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RESUMO 
 
 

INTERFERON TIPO I PRODUZIDO POR EMBRIÕES IN VITRO NA 
SINALIZAÇÃO ENDÓCRINA ANTERIOR AO PERÍODO CLÁSSICO DE 

RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTAÇÃO EM BOVINOS 
 
 

AUTORA: Alessandra Bridi 
ORIENTADOR: Alfredo Quites Antoniazzi 

 

O período de reconhecimento materno da gestação em bovinos caracteriza-se por ser o 
processo pelo qual o concepto, através da produção de interferon-tau (IFNT) sinaliza sua 
presença no útero materno. O IFNT tem como principal função manter o corpo lúteo 
produzindo progesterona necessária para o estabelecimento e manutenção da gestação. O 
concepto secreta vesículas extracelulares que carreiam proteínas responsáveis pela sinalização 
entre o embrião e organismo materno no período de pré-implantação. Ainda, vesículas 
extracelulares secretadas pelo endométrio de bovinos entram no trofectoderma do concepto e 
estimulam a produção de IFNT. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se o IFNT 
secretado por embriões produzidos in vitro (FIV) é capaz de mimetizar a sinalização 
endócrina em cultivo de células luteais e identificar se essa comunicação mediada pelo IFNT 
ocorre na forma de proteína livre ou via exossomo. No experimento 1 foi avaliada a 
capacidade do cultivo primário de células luteais de responder ao interferon tipo I. A 
expressão de ISG15 aumentou de uma maneira dose-dependente atingindo o platô quando as 
células luteais foram tratadas com 10ng/ml de interferon-alfa. No experimento 2, células 
luteais tratadas com meio condicionado por embriões ativados partenogeneticamente  
(paSOF) cultivados até os 12 dias de desenvolvimento, apresentaram um aumento na 
expressão 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, embriões produzidos por FIV 
foram cultivados até os dias 7, 9 e 12 de desenvolvimento e posteriormente foi coletado o 
meio condicionado. A expressão de RNAm para IFNT2 foi avaliada nestes embriões FIV com 
7, 9 e 12 dias. Nos embriões do dia 9, a expressão de RNAm para IFNT2 foi maior que nos 
embriões do dia 7, e nenhuma diferença foi observada nos embriões do dia 12. O meio 
condicionado por embriões FIV com 7, 9 e 12 dias foi utilizado no tratamento do cultivo de 
células luteais e posteriormente foi avaliada a expressão de RNAm para ISG15. As células 
luteais tratadas com ivfSOF (SOF condicionado por embriões FIV até os dias 7, 9 e 12, antes 
da ultracentrifugação) e SN (SOF condicionado por embriões FIV até os dias 7, 9 e 12, após a 
ultracentrifugação, sem vesículas extracelulares) apresentaram um aumento na expressão de 
ISG15 quando comparadas com EVs (pellet enriquecido com exossomos obtidos após 
ultracentrifugação do SOF condicionado por embriões FIV). Vesículas extracelulares foram 
marcadas com PKH67 e observou-se sua presença 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 embriões PA e FIV já no dia 7 de desenvolvimento e esta 
comunicação ocorre usando interferons na forma de proteína livre. 

Palavras-chave: Corpo lúteo. 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. ISG15 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 ISG15 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. IFNT2 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 INTRODUÇÃO 

 

 Perdas embrionárias no início da gestação influenciam significativamente o retorno ao 

estro em bovinos de corte e de leite, sendo que cerca de 40% destas perdas embrionárias 

ocorrem entre os dias 8 e 17 do ciclo estral (Thatcher et al., 2001). Este período corresponde à 

fase de eclosão do blastocisto e posterior elongamento do concepto, principalmente do 

trofoblasto, que secreta interferon-tau (IFNT) para que ocorra o reconhecimento materno da 

gestação em ruminantes (Mamo et al., 2012). Portanto, existe a necessidade de melhorar o 

entendimento da comunicação entre o embrião e a mãe durante o período de reconhecimento 

materno da gestação.  

O período clássico em que o concepto bovino secreta IFNT para sinalizar sua presença 

dentro do organismo materno ocorre entre os dias 12 a 26 de gestação (Farin et al., 1990). 

Entretanto, avanços nas pesquisas sobre reconhecimento materno da gestação em ruminantes 

tem demonstrado que o concepto bovino sinaliza sua presença anteriormente a esse período. 

