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Abstract

Maternal recognition of pregnancy is a process by which the conceptus signals its presence to the mother in order
to prolong the life of the corpus luteum (CL) thus maintaining the pregnancy. This process occurs between days
15 and 19 after fertilization and is the most important biological challenge for obtaining satisfactory reproductive
indices in bovine. Interferon-tau (IFN-t) glycoprotein -secreted in the uterus by the conceptus- has a paracrine action
inhibiting the expression of estrogen receptors (ESR1) and oxytocin (OXTR) in the endometrium, thus preventing
the release of luteolytic pulses of prostaglandin F2 alpha (PGF2a), hormone responsible for the onset of luteolysis.
IFN-t also increases the expression of several interferon-stimulated genes (ISGs) in the uterus, CL, and blood cells.
Direct endocrine action of IFN-t on extrauterine tissues stimulates ISGs expression, which in the corpus luteum
seems to be involved with luteal resistance to luteolytic action of PGF2a. This review discusses recent findings on
the luteolysis mechanism in the bovine and endocrine and paracrine mechanisms such as IFN-t during the maternal
recognition of pregnancy.
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Resumo

O reconhecimento materno da gestagdo € o processo pelo qual o concepto sinaliza sua presenca a unidade materna,
prolongando a vida do corpo lateo (CL), determinando a manutencao da gestacdo. Esse processo que ocorre entre os
dias 15 e 19 pos-fertilizacao, representa o desafio bioldgico mais importante para a obtencao de indices reprodutivos
satisfatorios em bovinos. Nesta espécie, uma glicoproteina denominada Interferon-tau (IFN-t), secretada pelo
concepto no ambiente uterino, age de forma paracrina inibindo a expressdo dos receptores de estrogenos (ESR1) e
de ocitocina (OXTR) no endométrio, evitando a liberacao de pulsos luteoliticos de prostaglandina F2 alfa (PGF2a),
hormdnio responsavel pelo inicio da lutedlise. O IFN-t também aumenta a expressao de varios genes estimulados por
interferons (ISGs) no utero, CL e em células sanguineas. A acdo endocrina direta do IFN-t em tecidos extrauterinos
estimula a expressao de ISGs, que no CL, parecem estar envolvidos com a resisténcia luteal a acdo luteolitica da
PGF2a. Portanto, esta revisdo tem como objetivo discutir os achados recentes sobre o mecanismo de lutedlise na
espécie bovina, e a atuagdo pardcrina e principalmente enddcrina do IFN-1, durante o periodo de reconhecimento
materno da gestacgao.

Palavras-chave

Ag¢do endocrina, agdo pardcrina, corpo luteo, lutedlise.

Resumen

El reconocimiento materno de la gestacion es un proceso mediante el cual el concepto senaliza su presencia a la
madre, prolongando la vida del cuerpo lateo (CL), determinando el mantenimiento de la gestacion. Este proceso
que ocurre entre los dias 15 y 19 después de la fertilizacion, representa el desafio bioldgico mas importante para
la obtencion de indices reproductivos satisfactorios en bovinos. En esta especie, una glicoproteina denominada
Interferon-tau (IFN-t), es secretada por el concepto en el ambiente uterino, actua de forma paracrina inhibiendo la
expresion de los receptores de estrogenos (ESR1) y de oxitocina (OXTR) en el endometrio evitando la liberacion de
pulsos luteoliticos de prostaglandina F2 alfa (PGF2a), hormona responsable por el inicio de la lutedlisis. El IFN-t
también aumenta la expresion de varios genes estimulados por interferon (ISGs) en el utero, CL y en las células
sanguineas. La accion endocrina directa del IFN-t en tejidos extrauterinos estimula la expresion de ISGs, que en el
cuerpo luteo parece estar involucrados con la resistencia luteal a la accion luteolitica de la PGF2a. Por lo tanto esta
revision tiene como objetivo discutir los hallazgos recientes sobre el mecanismo de lutedlisis en la especie bovina, asi
como el mecanismo paracrino y principalmente endocrino del IFN-t durante el periodo de reconocimiento materno
de la gestacion.

