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RESUMO

INTERFERON TIPO I PRODUZIDO POR EMBRIOES IN VITRO NA
SINALIZACAO ENDOCRINA ANTERIOR AO PERIODO CLASSICO DE
RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTACAO EM BOVINOS

AUTORA: Alessandra Bridi
ORIENTADOR: Alfredo Quites Antoniazzi

O periodo de reconhecimento materno da gestacdo em bovinos caracteriza-se por ser o
processo pelo qual o concepto, através da producdo de interferon-tau (IFNT) sinaliza sua
presenga no utero materno. O IFNT tem como principal fungdo manter o corpo luteo
produzindo progesterona necessaria para o estabelecimento e manuten¢do da gestagdo. O
concepto secreta vesiculas extracelulares que carreiam proteinas responsaveis pela sinalizagdo
entre 0 embrido e organismo materno no periodo de pré-implantacdo. Ainda, vesiculas
extracelulares secretadas pelo endométrio de bovinos entram no trofectoderma do concepto e
estimulam a producdo de IFNT. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se o IFNT
secretado por embrides produzidos in vitro (FIV) € capaz de mimetizar a sinalizagdo
enddcrina em cultivo de células luteais e identificar se essa comunica¢cdo mediada pelo IFNT
ocorre na forma de proteina livre ou via exossomo. No experimento 1 foi avaliada a
capacidade do cultivo primdrio de células luteais de responder ao interferon tipo I. A
expressdao de /SG15 aumentou de uma maneira dose-dependente atingindo o platdé quando as
células luteais foram tratadas com 10ng/ml de interferon-alfa. No experimento 2, células
luteais tratadas com meio condicionado por embrides ativados partenogeneticamente
(paSOF) cultivados até os 12 dias de desenvolvimento, apresentaram um aumento na
expressao de RNAm para ISG15 quando comparados com os grupos que receberam paSOFD7
e paSOFD9. No ensaio antiviral foi detectada uma maior atividade de interferon tipo I no
paSOFD9 e 12 do que no grupo paSOFD7. No experimento 3, embrides produzidos por FIV
foram cultivados até os dias 7, 9 e 12 de desenvolvimento e posteriormente foi coletado o
meio condicionado. A expressdo de RNAm para /FNT?2 foi avaliada nestes embrides FIV com
7,9 e 12 dias. Nos embrides do dia 9, a expressao de RNAm para /FFNT2 foi maior que nos
embrides do dia 7, ¢ nenhuma diferenca foi observada nos embrides do dia 12. O meio
condicionado por embrides FIV com 7, 9 e 12 dias foi utilizado no tratamento do cultivo de
células luteais e posteriormente foi avaliada a expressdo de RNAm para ISG/5. As células
luteais tratadas com ivfSOF (SOF condicionado por embrides FIV até os dias 7, 9 e 12, antes
da ultracentrifugacdo) e SN (SOF condicionado por embrides FIV até os dias 7, 9 e 12, apos a
ultracentrifugacdo, sem vesiculas extracelulares) apresentaram um aumento na expressdo de
ISG15 quando comparadas com EVs (pellet enriquecido com exossomos obtidos apods
ultracentrifugacdo do SOF condicionado por embrides FIV). Vesiculas extracelulares foram
marcadas com PKH67 e observou-se sua presenca dentro das células luteais. Desta forma,
percebe-se que o cultivo de células luteais respondeu ao tratamento com interferon tipo I
presente no meio condicionado por embrides PA e FIV ja no dia 7 de desenvolvimento e esta
comunicag¢do ocorre usando interferons na forma de proteina livre.

Palavras-chave: Corpo luteo. Bovinos. Células luteais. IFNT. ISG15. Exossomos.



ABSTRACT

IN VITRO EMBRYOS-DERIVED TYPE I INTERFERON ON ENDOCRINE
SIGNALING BEFORE CLASSIC PERIOD OF MATERNAL RECOGNITION OF
PREGNANCY IN BOVINES

AUTHOR: Alessandra Bridi
ADVISOR: Alfredo Quites Antoniazzi

Maternal recognition of pregnancy period in bovine is characterized when the concept secrets
IFNT and signals its presence inside maternal uterus. IFNT main function is to maintain
corpus luteum producing progesterone to establishment and maintain pregnancy. Conceptus
derived-extracellular vesicles transport proteins responsible for signaling to the maternal
organism in the pre-attachment period. Also, extracellular vesicles secreted by bovine
endometrium stimulate conceptus trophectoderm IFNT production. Therefore, the aim this
study was to evaluate whether in vitro fertilized (IVF) embryo-derived IFNT is capable to
stimulate ISG15 expression in luteal cells culture, and also to identify if IFNT signal occurs in
free protein form or via exosome. In experiment 1, it was evaluated if primary luteal cells
culture responds to type I interferon treatment. ISG/5 mRNA expression increased in luteal
cells culture in a dose dependent manner reaching a plateau at 10ng/ml of interferon-alpha. In
experiment 2, luteal cells culture treated with Day 12 conditioned medium by parthenogenetic
activated embryos (paSOF), increased ISG/5 mRNA expression when compared to paSOF
from Days 7 and 9. Antiviral assay detected a greater bioactivity of type I interferon on Days
9 and 12 paSOF when compared to paSOF from Day 7. In experiment 3, IVF produced
embryos were cultured until Days 7, 9 and 12 of development and followed by conditioned
medium collection. /FNT2 mRNA expression was assessed on embryos from Days 7, 9 and
12 of development. On Day 9, IFNT2 mRNA expression was greater than Day 7, and no
difference was observed on Day 12. ISG15 expression was evaluated on luteal cells culture
treated with conditioned medium from IVF produced embryos on Days 7, 9 and 12 of
development. Luteal cells culture treated with ivfSOF (SOF from embryos before of
ultracentrifugation) and SN (SOF from embryos after of ultracentrifugation, depleted of
extracellular vesicles) increased ISG15 mRNA expression when compared to EVs (pellet
enriched with exosome obtained after ultracentrifugation of SOF from IVF embryos).
Extracellular vesicles were labeled with PHK67 and their presence was observed inside the
luteal cells. It is concluded, luteal cells culture respond to Type I interferon treatment present
in the conditioned medium from IVF embryos as early as Day 7 of development, and this
communication using interferons occurs in the free protein form.