Estudos recentes reportam que a preparação endometrial à receptividade embrionária que 

pode ocorrer tão cedo quanto o dia 4 em função do aumento da concentração de hormônios 

esteroides oriundos de folículos grandes (Mesquita et al., 2015). No dia 7 após inseminação 

artificial, o concepto é capaz de estimular a expressão de ISGs na junção útero-tubárica 

ipsilateral ao corpo lúteo (Sponchiado et al., 2016), demonstrando que a secreção da proteína 

IFNT pode ocorrer antes do período clássico de reconhecimento materno da gestação. 

O IFNT é uma citocina  que age de maneira parácrina no útero, diminuindo a 

expressão de receptores de estrógenos e ocitocina no endométrio, possibilitando a manutenção 

do corpo lúteo (Roberts et al., 1999). Além da função antiluteolítica, o IFNT estimula a 

expressão de genes estimulados por interferon (ISGs) no endométrio (Austin et al., 2004) e 

em outros tecidos (Han et al., 2006; Oliveira et al., 2008). A sinalização com o IFNT durante 

o reconhecimento materno da gestação também ocorre de maneira endócrina, pois proteínas 

expressas simultaneamente no endométrio e em outros tecidos extra-uterinos foram detectadas 

durante o início da gestação 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 

expressão de ISGs nos vasos que drenam o útero (Antoniazzi, 2010 – dados não publicados) e 

em tecidos extra-uterinos (Gifford et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Bott et al., 2010) nos 

estágios iniciais da gestação. Além disso, o IFNT atua em tecidos extrauterinos através da 

circulação sistêmica, chegando no corpo lúteo, estimulando síntese de ISGs nas células luteais 
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(Gifford et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Bott et al., 2010). Concentrações de IFNT 

biologicamente ativo foi maior no sangue da veia uterina em ovelhas com 15 dias de gestação 

(Oliveira et al., 2008). A infusão contínua de IFNT na circulação sistêmica por 3 dias em 

ovelhas cíclicas fez com que esses animais conseguissem manter a concentração sérica de 

progesterona compatível com a da gestação 24 horas após receberem a aplicação de 

prostaglandina F2 alfa (PGF) (Antoniazzi et al., 2013). Portanto, existem fortes evidências de 

que a sinalização endócrina tem papel determinante durante o período inicial do 

reconhecimento da gestação em ruminantes. 

Atualmente, sabe-se que o concepto no período de pré-implantação e o endométrio são 

capazes de secretar vesículas extracelulares (EVs) (Saadeldin et al., 2015), onde incluem-se 

basicamente os exossomos, microvesículas e os corpos apoptóticos (György et al., 2011) que 

podem atuar na comunicação celular entre células vizinhas ou tecidos distantes (Ng et al., 

2013). Os exossomos, um subgrupo de EVs apresentam-se como nanovesículas (30-120 nm) 

que transportam lipídeos, proteínas, RNAs e miRNAs (Mathivanan et al., 2010), com funções 

de controlar rotas  patológicas ou fisiológicas (Ng et al., 2013).  

MiRNAs transportados pelos exossomos participam na divisão celular e na ativação 

do genoma no período de desenvolvimento embrionário bovino (Kropp et al., 2014). EVs 

purificadas do lavado uterino de ovelhas no dia 14 do ciclo estral foram marcadas e 

infundidas no lúmen uterino de ovelhas prenhes, e, aos 14 dias de gestação 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 secreção de 

IFNT (Ruiz-González et al., 2015).  Além disso, proteínas presentes dentro de exossomos 

derivados do concepto são capazes de estimular a expressão de ISGs pelo endométrio 

melhorando, desta maneira, o ambiente uterino para a implantação do concepto (Nakamura et 

al., 2016).  

Desta maneira, nossa hipótese é que o IFNT secretado pelo concepto bovino 

produzido in vitro aumente a expressão 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 embrionário, de 

sinalizar no cultivo de células luteais; 2) identificar se o IFNT atua na forma de proteína livre 

ou via exossomos secretados pelo trofectoderma do concepto bovino na sinalização que 

ocorre no cultivo de células luteais. 

 



2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

O reconhecimento materno da gestação em ruminantes é o mecanismo pelo qual o 

concepto sinaliza sua presença para a mãe. A finalidade desta sinalização é a de evitar o 

retorno à ciclicidade e consequentemente permitir a manutenção da gestação. Inicialmente o 

mecanismo era descrito como uma sinalização que ocorria entre o concepto e a mãe para 

evitar a regressão do corpo lúteo e manter a produção de progesterona estável durante a 

gestação. Posteriormente foi identificado a participação do interferon-tau nessa sinalização. 

