproduction of ruminants and directly influences on the production of 

interferon tau (IFNT) by embryos. IFNT is the main cytokine responsible for maternal 

recognition of pregnancy, with great importance in embryo-maternal communication. Our 

objective is to evaluate the ISGs, angiogenesis, cell survival and steroidogenic genes on luteal 

primary cells culture treated with heat stressed embryo conditioned medium. For this, we used 

conditioned medium from HS-produced embryos on luteal cells culture. The conditioned 

medium was derived from embryos produced in vitro under heat stress on different stages of 

embryonic development. The luteal response to conditioned medium of heat-stressed embryos 

showed no steroidogenic (3βHSD, StAR and P450sCC) changes over 6, 12, and 18 hours. 

However, interferon-stimulated genes (ISG15, OAS1, MX1 and MX2) were altered by the HS 

groups, as well as changes in the response of genes related to angiogenesis and cell survival 

(VEGF, AKT and XIAP) over time. In conclusion, the embryo secretion in the conditioned 

medium alters the expression of interferon stimulated genes, angiogenic and cell survival 

genes at different hours of treatment. These results bring new insights to understand the 

influence of heat stress on maternal endocrine recognition of pregnancy signaling. 

 

Keywords: interferon, heat stress; corpus luteum; embryo; bovine.  



 

 

1. Introduction 

 

  Heat stress (HS) is an important factor affecting ovulation, fertilization, and early 

embryonic development (DE RENSIS et al., 2021). HS has negative effects on the period 

from oocyte maturation to preimplantation (SAKATANI et al., 2015). AMARAL et al. (2020) 

showed that HS during maturation, fertilization and early embryonic development negatively 

affects embryonic development and impairs IFNT production and leads to cellular and 

oxidative stress. 

  In ruminants, maternal recognition of pregnancy (MRP) is the period when the 

embryo expands and, consequently, interferon tau (IFNT) production by trophoblast cells 

peaks (ANTONIAZZI et al., 2010; HANSEN; SINEDINO; SPENCER, 2017a; SPENCER et 

al., 2007). IFNT is the major cytokine involved in MRP (BAZER; THATCHER, 2017; 

FORDE; LONERGAN, 2017). The conceptus signals its presence to the mother and ensures 

that the corpus luteum (CL) is maintained, preventing the return to cyclicity. Therefore, the 

luteal concentration of progesterone (P4) is associated with the expansion of the conceptus 

and consequently with IFNT secretion (BROOKS; BURNS; SPENCER, 2014). CL is a 

temporary gland that arises from the ovulated follicle and produces mainly P4, which is 

responsible for cyclicity and maintenance of pregnancy (NISWENDER et al., 2000). It has 

been previously reported that CL affects oocyte developmental competence and embryonic 

development, probably through intraovarian interactions (ARGUDO et al., 2020). 

  Studies conducted both in vitro and in vivo show that IFNT acts in uterine and 

extrauterine tissues (Antoniazzi et al., 2013b; Bott et al., 2010b; Oliveira et al., 2008). IFNT 

acts through different pathways, paracrine (AUSTIN et al., 1996; JOHNSON et al., 1999), 

endocrine (ANTONIAZZI et al., 2010; HANSEN; SINEDINO; SPENCER, 2017b) and 

autocrine through trophectoderm cells (IMAKAWA et al., 2002). The embryo begins to 

communicate with the mother around day 4 of development (RASHID et al., 2018). However, 



 

 

IFNT concentrations can be detected in the systemic circulation around day 15 (HAN et al., 

2006); in cattle, peak IFNT production occurs between days 18 and 20 (FARIN et al., 1990; 

HIRAYAMA et al., 2014; ROBERTS, 1991). 

  Because IFNT is the major cytokine responsible for embryo-maternal interaction to 

prevent luteolysis and to establish and maintain pregnancy (MCCRACKEN; CUSTER; 

LAMSA, 1999), it is important to understand the various factors involved in embryonic and 

CL endocrine signaling. This anti-luteolytic action of IFNT leads to the maintenance of a 

functional CL and thus the secretion of P4. Progesterone, the pregnancy hormone, is essential 

for the creation of a uterine environment that supports the critical events for successful 

conceptus development (SPENNCER; BAZER, 2002). 