Palavras chave

Accion endocrina, accion paracrina, cuerpo luteo, lutedlisis.
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Introducao

Entre as principais causas de perdas gestacionais em
bovinos encontra-se a morte embriondria precoce, que
ocorrem antes dos dias 15-17 da gestagcdo, em um periodo
critico para o reconhecimento materno da gestacdo e
manuten¢ao do corpo luteo (CL) *’. O reconhecimento da
gestagdo € um processo pelo qual o concepto sinaliza sua
presenca para a unidade materna. Em ruminantes, este
fendmeno acontece conjuntamente com o alongamento
do embrido, que estd positivamente associado com a sua
maxima producdo de IFN-t .

O IFN-t ¢ classificado como interferon do tipo I e sua
principal funcdo ¢ evitar o retorno a ciclicidade pelo
bloqueio da lutedlise e preservagao do funcionamento do
CL*. O desenvolvimento comprometido do embrido e
o subdesenvolvimento da trofectoderma, por resultarem
em produgdo deficitaria de IFN-t, provocam lutedlise
prematura, inviabilizando a gestagao 7.

Um modelo proposto da agdo luteo protetora do IFN-t
¢ a de atuar de forma paracrina no utero, inibindo
a expressdao de receptores de estradiol (ESRI) e de
ocitocina (OXTR) no endométrio, evitando a liberagao
dos pulsos luteoliticos de PGF2a *. Contudo nos tltimos
anos, também tém se estudado as acdes endocrinas do
IFN-t, tais como a expressdo dos genes estimulados
por interferon (ISGs) em tecidos extrauterinos, como
o CL, e a modulacdo desencadeada por esses genes
nos mecanismos de prote¢ao luteal 8 PGF2a durante o
reconhecimento materno em ruminantes 234,

Diante da evidente importancia economica global da
bovinocultura e das perdas financeiras acarretadas
pelas falhas reprodutivas durante o periodo critico do
reconhecimento materno da gestacdo, ha a necessidade
cada vez maior de se conhecer a fisiologia paracrina e
endocrina nesta fase, a fim de se gerar estratégias que
maximizem o potencial luteoprotetor do IFN-t, evitando-
se uma possivel lutedlise. Portanto, esta revisdo tem como
objetivo discutir os achados recentes sobre 0 mecanismo
de luteodlise na espécie bovina e a atuagdo paricrina e,
principalmente, enddcrina do IFN-t durante o periodo de
reconhecimento materno da gestagao.

Mecanismo de liberacdao da PGF2a
e lutedlise

Apo6s a ovulagao do foliculo dominante, ha a formagao de
uma glandula endécrina temporéria, o corpo lateo (CL),
que tem como principal fungdo a secre¢ao de progesterona
(P4), hormonio indispensavel a regulacdo da ciclicidade
ovariana e ao estabelecimento e manuten¢ao da gestagao
nos mamiferos 3340,

Na auséncia do embrido, o CL regride, sendo esse
fendomeno parte de um evento necessario para 0 comego
de um novo ciclo estral. A regressdo espontanea do CL
em bovinos ¢ resultado da liberagdo pulsatil de PGF2a
pelo endométrio entre dia 16 e 19 do ciclo estral "',
Ainda que a PGF2a seja amplamente utilizada como
ferramenta farmacoldgica para dar inicio a regressao
luteal e sincronizacdo do estro, o mecanismo pelo qual
a PGF2a causa a lutedlise ainda ndo foi totalmente
elucidado 73>