Os interferons são citocinas com ações principalmente antivirais, que nesse período no início 

da gestação desempenham uma ação reprodutiva específica. Nesse momento, estudos 

estabelecem o mecanismo de reconhecimento materno da gestação como um evento parácrino 

que inibe pulsos luteolíticos de prostaglandina F 2 alfa (PGF), sendo esse conceito mantido 

por muitos anos. Recentemente foi demonstrado que esse mecanismo possuía um componente 

endócrino, e que a manutenção do corpo lúteo tinha a participação do interferon-tau. 

Atualmente sabe-se que o mecanismo de reconhecimento de gestação não é somente um 

evento local, possui componentes sistêmicos com rotas de sinalização autócrina, parácrina e 

endócrina; além de diversas maneiras de sinalização celular, como moléculas livres, ligadas à 

proteínas plasmáticas, ou como componentes de vesículas extracelulares. A seguir encontra-se 

uma breve revisão de literatura para um melhor entendimento dos eventos relacionados ao 

mecanismo de reconhecimento materno da gestação em ruminantes.  

 
2.1  CORPO LÚTEO E LUTEÓLISE 

 

Em 1573, COITER descreveu a presença de cavidades cheias de um sólido amarelo no 

ovário de mulheres (1573 apud (Mccracken et al., 1999)). Mais tarde, o número destas 

estruturas ovarianas foi relacionado com o número de fetos no útero de mamíferos (GRAAF, 

1943 apud (Mccracken et al., 1999)) e após ser realizada a descrição microscópica desta 

estrutura, ela passou a ser chamada de corpo lúteo (CL) (MALPIGHI, 1689 apud (Mccracken 

et al., 1999)).  Além disso, foi descoberto que a presença do CL no ovário inibia a ovulação e 

o estro durante a gestação (BEARD, 1897 apud (Mccracken et al., 1999)), sugeriu-se então 

que ele pudesse ser uma glândula de secreção interna (PRENANT, 1898 apud (Mccracken et 

al., 1999)). 
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Atualmente, sabe-se que o CL é uma glândula temporária que se origina de um 

folículo após a ovulação, secretando principalmente progesterona (P4), que é responsável pela 

ciclicidade e manutenção da gestação na maioria dos mamíferos (Niswender et al., 2000). 

Instantes antes da ovulação, ocorre o pico de LH e, com isso, a luteinização das células da 

granulosa e teca, dando origem a alterações na rota esteroidogênica para produção de P4 pelas 

células luteais (Wuttke et al., 1998). O LH, após ligar-se ao seu receptor, induz a ativação de 

adenilciclase e, subsequentemente, o aumento nos níveis de adenosina monofosfato ciclíco 

(cAMP). O processo de luteinização resulta em mudanças estruturais e funcionais no ovário. 

Ocorre ruptura da membrana basal que separa a camada da teca e da granulosa no folículo, e 

mudanças bioquímicas são determinadas, fazendo com que estruturas ovarianas que secretam 

predominantemente andrógeno (teca) e estrógeno (granulosa), passem a secretar P4 

(Niswender, 2002). A presença de cAMP estimula a esteroidogênese, facilitando o transporte 

de colesterol para dentro da célula e do meio intracelular para dentro da mitocôndria, 

resultando em aceleração da conversão de colesterol em pregnenolona pela ação da enzima 

clivadora de cadeia lateral (P450scc), localizada na membrana interna da mitocôndria (Figura 

1). A pregnenolona é convertida em progesterona pela enzima 3 beta- hidroxiesteróide 

desidrogenase (3Beta-HSD) que está presente no retículo endoplasmático liso (Niswender, 

2002).  

As células da granulosa são transformadas em células luteais grandes e as células da 

teca em células luteais pequenas. A estrutura do CL é formada pelas células luteais, células 

endoteliais, fibroblastos e leucócitos (Channing, 1969). As células luteais esteroidogênicas 

foram isoladas e identificadas em ovelhas (Fitz et al., 1982) por meio de características 

morfológicas e bioquímicas (Niswender et al., 2000). As células luteais grandes secretam 

aproximadamente 7 vezes mais progesterona quando comparada com as pequenas, sem a 

presença de estímulos (Kenny et al., 1989), sendo conhecidas como esteroidogênicas 

constitutivas, pois possuem proteína quinase A (PKA) ativa (Bogan e Niswender, 2007). 