Keywords: Corpus luteum. Cattle. Luteal cells. IFNT. ISG15. Exosomes.
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1 INTRODUCAO

Perdas embriondrias no inicio da gestagdo influenciam significativamente o retorno ao
estro em bovinos de corte e de leite, sendo que cerca de 40% destas perdas embriondrias
ocorrem entre os dias 8 e 17 do ciclo estral (Thatcher ef al., 2001). Este periodo corresponde a
fase de eclosdo do blastocisto e posterior elongamento do concepto, principalmente do
trofoblasto, que secreta interferon-tau (IFNT) para que ocorra o reconhecimento materno da
gestacdo em ruminantes (Mamo et al., 2012). Portanto, existe a necessidade de melhorar o
entendimento da comunicacdo entre o embrido e a mae durante o periodo de reconhecimento
materno da gestagao.

O periodo classico em que o concepto bovino secreta IFNT para sinalizar sua presenga
dentro do organismo materno ocorre entre os dias 12 a 26 de gestacdo (Farin et al., 1990).
Entretanto, avangos nas pesquisas sobre reconhecimento materno da gestagdo em ruminantes
tem demonstrado que o concepto bovino sinaliza sua presenga anteriormente a esse periodo.
Estudos recentes reportam que a preparacdo endometrial a receptividade embriondria que
pode ocorrer tdo cedo quanto o dia 4 em fun¢do do aumento da concentracdo de hormonios
esteroides oriundos de foliculos grandes (Mesquita et al., 2015). No dia 7 apds inseminagdo
artificial, o concepto ¢ capaz de estimular a expressdo de ISGs na jungdo Utero-tubarica
ipsilateral ao corpo luteo (Sponchiado ef al., 2016), demonstrando que a secrecdo da proteina
IFNT pode ocorrer antes do periodo classico de reconhecimento materno da gestagao.

O IFNT ¢ uma citocina que age de maneira pardcrina no utero, diminuindo a
expressao de receptores de estrogenos e ocitocina no endométrio, possibilitando a manutengao
do corpo luteo (Roberts et al., 1999). Além da funcdo antiluteolitica, o IFNT estimula a
expressdao de genes estimulados por interferon (ISGs) no endométrio (Austin et al., 2004) e
em outros tecidos (Han ez al., 2006; Oliveira et al., 2008). A sinalizagao com o IFNT durante
o reconhecimento materno da gestagdo também ocorre de maneira endocrina, pois proteinas
expressas simultaneamente no endométrio e em outros tecidos extra-uterinos foram detectadas
durante o inicio da gestacdo em ruminantes (Oliveira et al, 2008; Bott et al., 2010;
Antoniazzi et al., 2013).

Em ovelhas, o IFNT secretado pelo concepto chega na veia uterina e induz a
expressao de ISGs nos vasos que drenam o utero (Antoniazzi, 2010 — dados ndo publicados) e
em tecidos extra-uterinos (Gifford et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Bott et al., 2010) nos
estagios iniciais da gestacdo. Além disso, o IFNT atua em tecidos extrauterinos através da

circulagdo sistémica, chegando no corpo luteo, estimulando sintese de ISGs nas células luteais
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(Gifford et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Bott et al., 2010). Concentragdes de IFNT
biologicamente ativo foi maior no sangue da veia uterina em ovelhas com 15 dias de gestacao
(Oliveira et al., 2008). A infusdo continua de IFNT na circulacdo sistémica por 3 dias em
ovelhas ciclicas fez com que esses animais conseguissem manter a concentracido sérica de
progesterona compativel com a da gestagdo 24 horas apos receberem a aplicacdo de
prostaglandina F2 alfa (PGF) (Antoniazzi et al., 2013). Portanto, existem fortes evidéncias de
que a sinalizacdo endocrina tem papel determinante durante o periodo inicial do
reconhecimento da gestacdo em ruminantes.

Atualmente, sabe-se que o concepto no periodo de pré-implantacdo e o endométrio sdo
capazes de secretar vesiculas extracelulares (EVs) (Saadeldin et al., 2015), onde incluem-se
basicamente os exossomos, microvesiculas e os corpos apoptoticos (Gyorgy et al., 2011) que
podem atuar na comunicacdo celular entre células vizinhas ou tecidos distantes (Ng et al.,
2013). Os exossomos, um subgrupo de EVs apresentam-se como nanovesiculas (30-120 nm)
que transportam lipideos, proteinas, RNAs e miRNAs (Mathivanan et al., 2010), com fungdes
de controlar rotas patoldgicas ou fisiologicas (Ng et al., 2013).