Dentro do contexto dos mecanismos que determinam a
duracdo do ciclo estral ¢ conhecido que as concentragdes
de 17B-estradiol (E2) e de P4 tém um papel importante
nos mecanismos que regulam + a lutedlise. Ensaios
prévios tém demonstrado que a exposi¢do do endométrio
ao E2 na segunda metade do diestro desempenha um
papel critico no mecanismo da luteolise. Nesses modelos
experimentais as concentragdes crescentes de P4 tém uma
acao inibitoria sobre a expressao de ESR1 no endométrio
na fase litea média ** 2. Por outro lado a P4 tem um
efeito inibitdrio na expressao do gene do OXTR na vaca
durante a fase inicial e média do ciclo *. No final da fase
luteal, a P4 causa inibicao de seus proprios receptores,
permitindo um retorno da agdo central e periférica do E2,
respectivamente, no hipotalamo e no ttero *, levando a
um aumento na expressdo de ESR1 *, permitindo que o
E2 determine o incremento da expressao de OXTR no
endométrio ®**%5, Com a ligagdo da ocitocina (OXT) ao
seu receptor, ha a estimulagdo da sintese e secrecao de
PGF2a, responsavel pelo inicio da lutedlise > (Figura 1).

O mecanismo descrito anteriormente tem sido testado em
condigdes in vivo e in vitro a fim de avaliar a importancia
individual desses hormonios na lutedlise. Em um estudo
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in vivo utilizando aspiragdo folicular, concluiu-se que
as concentragdes circulantes de estradiol parecem ndo
ser um fator determinante para o desencadeamento da
luteolise °. Nesse estudo foi demostrado que o E2 de
origem folicular regula a secre¢do de PGF2a do ttero
apenas até certo estagio da fase luteal. Portanto, o E2
parece ser um agente permissivo, mas nao absoluto
para o inicio da lutedlise em vacas *. Por outro lado, em
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cultivos primarios de células epiteliais do endométrio
bovino foi demonstrado que a OXT induz o actimulo
de PGF2a ¢ Também foi observado que a OXT
estimula a expressdo génica de ciclooxigenase 2 (COX
2) e, consequentemente, a secre¢do de PGF2a °. Os
mecanismos endocrinos e pardcrinos que regulam a
expressao de OXTR nas células epiteliais do endométrio
ainda nao sdo bem compreendidos'®.

-

Figura 1. Mecanismo de agdo da lutedlise em bovinos. (a) A progesterona (P4) ¢ liberada pelo corpo luteo (CL) e

age, através de seus receptores (P4R) endometriais, (b) bloqueando (-) a expressao de receptores de estradiol (ESR1)

e, consequentemente, (c) bloqueado (-) também a formacao dos receptores de ocitocina (OXTR) entre os dias 5-11

(D5-D11) do ciclo estral em vacas. (d) A partir de D11-13, a libera¢do continua de P4 causa diminui¢cdo numérica

dos seus proprios receptores, (€) permitindo o aumento da expressao dos ESR1s a partir do D12 (f) e dos OXTRs a
partir do D14.

O principal metabolito da PGF2a, 13,14-dihydro-
15-keto-PGF (PGFM) %, tem sido utilizado como
um indicador da liberagdo de PGF2a na circulagao
sistémica® e a sua dosagem permitiu o descobrimento de
que para desencadear a lutedlise, a secrecdo endometrial
da PGF2a ocorre na forma pulsos sequenciais '>1813,

Ainda que exista variabilidade individual na amplitude e
na frequéncia desse pulsos, ja ¢ conhecido que a lutedlise
em ruminantes ¢ desencadeada quando sao liberados 4
a 8 pulsos sequenciais com intervalos de 6 a 14 horas
entre eles ***. A PGF2a produzida no endométrio ¢
transportada ao ovario através de um mecanismo de
contracorrente existente entre a veia uterina e a artéria
ovariana'®.

Adicionalmente, em varias espécies, ja foi descrita a
producdo de prostaglandinas pelo CL '#4 sugerindo a
existéncia de um sistema intraluteal de sintese, acdo e
metabolizacdo de prostaglandina E2 e PGF2a, indicando
que as prostaglandinas de origem luteal também
contribuem para a regulagdo da manuten¢ao ou lise do
CL 4,22.