 In vitro produced embryos secrete miRNA CAPALBO et al. (2016) cytokines, 

vesicles in the culture media that can affect maternal-embryonic communication (BRIDI et 

al., 2018, 2021). Moreover, our previous studies have shown that embryos produced in vitro 

at HS have IFNT expression compared to embryos without HS (AMARAL et al., 2020). 

Consequently, HS alters embryo secretion in conditioned medium. Therefore, our hypothesis 

is that the conditioned medium of embryos generated at HS alters signaling of genes 

stimulated by interferon in primary culture of bovine luteal cells. We are investigating the 

influence of HS on the communication of embryos produced in vitro for luteal cell culture. 

Thus, our goal is to evaluate ISGs, angiogenesis, cell survival, and steroidogenic genes in 

primary cultures of luteal cells treated with conditioned medium from embryos under heat 

stress. 

2. Materials and methods 

2.1 Chemicals 



 

 

Unless otherwise stated, chemicals and reagents were purchased from Sigma Chemical 

Company (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).  

2.2 Primary culture of luteal cells  

  Bovine ovaries were collected at the slaughterhouse and transported to the laboratory 

in 0.9% saline containing penicillin (100UI/ml) and streptomycin sulfate (50µl/ml) at 4ºC. 

Upon arrival at the laboratory, CLs were disinfected with 0.9% saline and 70% alcohol until 

the solutions became clear, both at a temperature of 4ºC. CLs were selected according to their 

morphological characteristics. They were classified into early (1-6 days post-ovule), 

intermediate (8-12 days post-ovule) and late (15-17 days post-ovule) according to the criteria 

of (MIYAMOTO; JAN SKARZYNSKI; OKUDA, 2000). Early or intermediate CLs were 

selected that were 15 to 25 mm in diameter, had luteal tissue present on the ovarian surface, 

were bloody to pink, light brown, or orange in color, and had a compact, soft consistency. 

  The CL were mechanically separated from their fibrous capsule and disinfected in 

70% alcohol to avoid contamination. The decapsulated luteal tissue was stored in PBS 

solution on ice until it was cut into smaller fragments with scalpel blades and then dissociated 

in 1% collagenase type IA (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and DMEM-F12 solution for 

40 minutes at 37ºC, with vortexing every 10 minutes for 1 minute. Then collagenase was 

inactivated with DMEM-F12 solution supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics 

(penicillin 10,000IU/ml and streptomycin 10,000μg/ml). The solution is filtered with 0.7µm 

filters to obtain large and small cells from the corpus luteum to reduce contamination of the 

culture. Then the cells were resuspended in DMEM-F12 solution supplemented with and 1% 

antibiotics (penicillin 10,000UI/ml and streptomycin 10,000μg/ml) for 10 minutes. After 

discarding the supernatant, 2 ml of Red Blood Cell Buffer (Lysing Buffer R757 Sigma) was 

added and homogenized for 1 minute. Then the suspension was centrifuged three times for 10 

minutes at 200Xg in DMEM-F12 solution containing 1% antibiotics. Cells were counted with 



 

 

0.4% trypan blue solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at a dilution of 1:100. 

Adapted from PATE, J.L. (1993). 

  Luteal cell culture was seeded in plates with 24 wells. Plates were previously filled 

with 200 µl DMEM-F12 supplemented with 10% FBS and 1% antibiotic and incubated at 

37ºC for 30 minutes. The medium was then discarded and replaced with 400 ul/well of 

DMEM-F12 medium without FBS and 1% antibiotic and left in the incubator until the cells 

were plated out. After assessing the viability of the cells, the DMEM-F12 medium without 

FBS was removed, the cells were plated out (200,000 cells/well) and kept in the incubator 

with fresh DMEM-F12 medium containing 1% antibiotic (penicillin 10,000UI/ml and 

streptomycin 10,000μg/ml) and no FBS for 24 hours at 37ºC in 5% CO2. 