MiRNAs transportados pelos exossomos participam na divisdo celular e na ativagdo
do genoma no periodo de desenvolvimento embriondrio bovino (Kropp ef al., 2014). EVs
purificadas do lavado uterino de ovelhas no dia 14 do ciclo estral foram marcadas e
infundidas no Iumen uterino de ovelhas prenhes, e, aos 14 dias de gestacdo foram observadas
no trofoblasto do concepto e epitélio uterino (Burns et al., 2016). O epitélio uterino secreta
exossomos que possuem RNAm de “ovine endogenous jaagsiekte retroviruses” (enJSRV) que
atua via “receptores toll-like”(TLR) no trofoblasto do concepto ovino e estimula a secrecao de
IFNT (Ruiz-Gonzalez et al., 2015). Além disso, proteinas presentes dentro de exossomos
derivados do concepto sdo capazes de estimular a expressdo de ISGs pelo endométrio
melhorando, desta maneira, o ambiente uterino para a implantacdo do concepto (Nakamura et
al., 2016).

Desta maneira, nossa hipotese ¢ que o IFNT secretado pelo concepto bovino
produzido in vitro aumente a expressdao de ISGs no cultivo de células luteais. Os objetivos
deste estudo foram: 1) avaliar a capacidade do IFNT produzido por conceptos bovinos
mantidos em cultivo in vitro até os dias 7, 9 e 12 de desenvolvimento embrionario, de
sinalizar no cultivo de células luteais; 2) identificar se o IFNT atua na forma de proteina livre
ou via exossomos secretados pelo trofectoderma do concepto bovino na sinalizagdo que

ocorre no cultivo de células luteais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O reconhecimento materno da gestacdo em ruminantes ¢ o mecanismo pelo qual o
concepto sinaliza sua presenga para a mae. A finalidade desta sinalizagdo ¢ a de evitar o
retorno a ciclicidade e consequentemente permitir a manuten¢do da gestagdo. Inicialmente o
mecanismo era descrito como uma sinalizagdo que ocorria entre o concepto € a mae para
evitar a regressdao do corpo liteo e manter a producdo de progesterona estavel durante a
gestacdo. Posteriormente foi identificado a participacdo do interferon-tau nessa sinalizagao.
Os interferons sdo citocinas com agdes principalmente antivirais, que nesse periodo no inicio
da gestacdo desempenham uma acdo reprodutiva especifica. Nesse momento, estudos
estabelecem o mecanismo de reconhecimento materno da gestacdo como um evento paracrino
que inibe pulsos luteoliticos de prostaglandina F 2 alfa (PGF), sendo esse conceito mantido
por muitos anos. Recentemente foi demonstrado que esse mecanismo possuia um componente
endocrino, € que a manutengdo do corpo luteo tinha a participagdo do interferon-tau.
Atualmente sabe-se que o mecanismo de reconhecimento de gestagdo ndo ¢ somente um
evento local, possui componentes sistémicos com rotas de sinalizagdo autocrina, paracrina e
endocrina; além de diversas maneiras de sinalizacdo celular, como moléculas livres, ligadas a
proteinas plasmaticas, ou como componentes de vesiculas extracelulares. A seguir encontra-se
uma breve revisdo de literatura para um melhor entendimento dos eventos relacionados ao

mecanismo de reconhecimento materno da gestacdo em ruminantes.

2.1 CORPO LUTEO E LUTEOLISE

Em 1573, COITER descreveu a presenca de cavidades cheias de um sélido amarelo no
ovario de mulheres (1573 apud (Mccracken et al., 1999)). Mais tarde, o numero destas
estruturas ovarianas foi relacionado com o nimero de fetos no ttero de mamiferos (GRAAF,
1943 apud (Mccracken et al., 1999)) e apos ser realizada a descri¢do microscopica desta
estrutura, ela passou a ser chamada de corpo luteo (CL) (MALPIGHI, 1689 apud (Mccracken
et al., 1999)). Além disso, foi descoberto que a presenga do CL no ovdrio inibia a ovulagdo e
o estro durante a gestacdo (BEARD, 1897 apud (Mccracken et al., 1999)), sugeriu-se entdo
que ele pudesse ser uma glandula de secrecdo interna (PRENANT, 1898 apud (Mccracken et
al., 1999)).
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Atualmente, sabe-se que o CL ¢ uma glandula temporéaria que se origina de um
foliculo ap6s a ovulagdo, secretando principalmente progesterona (P4), que ¢ responsavel pela
ciclicidade e manuten¢do da gestagdo na maioria dos mamiferos (Niswender et al., 2000).
Instantes antes da ovulagdo, ocorre o pico de LH e, com isso, a luteinizagdo das células da
granulosa e teca, dando origem a alteragdes na rota esteroidogénica para producdo de P4 pelas
células luteais (Wuttke et al., 1998). O LH, apds ligar-se ao seu receptor, induz a ativagdo de
adenilciclase e, subsequentemente, o aumento nos niveis de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP). O processo de luteinizacdo resulta em mudangas estruturais e funcionais no ovario.
Ocorre ruptura da membrana basal que separa a camada da teca e da granulosa no foliculo, e
mudangas bioquimicas sdo determinadas, fazendo com que estruturas ovarianas que secretam
predominantemente andréogeno (teca) e estrogeno (granulosa), passem a secretar P4
(Niswender, 2002). A presenca de cAMP estimula a esteroidogénese, facilitando o transporte
de colesterol para dentro da célula e do meio intracelular para dentro da mitocondria,
resultando em aceleracdo da conversdo de colesterol em pregnenolona pela agdo da enzima
clivadora de cadeia lateral (P450scc), localizada na membrana interna da mitocondria (Figura
1). A pregnenolona ¢ convertida em progesterona pela enzima 3 beta- hidroxiesteroide
desidrogenase (3Beta-HSD) que estd presente no reticulo endoplasmatico liso (Niswender,
2002).