O processo de lise do CL é composto pelo período de luteólise funcional, que é 

caracterizada pela diminuição na secreção de P4 e, pelo período estrutural onde ocorre a 

regressão do CL (Davis e Rueda, 2002). A PGF é produzida no endométrio durante todo o 

ciclo estral, mas sua concentração máxima é atingida no momento da luteólise (Rueda et al., 

1995). No endométrio de ovelhas os pulsos luteolíticos de PGF são regulados pela ocitocina 

(OXT), E2 e P4 (Bazer et al., 1994).  A OXT secretada pelo CL e pela neurohipófise está 

presente em altas quantidades nos dias 14 e 16 do ciclo estral de ovelhas, estimulando a 

liberação de pulsos de PGF pelo endométrio (Bazer et al., 2012).  
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Figura 1 – Rota esteroidogênica 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 mitocôndria pela ativação da PKA. 4) Diminuição do transporte de 
colesterol citoplasmático e 5) para dentro da mitocôndria após ativação da PKC. 

 

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

 

A progesterona quando ligada ao seu receptor bloqueia a expressão dos receptores de 

estrógeno (ESR1) e dos receptores de oxitocina (OXTR). No dia 13 do ciclo estral de ovelhas, 

concentrações de progesterona diminuem a expressão dos seus receptores permitindo um 

rápido aumento de E2. O estrógeno produzido pelos folículos maduros estimula a expressão 

de ESR1, receptores de progesterona (PGR) e OXTR no endométrio uterino. O aumento na 

expressão de OXTR permite a ação da OXT, que é a de garantir a frequência necessária de 

pulsos de PGF para que ocorra a luteólise (Spencer e Bazer, 1995; Mccracken et al., 1999). 

Desta forma, caso não aconteça a gestação, a progesterona prepara o endométrio uterino para 

secretar PGF (Mccracken et al., 1999).  
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A secreção pulsátil de PGF, estimulada pela OXT ligada no OXTR, aumenta a 

atividade da fosfolipase C (PLC), que leva à produção de inositol trifosfato e diacilglicerol. 

Estes mensageiros intracelulares aumentam ainda mais a secreção de PGF por aumentarem a 

expressão de fosfolipase A2, que aumenta a disponibilidade de ácido araquidônico para ser 

metabolizado por prostaglandina endoperóxido sintetase 2 (PTGS2) em PGF. Com isso, a 

secreção de PGF é controlada pela disponibilidade de ácido araquidônico e de PTGS2 (para 

revisão (Bazer et al., 2012)). 

A PGF chega no ovário por mecanismo de contracorrente, ou seja, da veia útero-

ovariana para artéria ovariana (Ginther, 1974; Ginther e Del Campo, 1974), evitando que o 

hormônio passe pelos pulmões e seja inativado.  Embora os mecanismos de luteólise e de 

atuação da PGF na regressão do CL não estejam totalmente elucidados, há evidências que a 

involução estrutural do CL é mediada por apoptose, desta maneira caracterizando o período 

de luteólise estrutural (Rueda et al., 1995; Carambula et al., 2002). 

A progesterona é fundamental no início da gestação, inicialmente por promover um 

ambiente uterino favorável à gestação. Esta proporciona o relaxamento do miométrio, 

estimula a produção de MUC-1, uma proteína que evita a aderência do concepto ao 

endométrio e continue elongando produzindo IFNT (Johnson, Bazer, et al., 2001), estimula a 

produção de histotrofo pelas glândulas endometriais (Forde e Lonergan, 2012). Estudos in 

vitro possibilitam que determinados fatores possam ser analisados separadamente o que 

mostra a importância de se ter um cultivo de células luteais bem estabelecido. O cultivo de 

células luteais oriundos de corpos lúteos de início ciclo produzem maior quantidade de 

progesterona quando comparados com os do meio do ciclo (Batista et al., 2012). Alguns 

fatores podem ser utilizados na caracterização do cultivo de células luteais como: atividade da 

enzima esteroidogência 3β-HSD (Batista et al., 2012), avaliação da produção de progesterona 

(Batista et al., 2012; Shirasuna et al., 2015) e avaliação morfológica do cultivo (Yoshioka et 

al., 2013). 

 

 

2.2 RECONHECIMENTO MATERNO DA GESTAÇÃO 

 

O processo fisiológico pelo qual o embrião sinaliza a sua presença no sistema materno 

e prolonga o tempo de vida do CL no ovário é denominado de reconhecimento materno da 

gestação (Bazer et al., 1991). Estudos mostraram que embriões transferidos para úteros com 

porções isoladas mantiveram 80% dos corpos lúteos adjacentes ao corno uterino gravídico. Já 
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os transferidos para o corno uterino contralateral não tiveram nenhum efeito na vida do CL. 

Em receptoras que possuíam CLs nos dois ovários, os embriões transferidos foram capazes de 

manter somente os CLs no ovário ipsilateral (Moor e Rowson, 1966). 