2.3 RNA extraction, reverse transcription an real-time PCR 

For determination of mRNA abundance, luteal cells were collected at the end of each 

treatment and immediately stored at -80 °C. Total RNA was then extracted using the 

PureLink™ RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the 

manufacturer's instructions and quantified at a wavelength of 260 nm using a 

spectrophotometer (NanoDrop1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Total RNA 

(100ng) was reverse transcribed using the iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Des 

Plaines, IL, USA) at 25°C for 5 min and 46°C for 30 min (RT). The reaction was terminated 

by incubation at 95°C for 5 min. Real-time qPCR was performed with the CFX384™ Real-

Time System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) using GoTaq® DNA Polymerase 

(Promega, Madison, WI, USA) and specific primers (Table 1). After an initial denaturation 

step at 95°C for 3 minutes, 40 cycles were performed at 95°C for 10 seconds, followed by 1 

minute at 60°C to amplify each transcript. The reaction was performed in duplicate. Data 

were normalized to a calibrator sample to quantify relative gene expression using the Pfaffl 

ΔΔCt method with correction for amplification efficiency. Briefly, target gene amplification 



 

 

Ct was normalized to the average expression level of two proteins and one enzyme, the β- 

ACTIN, RPL19 , and GAPDH housekeeping genes, according to the ratio R = housekeeping 

ECt/target ECt, where E is the amplification efficiency for each primer pair. Expression of 

steroidogenic enzymes (P450sCC, StAR, and 3βHSD), interferon-stimulated genes (ISG15, 

OAS1, MX1, and MX2), angiogenesis-related gene VEGF, and cell survival genes such as 

AKT and XIAP were assessed. 

2.4 Experimental design 

Experiment 1: Exposure of bovine luteal cell to roIFNT  

With the hypothesis that embryo communication is altered by heat stress with bovine 

corpus luteum cells. Our first experiment aimed to investigate the dose-dependent response of 

cultured bovine corpus luteum cells treated with roIFNT. The relative mRNA expression of 

genes stimulated by IFNT (ISG15, OAS1, MX1, and MX2) was assessed to validate this 

model. For this purpose, cells were treated in vitro for 6, 12 and 18 hours with a medium 

composed of 60% DMEM F-12 and 40%SOF to which 0 (SOF), 0.1 and 1ng roIFNT was 

added. After treatment, cells were collected and stored at -80ºC for subsequent RNA 

extraction. The experiment was repeated 3 times, using 6 different CLs in each replicate. 

Experiment 2: Exposure of bovine luteal cells to conditioned medium derived from embryos 

produced in vitro under heat stress 

After validating the response of primary culture of bovine luteal cells to roIFNT, the aim 

of the second experiment was to evaluate the response of primary culture of bovine luteal 

cells to the conditioned medium of embryos exposed to heat stress during in vitro 

development until day 7. Luteal cells were treated with medium composed of 60% DMEM 

and 40% SOF (control, without embryos) and with conditioned medium for stressed embryos 

referred to 2 embryos at day 7. After treatment for 6, 12, and 18 hours, cells were collected 



 

 

for RNA extraction as previously described. The experiment was performed with 3 replicates 

of bovine luteal cell cultures (n=6 CLs per replicate). 

2.5 Statistical analysis 

Analysis of variance was performed using JMP software (SAS Institute) with 

treatment as the main effect and replicates as the random variable. Differences between means 

were tested with the Tukey multiple comparison test. Homogeneity of variance was tested 

with the O'Brien test. Data that did not follow a normal distribution (Shapiro-Wilk test) were 

converted to logarithms. Results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM), 

and P< 0.05 was considered significant. 

3 Results 

3.1 Expression of interferon stimulated genes in luteal cell culture treated with roIFNT 

The expression of the interferon-stimulated genes (ISGs), ISG15, OAS1, MX1 and 

MX2, expressed by bovine corpus luteum cells showed a dose-dependent difference when 

treated with 0ng, 0.1ng and 1ng ovine recombinant IFNT (roIFNT), as shown in Figure 2, at 6 

and 18 hours. It is possible to observe a difference in the expression of OAS1 at 12 hours, 

where it was different between the groups with the highest concentration of roIFNT (1ng/ml) 

and the lowest dose (0.1ng) but was not different from the group without roIFNT. For the 

other ISGs, there were no differences between groups at 12 hours. 