As células da granulosa sdo transformadas em células luteais grandes e as células da
teca em células luteais pequenas. A estrutura do CL ¢ formada pelas células luteais, células
endoteliais, fibroblastos e leucécitos (Channing, 1969). As células luteais esteroidogénicas
foram isoladas e identificadas em ovelhas (Fitz et al., 1982) por meio de caracteristicas
morfologicas e bioquimicas (Niswender et al., 2000). As células luteais grandes secretam
aproximadamente 7 vezes mais progesterona quando comparada com as pequenas, sem a
presenga de estimulos (Kenny et al, 1989), sendo conhecidas como esteroidogénicas
constitutivas, pois possuem proteina quinase A (PKA) ativa (Bogan e Niswender, 2007).

O processo de lise do CL é composto pelo periodo de lutedlise funcional, que ¢
caracterizada pela diminui¢do na secrecdo de P4 e, pelo periodo estrutural onde ocorre a
regressao do CL (Davis e Rueda, 2002). A PGF ¢ produzida no endométrio durante todo o
ciclo estral, mas sua concentra¢gdo maxima ¢ atingida no momento da lutedlise (Rueda et al.,
1995). No endométrio de ovelhas os pulsos luteoliticos de PGF sdo regulados pela ocitocina
(OXT), E2 e P4 (Bazer ef al., 1994). A OXT secretada pelo CL e pela neurohipdfise esta
presente em altas quantidades nos dias 14 e 16 do ciclo estral de ovelhas, estimulando a

liberagdo de pulsos de PGF pelo endométrio (Bazer ef al., 2012).
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Figura 1 — Rota esteroidogénica em células luteais. 1) Aumento da atividade da enzima que
hidrolisa ésteres de colesterol, 2) transporte de colesterol dentro do citoplasma e 3) entrada de
colesterol para dentro da mitocondria pela ativagdo da PKA. 4) Diminui¢do do transporte de
colesterol citoplasmatico e 5) para dentro da mitocondria apds ativacao da PKC.

CES \ /
Cholesterol Esters

Cholesterol

Cholesterol

Mitochondria

Pregnenolone
SER 3BHSD

Progesterone

Fonte: (NISWENDER, et al., 2000, p. 10)

A progesterona quando ligada ao seu receptor bloqueia a expressao dos receptores de
estrogeno (ESR1) e dos receptores de oxitocina (OXTR). No dia 13 do ciclo estral de ovelhas,
concentragdes de progesterona diminuem a expressdo dos seus receptores permitindo um
rapido aumento de E2. O estrégeno produzido pelos foliculos maduros estimula a expressao
de ESRI1, receptores de progesterona (PGR) e OXTR no endométrio uterino. O aumento na
expressao de OXTR permite a agdo da OXT, que ¢ a de garantir a frequéncia necessaria de
pulsos de PGF para que ocorra a lutedlise (Spencer e Bazer, 1995; Mccracken et al., 1999).
Desta forma, caso ndo aconteca a gestagdo, a progesterona prepara o endométrio uterino para

secretar PGF (Mccracken et al., 1999).
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A secregdo pulsatil de PGF, estimulada pela OXT ligada no OXTR, aumenta a
atividade da fosfolipase C (PLC), que leva a producdo de inositol trifosfato e diacilglicerol.
Estes mensageiros intracelulares aumentam ainda mais a secrecdo de PGF por aumentarem a
expressdao de fosfolipase A2, que aumenta a disponibilidade de acido araquidonico para ser
metabolizado por prostaglandina endoperdxido sintetase 2 (PTGS2) em PGF. Com isso, a
secrecao de PGF ¢ controlada pela disponibilidade de acido araquidonico e de PTGS2 (para
revisao (Bazer et al., 2012)).

A PGF chega no ovario por mecanismo de contracorrente, ou seja, da veia Utero-
ovariana para artéria ovariana (Ginther, 1974; Ginther e Del Campo, 1974), evitando que o
hormoénio passe pelos pulmdes e seja inativado. Embora os mecanismos de lutedlise e de
atuacdo da PGF na regressdo do CL ndo estejam totalmente elucidados, ha evidéncias que a
involugdo estrutural do CL ¢ mediada por apoptose, desta maneira caracterizando o periodo
de luteolise estrutural (Rueda et al., 1995; Carambula et al., 2002).