Estudos realizados com CL bovino demonstraram a
presenca de receptores de PGF2a (PGR), em pequena
quantidade em células endoteliais e células luteais
pequenas, ao contrario das células luteais grandes,
nas quais esses receptores sdo abundantes 4. A
downregulation desses receptores no CL parece ndo ser
o mecanismo pelo qual este se torna resistente a agao
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luteolitica da PGF2a durante o reconhecimento materno,
uma vez que tem sido demostrado que a expressdo do
mRNA do receptor de PGF2a aumenta progressivamente
desde a fase inicial até a fase tardia do ciclo estral e que
mantém-se constante no CL no inicio da gestagdo “.

A avaliagdo transcriptomica do CL bovino ap6s desafio
com PGF2a nos dia 11 ou 04 do ciclo estral, quando ele ¢,
respectivamente, responsivo ou ndo a acdo luteolitica da
PGF2a sugere que a melhor resposta luteolitica observada
no CL de 11 dias esta relacionada em parte com a maior
infiltracdo de células imunes mononucleares nesta
fase, devido a uma resposta mais duradoura na sintese
de moléculas responsaveis pela quimiotaxia, adesdo e
diapedese dessas células *’. Esses resultados, associados
com outras descobertas anteriores * demostram de modo
cada vez mais convincente que as células imunes e suas
moléculas de sinalizagdo (citocinas) s3o elementos
essenciais para o adequado desencadeamento da lutedlise.

Relagcdo materno-embrionaria antes do
reconhecimento materno da gestacao

Nos bovinos, apesar de pouco compreendida, existe uma
extensa sinalizacdo molecular entre o endométrio e o
embrido, sendo o desenvolvimento inicial da gestagdo
completamente dependente dessa interagdo. Um capitulo
especial das relagdes materno-embriondrias ¢ a regulagdo
do sistema imune materno de modo a ndo rejeitar o
embrido, que expressa antigenos paternos *.

O ambiente uterino no dia five da gestacao, caraterizado
pela tolerancia imunoldgica ao embrido, vem sendo
objeto de estudos. Achados recentes, baseados na analise
protedmica do fluido uterino de receptoras contendo
multiplos embrides de oito dias de idade, sugerem
uma downregulation  da expressio do complexo
proteico NFkB, que esta envolvido nas atividades pro-
inflamatdria e pro-apoptotica. Essa regulagao do NFkB,
provavelmente relacionada a presenca de moléculas
secretadas pelo embrido, como TNF e IL-1p, contribui
para o estabelecimento do privilegio imunolédgico do
embrido ¥.

Como no inicio da gestagdo o concepto ndo implantado
encontra-se flutuando livremente dentro do limen
uterino, ele ¢ exclusivamente dependente da nutrigao

histotrofica para sua manuten¢do e crescimento °'. O
estudo da composicao protéica do histotrofo aos dias 7
e 13 do ciclo estral, em novilhas identificadas como de
alta fertilidade, demonstrou que a concentragao proteica
aumenta na medida em que o ciclo estral progride.
Além disso foram identificadas 29 proteinas como mais
abundantes no dia 13 em relagdao ao dia 7, incluindo
13 que foram expressas exclusivamente no dia 13. A
analise funcional das principais proteinas identificadas
no fluido intrauterino revelou ainda que elas participam
de distintas funcdes bioldgicas, incluindo a remodelagado
do ambiente uterino em preparacdo a implantagdo,
metabolismo de nutrientes, crescimento embrionarios,
desenvolvimento e protecdo, manutencdo da sanidade
uterina ¢ modulacdo imune materna. O conhecimento
dessas moléculas apresenta um grande potencial para
o descobrimento de biomarcadores que sinalizem a
adequagdo do ambiente intrauterino e da capacidade de
sobrevivéncia do embrido %,

Reconhecimento materno da gestacao

A expressdo ‘“‘reconhecimento materno da gesta¢do”
foi empregada pela primeira vez por Roger Short 4, que
a utilizou para definir o processo pelo qual o concepto
sinaliza sua preseng¢a a unidade materna, prolongando a
vida do CL e mantendo a gestacdo. Esse processo nos
ruminantes ocorre devido a secrecdo embriondria de
IFN-1, que nas fémeas bovinas ¢ detectado pela primeira
vez durante as fases de morula tardia e blastocisto inicial
nos dias 6 a 7 do desenvolvimento do embrido, quando a
trofoectoderma ja ¢é evidente .