3.2 Cell culture of luteal cells 

Culture of luteal cells was treated with negative and positive embryo controls, conditioned 

medium from embryos under heat stress at different time points of embryonic development 

until day 7, after 6, 12, and 18 hours. Luteal cells exhibited 80% viability (trypan blue). Also, 

the expression of genes related to steroidogenesis (StAR, 3beta-HSD, P450sCC) showed no 

difference in all treated groups during the hours studied (Figure 1). All these results confirm 



 

 

the luteal culture model. Expression of interferon-stimulated genes in luteal cell culture 

treated with conditioned medium from heat-stressed embryos. 

  The expression of ISGs is shown in Figure 3. The effect of luteal cell culture treatment 

is observed in the 6 hours of treatment when we compare the group EC, without the influence 

of HS, with the groups IVM, IVF, IVC and MFC. The relative expression for all ISGs 

increased when we compare the group EC with the group NE, without the influence of 

embryo, at 6h. The MX1 gene showed a difference at 6 h between the NE and MFC groups 

compared with the IVM and IVF groups, and the EC and IVC groups showed similar 

expression to the groups with a difference. The other ISGs showed no difference in expression 

between the groups studied at 12 and 18 hours. 

3.3 Expression of genes related to angiogenesis (VEGF) and cell survival (XIAP and AKT) in 

luteal cell culture treated with heat stress conditioned medium embryos 

  Assessing the expression of the gene related to angiogenesis (Figure 4), VEGF, we 

found that after 6 and 12 hours there is no difference in the expression of corpus luteum cells 

treated with conditioned medium from embryos at HS, but after 18 hours there is a difference 

between the groups when comparing the group without the influence of embryos (NE) and the 

groups treated with embryos exposed to HS. 

  For genes related to cell survival (AKT and XIAP), only the AKT gene showed a 

decrease in expression in luteal cells treated with conditioned medium from stressed embryos 

when comparing the group without embryo influence (NE) and with medium from embryos 

produced in thermal comfort, with the groups subjected to HS being the group most exposed 

to HS, with lower AKT expression at 6 hours. There was no difference in AKT expression at 

12 and 18 hours. The XIAP gene showed no difference in expression between groups at 6, 12, 

and 18 hours. 

 



 

 

4. Discussion 

The endocrine communication of the embryo was postulated only recently 

(OLIVEIRA et al., 2008). Since then, several studies have investigated endocrine 

communication between mother and embryo (ANTONIAZZI et al., 2013; BRIDI et al., 2021). 

Previous results from our group (AMARAL et al., 2020) have shown the negative influence 

of HS on IFNT production. The results presented in this study show the response of the 

conditioned media of HS embryos to luteal cell culture at 6, 12 and 18 hours. The luteal cells 

treated with the conditioned media of HS embryos for 6, 12 and 18 hours show decreased cell 

survival and expression of interferon stimulated genes after 6 hours. This implies that the HS 

embryo negatively affects the luteal expression of ISGS. 

Our luteal cell culture model maintained mRNA levels of steroidogenic acute regulators 

(StAR), 3-beta hydroxysteriododeidrogenase (3-beta HSD), and P450 side chain cleavage 

(P450sCC). StAR transports cholesterol into the cell to mitochondria, where it is cleaved by 

P450scc into pregnenolone (MILLER; AUCHUS, 2011), and 3-beta HSD converts 

pregnenolone into progesterone (LEE; MILLER; AUCHUS, 1999). Our steroidogenic 

enzymes indicate that our luteal cell culture is functional. Moreover, our culture responds to 

embryonic treatment.  

Heat stress and oxidative stress can directly damage organelles or cause DNA damage, 

altering gene expression and reducing the competence of embryonic development prior to 

implantation (SAKATANI et al., 2015). Embryos exposed to heat stress during in vitro 

production exhibited a significant reduction in IFNT production, which impairs their signaling 

effect in maternal detection of pregnancy (AMARAL et al., 2020). IFNT is one of the main 

factors of conceptional maternal crosstalk, and its action leads to CL maintenance and 

pregnancy maintenance (HANSEN; SINEDINO; SPENCER, 2017b), which may be released 



 

 

via the uterine vein and stimulate the expression of several ISGs (GREEN et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2008). 