A progesterona ¢ fundamental no inicio da gestacdo, inicialmente por promover um
ambiente uterino favoravel a gestacdo. Esta proporciona o relaxamento do miométrio,
estimula a produ¢do de MUC-1, uma proteina que evita a aderéncia do concepto ao
endométrio e continue elongando produzindo IFNT (Johnson, Bazer, ef al., 2001), estimula a
producdo de histotrofo pelas glandulas endometriais (Forde e Lonergan, 2012). Estudos in
vitro possibilitam que determinados fatores possam ser analisados separadamente o que
mostra a importancia de se ter um cultivo de células luteais bem estabelecido. O cultivo de
células luteais oriundos de corpos luteos de inicio ciclo produzem maior quantidade de
progesterona quando comparados com os do meio do ciclo (Batista et al., 2012). Alguns
fatores podem ser utilizados na caracterizagdo do cultivo de células luteais como: atividade da
enzima esteroidogéncia 33-HSD (Batista et al., 2012), avaliagdo da producdo de progesterona
(Batista et al., 2012; Shirasuna et al., 2015) e avaliacdo morfologica do cultivo (Yoshioka et

al., 2013).

2.2 RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTACAO

O processo fisioldgico pelo qual o embrido sinaliza a sua presenca no sistema materno
e prolonga o tempo de vida do CL no ovario ¢ denominado de reconhecimento materno da
gestacdo (Bazer et al., 1991). Estudos mostraram que embrides transferidos para tteros com

porcdes isoladas mantiveram 80% dos corpos luteos adjacentes ao corno uterino gravidico. Ja
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os transferidos para o corno uterino contralateral ndo tiveram nenhum efeito na vida do CL.
Em receptoras que possuiam CLs nos dois ovarios, os embrides transferidos foram capazes de
manter somente os CLs no ovario ipsilateral (Moor e Rowson, 1966).

Ap6s a fecundagdo, inicia-se o processo de formacao do embrido (Figura 2). As fases
de desenvolvimento embriondrio inicial de bovinos sdo: zigoto, moérula, mérula compacta,
blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido (B6 e Mapletoft,
2013). A fase de morula acontece quando o embrido entra no Utero 4 a 6 dias apos a
fertilizagdo do oocito. Em seguida, evolui para a forma de blastocisto, que possui uma massa
celular interna (embrioblasto) e uma cavidade blastocele rodeada por uma monocamada de
trofectoderma. Com 8-9 dias, ocorre a eclosdo do blastocisto da zona pelucida. O blastocisto
cresce lentamente de forma tubular ou ovoéide e passa a se chamar de concepto (embrido e
membranas extraembrionarias). O concepto comeca a elonga¢do com 12 dias em ovelhas e 15
dias em bovinos, formando um filamento de 10 a 15 cm, que ocupa todo o corno uterino
ipsilateral ao corpo luteo (para revisdo (Dorniak et al., 2013)). Na fase de elongacdo ocorre
aumento exponencial do comprimento e peso do trofectoderma (Wales e Cuneo, 1989) e
inicio da diferenciacdo das membranas extraembrionarias, incluindo a gastrulacdo do embrido
e formacdo do saco vitelino e alantoide, que sdo vitais para a sobrevivéncia embriondria e
formag¢do de uma placenta funcional (Guillomot, 1995).

Em ovinos, o concepto secreta IFNT entre os dias 10 e 25, com pico de secre¢do entre
os dias 14 e 16 de gestacdo (Roberts ef al., 1996). J4 em bovinos, a secrecdo ocorre nos dias
12 a 26, com pico entre os dias 15 e 16 (Farin et al., 1990). O IFNT ¢ o sinal de
reconhecimento da gestacdo produzido pelo concepto em ruminantes. O IFNT inibe a
expressdao de ESR1 e, portanto a expressdo de receptores de ocitocina (OXTR) no endométrio
uterino prevenindo a produ¢do pulsatil de PGF luteolitica. Entretanto, a producdo basal de
PGF ¢ maior em ovelhas prenhas do que nas ciclicas devido a expressao continua de PTGS2
no endométrio uterino, bem como a producdo de prostaglandinas pelo concepto (Spencer e
Bazer, 2002).

Além do IFNT, o embrido bovino no dia 13 de desenvolvimento também secreta
prostaglandinas, como a PGF, a prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaglandina 12 (PGI2) que
atuam de maneira paracrina com o endométrio, regulando diferentemente a expressdo de
genes e fungdes que sdo provavelmente importantes para a receptividade uterina, crescimento
e desenvolvimento do concepto durante o inicio da gestacdo (Spencer et al., 2013). A PGF
aumenta a expressdo de genes estimulados por interferon (ISGs) no endométrio uterino em

novilhas com 13 dias de gestacdo (Spencer ef al., 2013). Em ovelhas com 14 dias de gesta¢ao,
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a infusdo de PGF e PGI2 aumenta a expressdao ISGs no endométrio uterino (Spencer ef al.,
2013).

Figura 2 — Desenvolvimento embrionario inicial no concepto ovino.
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2.3 INTERFERON TAU

O grupo dos interferons tipo 1 (IFN-I) ¢ composto pelo interferon-alfa (IFN-o) (Nagata et
al., 1980), interferon beta (IFN-B) (Taniguchi et al., 1980), interferon-omega (IFN-w)
(Hauptmann e Swetly, 1985), interferon-kappa (IFN-«) (Lafleur ef al., 2001) e interferon-tau
(IFN-t) em ruminantes (Roberts et al, 1999). Na resposta imunologica os IFN-I
(principalmente o IFN-a e o IFN-B) sdo secretados por células infectadas no meio extracelular
e ligam-se nos seus receptores IFNAR1 e IFNAR2, e atuam via Jak/stat (Binelli ef al., 2001).