Após a fecundação, inicia-se o processo de formação do embrião (Figura 2). As fases 

de desenvolvimento embrionário inicial de bovinos são: zigoto, mórula, mórula compacta, 

blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido (Bó e Mapletoft, 

2013). A fase de mórula acontece quando o embrião entra no útero 4 a 6 dias após a 

fertilização do oócito. 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 eclosão do blastocisto da zona pelúcida. O blastocisto 

cresce lentamente de forma tubular ou ovóide e passa a se chamar de concepto (embrião e 

membranas extraembrionárias). O concepto começa a elongação 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 lúteo (para revisão (Dorniak et al., 2013)). Na fase de elongação ocorre 

aumento exponencial do comprimento e peso do trofectoderma (Wales e Cuneo, 1989) e 

ínicio da diferenciação das membranas extraembrionárias, incluindo a gastrulação do embrião 

e formação do saco vitelino e alantoide, que são vitais para a sobrevivência embrionária e 

formação de uma placenta funcional (Guillomot, 1995). 

Em ovinos, o concepto secreta IFNT entre os dias 10 e 25, com pico de secreção entre 

os dias 14 e 16 de gestação (Roberts et al., 1996). Já em bovinos, a secreção ocorre nos dias 

12 a 26, com pico entre os dias 15 e 16 (Farin et al., 1990). O IFNT é o sinal de 

reconhecimento da gestação produzido pelo concepto em ruminantes. O IFNT inibe a 

expressão de ESR1 e, portanto a expressão de receptores de ocitocina (OXTR) no endométrio 

uterino prevenindo a produção pulsátil de PGF luteolítica. Entretanto, a produção basal de 

PGF é maior em ovelhas prenhas do que nas cíclicas devido à expressão contínua de PTGS2 

no endométrio uterino, bem como a produção de prostaglandinas pelo concepto (Spencer e 

Bazer, 2002). 

Além do IFNT, o embrião bovino no dia 13 de desenvolvimento também secreta 

prostaglandinas, como a PGF, a prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaglandina I2 (PGI2) que 

atuam de maneira parácrina com o endométrio, regulando diferentemente a expressão de 

genes e funções que são provavelmente importantes para a receptividade uterina, crescimento 

e desenvolvimento do concepto durante o início da gestação (Spencer et al., 2013). A PGF 

aumenta a expressão de genes estimulados por interferon (ISGs) no endométrio uterino em 

novilhas com 13 dias de gestação (Spencer et al., 2013). Em ovelhas com 14 dias de gestação, 
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a infusão de PGF e PGI2 aumenta a expressão ISGs no endométrio uterino (Spencer et al., 

2013). 

 

Figura 2 – Desenvolvimento embrionário inicial no concepto ovino.  

 

Fonte: (SPENCER, et al., 2007, p. 66) 

 

2.3 INTERFERON TAU 

 

O grupo dos interferons tipo 1 (IFN-I) é composto pelo interferon-alfa (IFN-α) (Nagata et 

al., 1980), interferon beta (IFN-β) (Taniguchi et al., 1980), interferon-ômega (IFN-ω) 

(Hauptmann e Swetly, 1985), interferon-kappa (IFN-κ) (Lafleur et al., 2001) e interferon-tau 

(IFN-τ) em ruminantes (Roberts et al., 1999). Na resposta imunológica os IFN-I 

(principalmente o IFN-α e o IFN-β) são secretados por células infectadas no meio extracelular 

e ligam-se nos seus receptores IFNAR1 e IFNAR2, e atuam via Jak/stat  (Binelli et al., 2001). 

O interferon-tau (IFNT) é uma proteína composta por 172 aminoácidos presente 

somente em ruminantes. O seu gene possui uma única região de leitura de 595 pares de bases, 

que codifica a sequência primária (pré–proteína), com uma região sinalizadora de 23 
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aminoácidos que é clivada para formar a proteína com 172 aminoácidos (Roberts et al., 

2003). 

O início da expressão do gene do IFNT parece ser programado geneticamente 

independente do ambiente uterino, pois ele é expresso em sistemas in vivo e in vitro. No 

entanto, a produção de IFNT é influenciada pelo ambiente uterino, pois a produção in vitro 

aumenta na presença de tecido uterino (Kerbler et al., 1997). A síntese de RNAm para IFNT 

inicia-se no dia 4 no estágio de 16 células no embrião resultante da fertilização in vitro (FIV) 

(Yao et al., 2009). A expressão termina com a implantação, pois o contato do trofoblasto com 

o endométrio cessa a produção de IFNT (Demmers et al., 2001).  