The endocrine function of IFNT may be directly related to the expression of interferon-

stimulated genes in extrauterine tissues (ANTONIAZZI et al., 2010). BRIDI et al. (2018) 

showed that the expression of ISG15 increased when we treated luteal cells with conditioned 

medium from parthenogenetically produced embryos, which was also observed in our results. 

We found greater expression of interferon-stimulated genes in the control group of embryos. 

However, compared with the heat-stressed groups, the expression of mRNA of interferon-

stimulated genes decreased. This suggests that the conditioned medium negatively affects the 

luteal expression of ISGs and alters embryo signaling. 

We examined the response of genes stimulated by interferons in the primary culture of 

CL cells, and we observed a positive response when treated with a nonstresses EC (control 

group) and a negative response compared with the stressed embryo groups at different time 

points during in vitro embryo production (IVM HS, IVF HS, IVC HS, MFC). We observed 

this response in all genes stimulated by IFNT, including ISG15, OAS1, MX1, and MX2. 

Prolonged effects (P< 0.05) between groups were observed for ISG15, OAS1, MX1, and 

MX2 expression at 6 hours, which were not observed at 12 and 18 hours. This suggests that 

the expression of ISGs is a rapid response that starts at 6 hours and does not maintain the 

same pattern of expression over the hours evaluated. 

VEGF, also known as vascular permeability factor (VPF), acts on vascular endothelial 

cells to promote proliferation, migration, tube formation, and vascular permeability 

(FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997), is an essential factor in the regulation of normal and 

abnormal angiogenesis (FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997). It is important for the 

development of the CL and for the maintenance of its structure and function (STOUFFER; 

HENNEBOLD, 2015). Activation of protein kinase A for progesterone secretion during 



 

 

luteinization and VEGF secretion during angiogenesis shows a close temporal relationship to 

these normal physiological processes (FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997). Kaessmeyer, 

(2009) reported heterogeneity in endothelial cultures and that this difference is related to the 

stage of vascular development during the luteal period and is associated with vasculogenesis 

and angiogenesis. Therefore, it is important to evaluate the CL morphology when selecting 

the developmental stage so that the cells respond as expected (MIYAMOTO; JAN 

SKARZYNSKI; OKUDA, 2000). We have observed that over time, cells must find a way to 

survive when exposed to factors such as HS and oxidative stress (AMARAL, 2020) and begin 

to increase expression of genes related to angiogenesis, with VEGF appearing at 18 hours. 

We investigated whether cell survival genes were affected by treatment with the HS 

groups; to do so, we assessed the expression of XIAP and AKT genes. XIAP acts by 

inhibiting the activity of some caspases and other apoptotic proteins, giving it an anti-

apoptotic effect (TAKAHASHI et al., 2002), whereas AKT is related to cell growth, survival, 

proliferation, angiogenesis, metabolism, and cell migration (HOXHAJ; MANNING, 2020). 

Our study showed that treatment affected the expression of cell survival genes, such as AKT, 

in luteal cell culture during the first 6 hours of treatment. However, over time, treatment had 

no effect on luteal cell culture, demonstrating that expression of this gene in primary culture 

of bovine luteal cells occurs during the first hours of culture and the same response does not 

persist through 12 and 18 hours.  

  In conclusion, primary culture of bovine luteal cells showed no change in the 

expression of genes related to steroidogenesis when treated for 6, 12, and 18 hours with 

conditioned medium from embryos produced at HS. When we evaluated the expression of 

ISGs, we observed a reduction in the groups influenced by HS that was similar to the values 

of the group that was not under the influence of the embryos. Moreover, we found that this 

pattern was not maintained over the hours evaluated. With an increase in oxidative stress and 



 

 

HS, the embryo can stimulate genes related to angiogenesis in cultured bovine luteal cells 

through the medium over 18 hours. Thus, we can say that HS is an important environmental 

factor affecting communication between embryos and bovine luteal cells. 
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Tables 

Table 1. Forward and reverse primers sequences of target and reference genes used for 

quantitative polymerase chain reaction ISG15; MX; MX2; OAS1; 3βHSD; P450; StAR; 

AKT-1; XIAP; VEGF; ACTB; GAPDH; RPL19. 