O interferon-tau (IFNT) ¢ uma proteina composta por 172 aminoacidos presente
somente em ruminantes. O seu gene possui uma unica regido de leitura de 595 pares de bases,

que codifica a sequéncia primaria (pré—proteina), com uma regido sinalizadora de 23
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aminodcidos que ¢ clivada para formar a proteina com 172 aminodcidos (Roberts et al.,
2003).

O inicio da expressio do gene do IFNT parece ser programado geneticamente
independente do ambiente uterino, pois ele ¢ expresso em sistemas in vivo € in vitro. No
entanto, a producdo de IFNT ¢ influenciada pelo ambiente uterino, pois a producgdo in vitro
aumenta na presenca de tecido uterino (Kerbler et al., 1997). A sintese de RNAm para I[FNT
inicia-se no dia 4 no estagio de 16 células no embrido resultante da fertilizacdo in vitro (FIV)
(Yao et al., 2009). A expressdo termina com a implantagdo, pois o contato do trofoblasto com

o endométrio cessa a produgdo de IFNT (Demmers ef al., 2001).

2.4 ACOES DO INTERFERON TAU

O IFNT pode atuar de maneira paricrina, enddcrina e autdcrina no reconhecimento
materno da gestacdo em ruminantes. O IFNT pode atuar como um importante fator autdcrino
na regulagdo de células proliferativas do trofectoderma ovino. Sugere-se que o IFNT, na
sinalizagdo autdcrina, liga-se no receptor IFNARI expresso no trofectoderma do embrido com
15 e 20 dias de gestacdo para desempenhar sua acdo (Wang et al., 2013). Células de
trofectoderma ovino (0Tr-1) foram cultivadas com IFNT recombinante bovino (rbIFNT) e
apresentaram aumento na expressdo de ISGs, como gene estimulado pelo interferon 15
(ISG15) e 2’,5° oligoadenilato sintetase (OAS1) (Wang et al., 2013). O aumento na
proliferacdo das células oTr-1 foi dose-dependente a quantidade de rbIFNT (Wang et al.,
2013). Além disso, ocorreu aumento nos niveis do fator de crescimento de tecido conectivo
nas cé¢lulas oTr-1 quando cultivadas com rbIFNT, e este fator desempenha varias fungdes na
proliferacdo das células e estd envolvido com a elongagdo do embrido (Wang et al., 2013).

No inicio da gestagdo, alguns ISGs, como o OAS1 (Mirando et al., 1991; Schmitt et al.,
1993; Johnson, Stewart, ef al., 2001) e o ISG15 (Naivar ef al., 1995) aumentam sua expressao
no endométrio uterino estimulados por IFNT. O ISG15 recebeu inicialmente o nome de
proteina com reag¢do cruzada a ubiquitina, por apresentar reacdo cruzada com o anticorpo
contra ubiquitina (Austin et al., 1996). Também foi demonstrada estar aumentada no
endométrio de camundongos (Austin ef al., 2003) e humanos (Bebington et al., 1999) no
inicio da gestacdo. Além disso, existe uma maior expressao de ISG15 em resposta ao [IFNT no
endométrio de vacas e ovelhas gestantes. Em bovinos, a proteina ISG15 é encontrada em
quantidades significativas em lavados uterinos no dia 18 de gesta¢do. O ISG15 pode estar

envolvido na regulacdo de proteinas essenciais para o estabelecimento da gestagdo em
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ruminantes (Johnson et al., 1998). Os ISGs também sdo induzidos por interferon tipo I e
podem conjugar-se a outras proteinas (Loeb e Haas, 1992).

Sua agdo por via pardcrina inicia-se no momento da sinalizacdo onde o IFNT
produzido pelo concepto ¢ secretado no lumen uterino (Figura 3) (Roberts et al., 1989).
Existem dois tipos de receptores de interferon tipo I que sdo IFNAR1 e IFNAR2, onde a
molécula de IFNT ¢ ligada. Estes sdo expressos em todos os 6rgdos corporais, tendo como
principal fun¢do mediar respostas antivirais. Também estdo presentes no utero de ovelhas e
atuam na mediacdo de respostas maternas estimuladas pelo IFNT produzido pelo concepto.
Por meio da via de transdugdo de sinais Jak/STAT, o IFNT consegue exercer sua acdo quando
ligado em seus receptores IFNAR1 e IFNAR2 (Rosenfeld et al., 2002). Quando a cascata de
sinalizacdo Jak/STAT ¢ ativada, ocorre a formacao do fator de transcri¢do ISGF3, que inibe a
transcri¢do do receptor de estrogeno (ESR1) e consequentemente o receptor de ocitocina
(OXTR) (Antoniazzi et al., 2011). Com isso 0 OXTR nio ¢ inserido na membrana e a OXT
ndo consegue se ligar, alterando a cascata de sintese de prostaglandinas e modificando o
padrdo de sintese e liberagdo de PGF2a e, consequentemente inibindo a lutedlise (Antoniazzi
et al., 2011). Pela via de sinalizacdo Jak/STAT, proteinas tirosina-quinases fosforilam
proteinas STAT formando complexos multiméricos que agem como fatores de transcri¢do e
regulam a expressdo de ISGs. Dentre os complexos multiméricos formados estd o ISGF3, que
se liga a regides responsivas a estimulos de interferons (ISRE) iniciando a sintese de ISGs
(Hansen et al., 1999).