 

2.4 AÇÕES DO INTERFERON TAU 

 

O IFNT pode atuar de maneira parácrina, endócrina e autócrina no reconhecimento 

materno da gestação em ruminantes. O IFNT pode atuar como um importante fator autócrino 

na regulação de células proliferativas do trofectoderma ovino. Sugere-se que o IFNT, na 

sinalização autócrina, liga-se no receptor IFNAR1 expresso no trofectoderma do embrião com 

15 e 20 dias de gestação para desempenhar sua ação (Wang et al., 2013). Células de 

trofectoderma ovino (oTr-1) foram cultivadas com IFNT recombinante bovino (rbIFNT) e 

apresentaram aumento na expressão de ISGs, como gene estimulado pelo interferon 15 

(ISG15) e 2’,5’ oligoadenilato sintetase (OAS1) (Wang et al., 2013). O aumento na 

proliferação das células oTr-1 foi dose-dependente à quantidade de rbIFNT (Wang et al., 

2013). Além disso, ocorreu aumento nos níveis do fator de crescimento de tecido conectivo 

nas células oTr-1 quando cultivadas com rbIFNT, e este fator desempenha várias funções na 

proliferação das células e está envolvido com a elongação do embrião (Wang et al., 2013). 

No início da gestação, alguns ISGs, como o OAS1 (Mirando et al., 1991; Schmitt et al., 

1993; Johnson, Stewart, et al., 2001) e o ISG15 (Naivar et al., 1995) aumentam sua expressão 

no endométrio uterino estimulados por IFNT. O ISG15 recebeu inicialmente o nome de 

proteína com reação cruzada à ubiquitina, por apresentar reação cruzada com o anticorpo 

contra ubiquitina (Austin et al., 1996). Também foi demonstrada estar aumentada no 

endométrio de camundongos (Austin et al., 2003) e humanos (Bebington et al., 1999) no 

início da gestação. Além disso, existe uma maior expressão de ISG15 em resposta ao IFNT no 

endométrio de vacas e ovelhas gestantes. Em bovinos, a proteína ISG15 é encontrada em 

quantidades significativas em lavados uterinos no dia 18 de gestação. O ISG15 pode estar 

envolvido na regulação de proteínas essenciais para o estabelecimento da gestação em 
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ruminantes (Johnson et al., 1998). Os ISGs também são induzidos por interferon tipo I e 

podem conjugar-se a outras proteínas (Loeb e Haas, 1992). 

Sua ação por via parácrina inicia-se no momento da sinalização onde o IFNT 

produzido pelo concepto é secretado no lúmen uterino (Figura 3) (Roberts et al., 1989). 

Existem dois tipos de receptores de interferon tipo I que são IFNAR1 e IFNAR2, onde a 

molécula de IFNT é ligada. Estes são expressos em todos os órgãos corporais, tendo como 

principal função mediar respostas antivirais. Também estão presentes no útero de ovelhas e 

atuam na mediação de respostas maternas estimuladas pelo IFNT produzido pelo concepto. 

Por meio da via de transdução de sinais Jak/STAT, o IFNT consegue exercer sua ação quando 

ligado em seus receptores IFNAR1 e IFNAR2 (Rosenfeld et al., 2002). Quando a cascata de 

sinalização Jak/STAT é ativada, ocorre a formação do fator de transcrição ISGF3, que inibe a 

transcrição do receptor de estrógeno (ESR1) e consequentemente o receptor de ocitocina 

(OXTR) (Antoniazzi et al., 2011). Com isso o OXTR não é inserido na membrana e a OXT 

não consegue se ligar, alterando a cascata de síntese de prostaglandinas e modificando o 

padrão de síntese e liberação de PGF2α e, consequentemente inibindo a luteólise (Antoniazzi 

et al., 2011). Pela via de sinalização Jak/STAT, proteínas tirosina-quinases fosforilam 

proteínas STAT formando complexos multiméricos que agem como fatores de transcrição e 

regulam a expressão de ISGs. Dentre os complexos multiméricos formados está o ISGF3, que 

se liga a regiões responsivas a estímulos de interferons (ISRE) iniciando a síntese de ISGs 

(Hansen et al., 1999). 

Em ovelhas, o IFNT induz a expressão do fator regulatório de interferon 2 (IRF2), um 

potente supressor de transcrição, que silencia a transcrição de ESR1. Na ausência de ESR1, 

E2 é incapaz de induzir a expressão de OXTR no endométrio uterino e isto anula a ação da 

OXT sobre a produção pulsátil de PGF, inibindo a luteólise (Bazer et al., 2011).  