Assim como os demais tipos de IFN tipo I, o IFN-t se
liga as duas subunidades que compdem o seu receptor
IFNAR (subunidades IFNR1 e IFNR2), que ¢ expresso
em todos os tecidos corporais, incluindo o utero, e tem
como principal fung¢do nos processos reprodutivos,
mediar respostas antivirais e de reconhecimento materno
do IFN-t produzido pelo concepto *.

A expressdo génica e protéica do IFN-t aumenta
drasticamente entre osdias 14 e 19 da gestagao, diminuindo
posteriormente, em uma fase coincidente com a adesao
do embrido ao endométrio'?. A expressdo génica do IFN-t
pelo embrido ocorre também em sistemas in vitro, onde
apesar de ser independente do ambiente uterino, ¢ ampliada
na presen¢a de tecido endometrial ?’. A capacidade
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do embrido em se alongar parece estar intimamente
relacionada a sua habilidade de produzir IFN-t, sendo
portanto o alongamento fundamental para a manutencao
da prenhez nas vacas. ® O processo de alongamento do
concepto parece ser regulado, entre outros agentes, pelo
fator estimulador de colonia-2 (CSF2) *.

Acgoes paracrinas do IFN-t

Uma vez produzido pelo concepto, IFN-t é secretado
no lumen uterino onde se liga ao seus receptores
endometriais, dando inicio a cascata de sinalizagao Jak/
STAT, que resulta na formacao do fator de transcrigdo
ISGF3, que ¢ transportado ao nucleo da célula onde inibe
a transcricdo génica do ESR1 e, consequentemente, a
formagao dos OXTRs 13,

A falta de interacdo da OXT com seus receptores altera
a cascata de sintese e atenua os pulsos secretdrios de
PGF2a endometrial, inibindo assim a lise do CL 3¢,

Apesar do mecanismo proposto acima ser o mais
difundido, o assunto permanece contraditéorio na
literatura cientifica. Robinson et al. * trabalhando com
hibridacdo in situ e imunohistoquimica verificaram que
a inibicao gerada pelo IFNt sobre os OXTR, nao estava
temporalmente relacionada com a inibi¢do dos ESRI1s
na fémea bovina. Adicionalmente, Krishnaswamy et
al. 3" observaram que a regula¢dao do IFNt sobre os
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OXTR nao ¢ indispensavel para diminuir a liberacao
pulsatil de PGF2a, induzida pela OXT em um cultivo de
células do epitélio endometrial bovino. Nesse trabalho, o
IFN-t reduziu em 50% o acumulo de PGF2a nas células
endometriais em resposta ao estimulo com OXT, sem
contudo afetar a produgdo da COX2. Esses achados
sugerem que o IFNt pode também atuar no acoplamento
das sintases terminais da COX2 e ndo somente na
downregulation dos OXTR 3!,

Acoes endocrina do IFN-t

Atualmente vem sendo construida uma segunda hipotese
para a acdo antiluteolitica do IFN-t, que envolve uma
atuacao enddcrina. Dessa forma, durante o inicio da
gestacdo, o IFN-t alcangaria o corpo luteo por meio da
circulacao sanguinea onde estimularia a expressao dos
genes induzido por interferon (ISGs) contribuindo assim
para o aumento da resisténcia luteal a agdo luteolitica
da PGF2a.2!. Essa hipotese vem sendo comprovada por
varios estudos que demonstraram inicialmente a presenca
do IFN-1 na veia uterina, e desencadearam uma série de
investigacoes sobre suas acdes em tecidos extrauterinos,
principalmente no CL, e que estariam envolvidas no
reconhecimento materno da gestacdo em ruminantes
(Figura 2).