Em ovelhas, o IFNT induz a expressao do fator regulatério de interferon 2 (IRF2), um
potente supressor de transcri¢do, que silencia a transcricdo de ESR1. Na auséncia de ESR1,
E2 ¢ incapaz de induzir a expressao de OXTR no endométrio uterino e isto anula a acdo da
OXT sobre a produgao pulsatil de PGF, inibindo a lutedlise (Bazer et al., 2011).

A P4 favorece a maioria das acdes do IFNT sobre o utero. A receptividade uterina
para a implantagdo do embrido ¢ dependente de P4. Em ovelhas, a perda de PGR ¢ um pré-
requisito para a expressdo de ISGs e a P4 também atua aumentando a expressdo de
progestamedinas (FGF10 e HGF) no endométrio. Ambos ISGs e progestamedinas podem
atuar por MAPK e PI3K na mudanga da expressdo génica e na receptividade uterina para a
implantacdo do embrido (Spencer e Bazer, 2002). Além disso, a P4, prostaglandinas (PGs) e
IFNT estimulam a producdo de histotrofo pelo endométrio. Entretanto, os métodos pelos
quais eles estimulam esta producdo ainda ndo estdo bem estabelecidos (Forde e Lonergan,

2012).
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Figura 3: Sinaliza¢do pardcrina do IFNT com o endométrio no periodo de reconhecimento
materno da gestagao.
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O IFNT produzido pelo concepto chega até a veia uterina e estimula a sintese de ISGs
em leucocitos de ovelhas no inicio da gestacdo (Gifford et al., 2007). O IFNT atinge a
circulagdo sist€émica a partir de sua saida pela veia uterina, retornando para o ovario e
chegando no CL, estimulando a sintese de ISGs nas células luteais (Oliveira et al., 2008; Bott
et al., 2009). A expressdao de ISG15 em células luteais grandes de ovelhas com 15 dias de
gestacdo ¢ maior do que em ovelhas ndo prenhes (Oliveira et al., 2008). Concentragdes de
IFNT s3o maiores no sangue da artéria uterina, veia uterina e veia jugular em ovelhas com 15
dias de gestacdo do que em ovelhas ciclando (Oliveira ef al., 2008) e em ovelhas que recebem
infusdo de IFNT a expressao de ISG15 luteal ¢ maior do que as do grupo controle (Bott et al.,
2010). Infusdo continua de rolFNT por 7 dias na veia uterina, iniciando no dia 10 do ciclo
estral, prolonga o intervalo entre estros por mais de 32 dias em ovelhas ciclicas e mantém as
concentragdes de progesterona sérica elevadas até 32 dias pos-cio (Bott et al., 2010). Além

disso, a infusdo continua de IFNT na circulagdo sistémica por 3 dias em ovelhas ciclicas faz



22

com que esses animais consigam manter a concentragdo sérica de progesterona compativel
com a da gestag@o 24 horas apds receberem a aplicagdo de PGF (Antoniazzi et al., 2013).

O cultivo de células luteais tratadas com IFNT ndo aumenta a producdo de
progesterona (Shirasuna et al., 2015). Entretanto, células luteais tratadas com IL.8 aumentam a
producdo de progesterona (Shirasuna ef al., 2015). O IFNT estimula neutréfilos e IL8 que
estdo associados com o aumento nas concentracdes de progesterona durante o periodo de
reconhecimento materno da gestacdo em vacas (Shirasuna et al., 2015).

Em novilhas da raga Holandesa, a expressdo de RNAm de ISG15 e MX1(myxovirus
resistence 1, ISGs) foi significativamente maior nas biopsias hepaticas de animais gestantes
quando comparados com ndo gestantes 18 dias apds o estro (Meyerholz ef al., 2016). A
relacdo entre a variacdo na expressdo de ISGs e funcdo hepatica de bovinos ¢ desconhecida
(Meyerholz et al., 2016). O significado bioldgico da regulagdo de ISGs pelos tecidos de um
animal gestante ainda ndo estd bem definido, mas conhecimentos mais profundos podem
ajudar a melhorar o entendimento fisiologico e fisiopatolégico da manutencao da gestagdo em
novilhas leiteiras (Meyerholz et al., 2016).

Nos granuldcitos polimorfonucleares (PMN), a expressdo de ISGs ¢ maior quando
comparado as células mononucleares (PBMC) de vacas gestantes 5 dias apds a inseminagao
(Shirasuna et al., 2012). Além disso, em bovinos, a expressdo de ISGs também foi maior em
PMN a partir dos 14 dias de gestacdo (Kizaki et al., 2013). Com isso, percebe-se que a
populacdao de células imunes PMN ¢ mais sensivel a presenca do embrido no periodo de

reconhecimento materno da gestacdo em bovinos (Shirasuna et al., 2012).