A P4 favorece a maioria das ações do IFNT sobre o útero. A receptividade uterina 

para a implantação do embrião é dependente de P4. Em ovelhas, a perda de PGR é um pré-

requisito para a expressão de ISGs e a P4 também atua aumentando a expressão de 

progestamedinas (FGF10 e HGF) no endométrio. Ambos ISGs e progestamedinas podem 

atuar por MAPK e PI3K na mudança da expressão gênica e na receptividade uterina para a 

implantação do embrião (Spencer e Bazer, 2002). Além disso, a P4, prostaglandinas (PGs) e 

IFNT estimulam a produção de histotrofo pelo endométrio. Entretanto, os métodos pelos 

quais eles estimulam esta produção ainda não estão bem estabelecidos (Forde e Lonergan, 

2012).   
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Figura 3: Sinalização parácrina do IFNT com o endométrio no período de reconhecimento 
materno da gestação. 

 

Fonte: (ANTONIAZZI, et al., 2011, p. 179). 

 

O IFNT produzido pelo concepto chega até a veia uterina e estimula a síntese de ISGs 

em leucócitos de ovelhas no início da gestação (Gifford et al., 2007). O IFNT atinge a 

circulação sistêmica a partir de sua saída pela veia uterina, retornando para o ovário e 

chegando no CL, estimulando a síntese de ISGs nas células luteais (Oliveira et al., 2008; Bott 

et al., 2009). A expressão de ISG15 em células luteais grandes de ovelhas com 15 dias de 

gestação é maior do que em ovelhas não prenhes (Oliveira et al., 2008). Concentrações de 

IFNT são maiores no sangue da artéria uterina, veia uterina e veia jugular em ovelhas com 15 

dias de gestação do que em ovelhas ciclando (Oliveira et al., 2008) e em ovelhas que recebem 

infusão de IFNT a expressão de ISG15 luteal é maior do que as do grupo controle (Bott et al., 

2010). Infusão contínua de roIFNT 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 cíclicas e mantém as 

concentrações de progesterona sérica elevadas até 32 dias pós-cio (Bott et al., 2010). Além 

disso, a infusão contínua de IFNT na circulação sistêmica por 3 dias em ovelhas cíclicas faz 
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com que esses animais consigam manter a concentração sérica de progesterona compatível 

com a da gestação 24 horas após receberem a aplicação de PGF (Antoniazzi et al., 2013). 

O cultivo de células luteais tratadas com IFNT não aumenta a produção de 

progesterona (Shirasuna et al., 2015). Entretanto, células luteais tratadas com IL8 aumentam a 

produção de progesterona (Shirasuna et al., 2015). O IFNT estimula neutrófilos e IL8 que 

estão associados com o aumento nas concentrações de progesterona durante o período de 

reconhecimento materno da gestação em vacas (Shirasuna et al., 2015). 

Em novilhas da raça Holandesa, a expressão de RNAm de ISG15 e MX1(myxovirus 

resistence 1, ISGs) foi significativamente maior nas biopsias hepáticas de animais gestantes 

quando comparados com não gestantes 18 dias após o estro (Meyerholz et al., 2016).  A 

relação entre a variação na expressão de ISGs e função hepática de bovinos é desconhecida 

(Meyerholz et al., 2016). O significado biológico da regulação de ISGs pelos tecidos de um 

animal gestante ainda não está bem definido, mas conhecimentos mais profundos podem 

ajudar a melhorar o entendimento fisiológico e fisiopatológico da manutenção da gestação em 

novilhas leiteiras (Meyerholz et al., 2016). 

Nos granulócitos polimorfonucleares (PMN), a expressão de ISGs é maior quando 

comparado as células mononucleares (PBMC) de vacas gestantes 5 dias após a inseminação 

(Shirasuna et al., 2012). Além disso, em bovinos, a expressão de ISGs também foi maior em 

PMN a partir dos 14 dias de gestação (Kizaki et al., 2013). Com isso, percebe-se que a 

população de células imunes PMN é mais sensível à presença do embrião no período de 

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

 

 

2.5 EXOSSOMOS NA REPRODUÇÃO 

  

As vesículas extracelulares (EVs) são divididas em  exossomos, microvesículas e 

corpos apoptóticos (György et al., 2011), podendo mediar a comunicação celular, entre 

células vizinhas ou tecidos distantes (Ng et al., 2013). Os exossomos, uma subcategoria de 

EVs, vêm se destacando por estarem envolvidos em mecanismos regulatórios em eventos 

reprodutivos. Os exossomos caracterizam-se por serem nanovesículas (30-150 nm) derivadas 

da membrana celular que carreiam lipídeos, proteínas, RNAs e miRNAs (Mathivanan et al., 