A partir de estudos que envolveram a administracdo de
uma dose unica de IFN-t recombinante (rolFN-t) na

Figura 2. Modelo de a¢ao endocrina do interferon-tau (IFN-t). (a) O IFN-t produzido pelo concepto ¢ liberado na

veia uterina (b), alcancga a circulagdo sistémica onde estimula nas células sanguineas e em outros 6rgaos extrauterinos

a expressao dos genes estimulados pelos IFN (ISG) (c¢). Um vez na circulagado sistémica o IFN-t alcanga o CL pela
artéria ovariana (d) onde também estimula a expressao do ISG, protegendo-o contra a lutedlise (e).
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artéria ovariana ou a instalacdo de uma bomba osmética
para infusdo continua de rolFN-t na veia uterina,
observou-se que os dois procedimentos induziram a
expressdao de ISG no CL. Contudo, a infusdo continua
de rolFN-t na veia uterina resultou em maior expressao
de ISG15 luteal quando comparada a inje¢do Unica
na artéria ovariana ' e induziu nos animais tratados o
prolongamento do intervalo entre estros € a manutengao
de elevadas concentragdes séricas de progesterona por
até para 32 dias.

A infusdo de 200 pg/dia ou 20 pg/dia de rolFN-t,
respectivamente, nas veias uterina ou jugular por 72
horas a partir do dia dez do ciclo estral aumentou as
concentragcdes de RNAm de ISG15 no CL, protegendo-o
contra o desafio exdgeno de PGF2a e impedindo a
diminui¢do dos niveis séricos de P4 2.

O mecanismo de protecdo luteal exercido pelo IFN-t
sobre o CL esta relacionado com a estabilizacao de genes
envolvidos comasobrevivénciado CL, como o BCL2-like
1, serine/ threonine kinase (AKT), e X-linked inhibitor
of apoptosis (XIAP) e diminui¢do na concentragdo do
RNAm do receptor de PGF (PTGFR). Como esses genes
sdo regulado negativamente durante a lutedlise essas
alteragoes, provavelmente sao as reponsaveis pela maior
resisténcia luteal que o IFN-t confere durante a gestagao
precoce?.

Além de estabilizar o CL tornando-o mais resistente a
lutedlise, o IFN-t aumenta a atividade antiviral do soro
de animais gestantes ¢ do soro dos animais tratados
exogenamente '*4' fato este que pode significar que o
IFN-t tem também um importante papel na manuteng¢ao
da sanidade dos animais gestantes, tornando-os mais
resistentes as infeccoes.

Consideracgodes finais

A lutedlise ¢ um fendmeno inexoravel que acontece na
segunda metade o ciclo estral e permite que as fémeas
nido fecundadas retornem ao estro e tenham assim
uma nova chance de serem inseminadas e se tornarem
prenhes. Contudo, uma vez que ocorra a fertilizagdo,
uma série de fendmenos desencadeados pelo dialogo
molecular entre a mae e o concepto, bloqueia a lutedlise
e permite a manutencdo da gestagdo. Um importante
agente neste didlogo molecular ¢ o IFN-t produzido pelo

concepto que, atuando de modo paracrino no ambiente
intrauterino, inibe a secrecdo endometrial pulsatil de
PGF2a e garante a manutengao do CL. Entretanto, fica
cada vez mais evidente, a partir de estudos realizados
em ovelhas, que as a¢cdes do IFN-t ndo se restringem a
apenas estas.

Uma vez liberado no interior do ttero o IFN-t alcanga
a circulagdo sistémica e, por meio desta, modula o
sistema imune e atinge o ovario onde desencadeia uma
série de eventos trasncricionais de genes intraluteiais
que modificam a sensibilidade do CL a a¢dao da PGF2a,
tornando-o mais resistente a lutedlise.

A perda embriondria precoce acontece quando os
mecanismos luteoprotetores, gerados pela presenca
do embrido, falham e a lutedlise se estabelece. O
conhecimento profundo dos mecanismo associados
a manutengdo e as perdas gestacionais nesse periodo
apresenta um grande potencial para o desenvolvimento
de técnicas e/ou procedimentos que possam, em
algumas situagdes limitrofes, evitar perdas gestacionais,
aumentando assim a eficiéncia reprodutiva nos animais
de producao.
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