2.5 EXOSSOMOS NA REPRODUCAO

As vesiculas extracelulares (EVs) sdo divididas em exossomos, microvesiculas e
corpos apoptoticos (Gyorgy et al., 2011), podendo mediar a comunicagdo celular, entre
células vizinhas ou tecidos distantes (Ng et al., 2013). Os exossomos, uma subcategoria de
EVs, vém se destacando por estarem envolvidos em mecanismos regulatorios em eventos
reprodutivos. Os exossomos caracterizam-se por serem nanovesiculas (30-150 nm) derivadas
da membrana celular que carreiam lipideos, proteinas, RNAs e miRNAs (Mathivanan et al.,
2010), capazes de controlar vias regulatdrias associadas a patologias e rotas fisiologicas (Ng
et al., 2013). A comunicagdo intercelular pode ser mediada pelos exossomos através da

transferéncia de informacdo genética para células receptoras, onde desempenham um papel
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fundamental na regulagdo de processos fisiologicos e patologicos através de redes reguladoras
de genes e através da programacao epigenética (Lee ef al., 2012). Os exossomos, dependendo
da célula de origem, parecem estar envolvidos em uma série de processos; evidéncias
sugerem que eles se fundem com a membrana plasmatica da célula receptora liberando seu
contetido para dentro desta (Ng ef al., 2013). Os mecanismos propostos sdo os de que existem
receptores especificos para os exossomos na membrana da célula alvo (Segura et al., 2007) ou
que eles sejam internalizados por exocitose (Morelli et al., 2004).

Evidéncias sobre a secre¢do de exossomos tem sido demonstrada em varios tipos
celulares, incluindo células tronco embrionarias e embrides produzidos in vitro (Ratajczak et
al., 2006; Kropp et al., 2014). Nas fases iniciais da gestagdo, ¢ necessario que ocorra uma
comunicagdo entre o concepto e o organismo materno, podendo ser essa também mediada por
exossomos de origem materna ou fetal onde o reconhecimento materno da gestacdo ocorrera
com sucesso (Tannetta ef al., 2014). O embrido no periodo de pré-implantagdo e o endométrio
materno sdo capazes de secretar vesiculas extracelulares (EVs) (Saadeldin et al., 2015). Os
exossomos participam de comunicagdes intercelulares dentro de alguns eventos reprodutivos
que sdo essenciais para que uma gestacdo tenha sucesso, como na proliferagdo celular,
comunicagdo entre o organismo materno € o concepto e, na aderéncia embrionaria (Saadeldin
et al., 2015). O microambiente uterino ¢ um fator essencial para que ocorra a implanta¢do do
embrido (Mamo et al., 2012).

Proteinas intracelulares foram identificadas dentro de exossomos e microvesiculas
secretados por células da granulosa e do cumulus (Da Silveira et al., 2012). Estas EVs foram
identificadas no fluido folicular de foliculos no ovario equino (Da Silveira et al., 2012). Em
bovinos, os miRNAs transportados pelos exossomos participam na divisdo celular e na
ativagdo do genoma no periodo de desenvolvimento embrionario (Kropp et al., 2014). EVs
purificadas do lavado uterino de ovelhas no dia 14 do ciclo estral foram marcadas com
PKH67 e infundidas no I[imen uterino de ovelhas prenhes durante 6 dias (Burns et al., 2016).
No dia 14 da gestacdo, as EVs marcadas foram observadas no trofoblasto do concepto e
epitélio uterino mostrando que elas podem estar envolvidas na comunicacdo paracrina entre
essas células no inicio da gestagdo (Burns et al., 2016).

O epitélio endometrial de ovelhas no periodo que compreende o ciclo estral e o inicio
da gestacdo secreta exossomos que contém RNAm de “ovine endogenous jaagsiekte
retroviruses” (enJSRV) (Ruiz-Gonzilez et al., 2015). Os enJSRV livres ou através de
exossomos atuam no trofectoderma via “receptores toll-like”(TLR) para induzir a secre¢ao de

IFNT de uma maneira semelhante a resposta imune inata realizada por macrofagos e células



24

dendriticas na infeccdo por patogenos virais (Ruiz-Gonzalez et al., 2015). Além disso,
exossomos originados do trofoblasto de conceptos ovinos com 15 e 17 dias, possuem
interferon-tau que foi capaz de estimular alguns transcritos como MXI1, MX2
(myxovirus resistance 2, ISGs) e ISG15 no cultivo de células endometriais, o que sugere
mudancas no ambiente uterino para que ocorra a implantagdo do concepto (Nakamura et al.,
2016).

Portanto, para que as perdas embriondrias sejam reduzidas e a gestagdo consiga ser
mantida até o final ¢ de fundamental importancia entender como ocorre a regulagdo hormonal
do periodo de reconhecimento materno da gestacdo em ruminantes. O IFNT produzido pelo
concepto € necessdrio para que ocorra a sinalizacdo e implantacdo do embrido e, a
manuten¢do do corpo luteo, atuando de maneira paracrina, endocrina e autocrina, podendo ser

mediada por vesiculas extracelulares.
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4 CONCLUSAO

O IFNT secretado por embrides bovinos produzidos in vitro com 7, 9 e 12 dias de
desenvolvimento foi capaz de sinalizar em cultivo de células luteais. Como pode ser
observado in vitro, esta sinalizagdo ocorre antes do periodo classico de reconhecimento
materno da gestagdo (12-26 dias). Nas células luteais, a forma de proteina livre do IFNT e ndo
via exossomos € a que parece estar atuando na sinalizagdo. Desta forma, sugere-se que o
IFNT sinaliza em receptores de membrana celular e ndo sofre endocitose para agir

intracelular, como em outras formas de sinaliza¢do via €xosomos.
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