2010), capazes de controlar vias regulatórias associadas a patologias e rotas fisiológicas (Ng 

et al., 2013). A comunicação intercelular pode ser mediada pelos exossomos através da 

transferência de informação genética para células receptoras, onde desempenham um papel 
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fundamental na regulação de processos fisiológicos e patológicos através de redes reguladoras 

de genes e através da programação epigenética (Lee et al., 2012). Os exossomos, dependendo 

da célula de origem, parecem estar envolvidos em uma série de processos; evidências 

sugerem que eles se fundem com a membrana plasmática da célula receptora liberando seu 

conteúdo para dentro desta (Ng et al., 2013). Os mecanismos propostos são os de que existem 

receptores específicos para os exossomos na membrana da célula alvo (Segura et al., 2007) ou 

que eles sejam internalizados por exocitose (Morelli et al., 2004).  

Evidências sobre a secreção de exossomos tem sido demonstrada em vários tipos 

celulares, incluindo células tronco embrionárias e embriões produzidos in vitro (Ratajczak et 

al., 2006; Kropp et al., 2014). Nas fases iniciais da gestação, é necessário que ocorra uma 

comunicação entre o concepto e o organismo materno, podendo ser essa também mediada por 

exossomos de origem materna ou fetal onde o reconhecimento materno da gestação ocorrerá 

com sucesso (Tannetta et al., 2014). O embrião no período de pré-implantação e o endométrio 

materno são capazes de secretar vesículas extracelulares (EVs) (Saadeldin et al., 2015). Os 

exossomos participam de comunicações intercelulares dentro de alguns eventos reprodutivos 

que são essenciais para que uma gestação tenha sucesso, como na proliferação celular, 

comunicação entre o organismo materno e o concepto e, na aderência embrionária (Saadeldin 

et al., 2015). O microambiente uterino é um fator essencial para que ocorra a implantação do 

embrião (Mamo et al., 2012). 

Proteínas intracelulares foram identificadas dentro de exossomos e microvesículas 

secretados por células da granulosa e do cumulus (Da Silveira et al., 2012). Estas EVs foram  

identificadas no fluido folicular de folículos no ovário equino (Da Silveira et al., 2012). Em 

bovinos, os miRNAs transportados pelos exossomos participam na divisão celular e na 

ativação do genoma no período de desenvolvimento embrionário (Kropp et al., 2014). EVs 

purificadas do lavado uterino de ovelhas no dia 14 do ciclo estral foram marcadas com 

PKH67 e infundidas no lúmen uterino de ovelhas prenhes durante 6 dias (Burns et al., 2016). 

No dia 14 da gestação, as EVs marcadas foram observadas no trofoblasto do concepto e 

epitélio uterino mostrando que elas podem estar envolvidas na comunicação parácrina entre 

essas células no início da gestação (Burns et al., 2016).  

O epitélio endometrial de ovelhas no período que compreende o ciclo estral e o início 

da gestação secreta exossomos que contém RNAm de “ovine endogenous jaagsiekte 

retroviruses” (enJSRV) (Ruiz-González et al., 2015). Os enJSRV livres ou através de 

exossomos atuam no trofectoderma via “receptores toll-like”(TLR) para induzir a secreção de 

IFNT de uma maneira semelhante à resposta imune inata realizada por macrófagos e células 
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dendríticas na infecção por patógenos virais (Ruiz-González 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 MX1, MX2 

(myxovirus resistance 2, ISGs) e ISG15 no cultivo de células endometriais, o que sugere 

mudanças no ambiente uterino para que ocorra a implantação do concepto (Nakamura et al., 

2016). 

Portanto, para que as perdas embrionárias sejam reduzidas e a gestação consiga ser 

mantida até o final é de fundamental importância entender como ocorre a regulação hormonal 

do período de reconhecimento materno da gestação em ruminantes. O IFNT produzido pelo 

concepto é necessário para que ocorra a sinalização e implantação do embrião e, a 

manutenção do corpo lúteo, atuando de maneira parácrina, endócrina e autócrina, podendo ser 

mediada por vesículas extracelulares.  
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4 CONCLUSÃO 

 

O IFNT secretado por embriões 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 sinalização ocorre antes do período clássico de reconhecimento 

materno da gestação (12-26 dias). Nas células luteais, a forma de proteína livre do IFNT e não 

via exossomos é a que parece estar atuando na sinalização. Desta forma, sugere-se que o 

IFNT sinaliza em receptores de membrana celular e não sofre endocitose para agir 

intracelular, como em outras formas de sinalização via exosomos. 
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