Gene Nº access/Reference Sequence of primer 

ISG15 NM_174366.1 F:  GGTATCCGAGCTGAAGCAGTT  

R:  ACCTCCCTGCTGTCAAGGT  

OAS1 NM_001029846.2 F:  TAGCCTGGAACATCAGGTC  

R:  TTTGGTCTGGCTGGATTACC  

MX1 NM_173940.2 F: GTACGAGCCGAGTTCTCCAA  

R:  ATGTCCACAGCAGGCTCTTC  

MX2 NM_173941.2 F: CTTCAGAGACGCCTCAGTCG  

R: TGAAGCAGCCAGGAATAGT 

StAR Atili et al 2012 F: CAGCAGAAGGGTGTCATCAGA 

R: GAGAGGACCTGGTTGATGATG 

P450sCC  Wang et al 2021 F: CTTGCACCTTTCTGGCTAGG 

R: AAGGGGAAGAGGTAGGGTG 

3BHSD NM_001034034.2 F: TGACCCCTTCTTGACCTTC 

R: CGTTCTCTGCCTTGACTGTG  

VEGF Beindorff et al 2010 F: CCCAGATGAGATTGAGTTCATTTT 

R: GCCTCGGCTTGTCACATTTT 

AKT NM_173986.2 F: GATTCTTCGCCAGCATCGTG 

R: GGCCGTGAACTCCTCACTCA 

XIAP NM_001205592.1 F: GAAGCACGGATCATTACATTTTGG 

R: 

CCTTCACCTAAAGCATAAAATCCAG 

ACTB NM_173979.3 F:  GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA  

R:  TCGTCCCAGTTGGTGACGAT 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001034034.2


 

 

RPL19 NM_000981.4 F:  CCGGCTGCTTAGACGATACC 

R:  CCGCTTGTTTTTGAACACGTT 

GAPDH NM_001035034.2 F: GATTGTCAGCAATGCCTCCT 

R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA 

 

Figure legends 

Figure 1:  Relative mRNA expression of steroidogenic genes (StAR, P450 and 3βHSD) at 6h, 

12h and 18h of luteal cells treated with conditioned medium from HS embryos during oocyte 

maturation (IVM), fertilization (IVF), the first day of embryo culture (IVC) or combinations 

of all treatments (MFC: IVM + IVF + IVC). Bars represent means ± SEM in replicates.  

 

Figure 2:  Results of relative mRNA expression of interferon stimulated genes luteal cells, at 

6h, 12h and 18h of treated with 0ng, 0,1ng and 1ng of roIFNT, the evaluated genes were 

ISG15, OAS1, MX1 and MX2. Bars represent means ± SEM in replicates. Different letters 

indicate significance (p <0.05) among groups. 

 

Figure 3: Results of relative mRNA expression of interferon stimulated genes luteal cells, at 

6h, 12h and 18h of treated with conditioned medium from HS embryos during oocyte 

maturation (IVM), fertilization (IVF), the first day of embryo culture (IVC) or combinations 

of all treatments (MFC: IVM + IVF + IVC) ISG15, OAS1, MX1 and MX2. Bars represent 

means ± SEM in replicates. Different letters indicate significance (p <0.05) among groups.  

 



 

 

Figure 4:  Relative mRNA expression of angiogenesis gene (VEGF) and cell survival (AKT 

and XIAP) in different groups of luteal cells at 6h, 12h and 18h of treated with conditioned 

medium from HS embryos at different stages of development, at oocyte maturation (IVM), at 

fertilization (IVF), on the first day of in vitro culture (IVC) and at all stages of embryonic 

development (MFC: IVM + IVF + IVC). Bars represent the group means ± SEM in replicates. 

Different letters indicate significance (p < 0.05) between groups.  
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4 CONCLUSÃO 
 

 Com base nos resultados obtidos nos experimentos realizados pelo nosso grupo, 

podemos concluir que o estresse térmico altera a secreção de moléculas, como o IFNT 

(AMARAL, et. al., 2021), pelos embriões bovinos produzidos in vitro, e essas modulam a 

expressão de ISGs nas células luteais tratadas com o meio condicionado por esses embriões. 

Bem como, foi possível observar alteração na expressão de mRNA de genes relacionados a 

angiogênese ao longo do tempo, as 18 horas. Portanto nossos resultados sugerem que o 

estresse térmico compromete a comunicação de embriões estressados com o corpo lúteo.   
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