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RESUMO

CELIN, LUANA DA ROSA. Avaliagéao in vitro do efeito dos espermatozoides sobre
a expressao génica em agregados de células epiteliais da tuba uterina bovina.
2019. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias
Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES,
20109.

A interacdo entre espermatozoides e as células da tuba uterina garante a
disponibilidade de espermatozoides viaveis e com maior potencial de fecundacao.
Estudos relacionados a ligacédo dos espermatozoides a tuba uterina, tém demonstrado
que essa ligacado influencia a transcricdo e traducdo de genes, promovendo a
formacdo de um ambiente propicio para a manutencdo da viabilidade espermaética.
Objetivou-se, avaliar o efeito da concentracdo de espermatozoides e tempo de
incubacdo com as células epiteliais da tuba uterina (BOEC) sobre a expressao relativa
dos genes FUT 6, NQO1, CST6, BAGNT3, CKB, RARRES2, MIF e FOS. Para cada
coleta das amostras, um pool de espermatozoides de seis touros foi incubado com
agregados de BOEC nas concentracdes de 1x102 e 1x10°6 spermatozoides/mL por 18h
em estufa de cultivo celular, além dos grupos controle, sendo apenas com agregados
celulares coletados no momento Oh e 18h. Posteriormente com base no resultado
deste experimento, foi avaliado se a co-incubacgao por 3, 6 e 12h apresentava variagcao
no nivel de transcritos das BOEC. Os dados foram analisados por andlise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre as médias foram comparados pelo teste de Tukey
(p<0,05). Em relacdo a concentracdo espermatica, hdo houve efeito sobre o nivel
relativo de transcritos dos genes RARRES2, MIF, CKB, CST6, B3GNT3 e NQO1 em
relacdo ao controle Oh sem incubacgéo. Para o gene FOS houve um aumento de sua
expressdo mediante o tratamento de 1x10° espermatozoides/mL em 18h de co-
incubacdo com as BOEC. Em relacdo ao tempo de incubacéo, apenas o gene MIF
apresentou menor expressao apos 12 h de co-incubacgéo em relacdo ao momento O e
6 h. Baseado nesses resultados, conclui-se que a interacdo de espermatozoides e
BOEC modula a expressdo do gene MIF e FOS in vitro. Para os demais genes

avaliados, nao foi identificado efeito dos espermatozoides sobre o nivel de transcritos.

Palavras-chave: transcritos. célula. interacéao



ABSTRACT

CELIN, LUANA DA ROSA. In vitro evaluation of the effect of spermatozoa on gene
expression in explants from bovine oviduct epithelial cell 2019. 66p Dissertagcéo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agréarias, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2019.

The interaction between spermatozoa and uterine tubal cells ensures the availability
of viable spermatozoids with a higher fertilization potential. Studies related to sperm
binding to the uterine tube have shown that this influence influences the transcription
and translation of genes, promoting the formation of an environment conducive to the
maintenance of sperm viability. The objective of this study was to evaluate the effect
of sperm concentration and incubation time on the relative expression of the FUT 6,
NQO1, CST6, B3GNT3, CKB, RARRES2, MIF and FOS genes. For each collection of
samples, a sperm pool of six bulls was incubated with BOEC aggregates at
concentrations of 1x103 and 1x106 spermatozoids / mL for 18h in a cell culture oven,
in addition to the control groups, with only cell aggregates collected at time Oh and 6:00
p.m. Subsequently based on the result of this experiment, it was evaluated whether
the co-incubation for 3, 6 and 12h presented variation in the level of BOEC transcripts.
Data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and the differences between
means were compared by the Tukey test (p <0.05). In relation to the sperm
concentration, there was no effect on the relative level of transcripts of genes
RARRES2, MIF, CKB, CST6, B3GNT3 and NQOL1 in relation to the Oh control without
incubation. For the FOS gene there was an increase of its expression by the treatment
of 1x106 spermatozoa / mL in 18h of co-incubation with the BOEC. In relation to the
incubation time, only the MIF gene presented lower expression after 12 h of co-
incubation in relation to the moment 0 and 6 h. Based on these results, we conclude
that the interaction of spermatozoa and BOEC modulates the expression of the MIF
and FOS gene in vitro. For the other evaluated genes, no effect of spermatozoa on the

level of transcripts was identified.

Key words: transcripts. cell. interaction
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1. INTRODUCAO

No processo de reproducdo por monta natural, poucos espermatozoides
conseguem chegar ao local de fecundacéo, o qual ocorre na regido da ampola na tuba
uterina. Para isto, ocorre uma intensa selecéo espermatica ao longo da passagem dos
espermatozoides pelo trato reprodutivo da fémea (YANIZ et al., 2000). Este processo
€ mediado por multiplos fatores, dentre eles as caracteristicas anatdbmicas da tuba
uterina, a qual € organizada em uma vasta rede de invaginacdes longitudinais (YANIZ
et al., 2000).

Apds passarem pela juncdo Utero-tubéarica, os espermatozoides iniciam um
contato proximo com as células epiteliais da tuba uterina bovina (BOEC), interagindo
com as mesmas devido a presenca de moléculas da superficie da membrana
plasmatica dos espermatozoides com receptores presentes nas BOEC (SUAREZ,
2016). Desta forma, na tuba uterina, os espermatozoides podem permanecer ligados
as BOEC, formando os reservatérios espermaticos, ou permanecerem livres em
suspensao no fluido secretado pelas BOEC. Isto mantém um ambiente propicio para
a manutencao da viabilidade espermatica e fecundacédo (MILLER, 2015).

Embora o efeito da tuba uterina sobre os espermatozoides seja bem conhecido, o
efeito dos espermatozoides sobre a tuba uterina, causando modificagdes na mesma,
ainda nédo é totalmente elucidado, especialmente em animais de producédo, como 0s
bovinos. Estudos in vivo relacionados a esta avaliagdo, tornam-se complicados e
limitados pela logistica, devido ao alto custo de trabalho e dificuldade na realizagé&o.
Isto porque, para a retirada da tuba uterina, é necessario o abate dos animais ou sua
castracdo, os gquais inviabilizam a reproducdo das fémeas bovinas. Neste sentido,
outra forma de avaliar este efeito € através de estudos in vitro relacionados a esta
interacdo, sendo que para isto, € necessario que as BOEC, durante o cultivo in vitro
mantenham sua fisiologia de forma semelhante a sua fisiologia in vivo.

Estudos in vitro em suinos (ALDARMAHI et al., 2012, GEORGEOU et al., 2007),
e in vivo em camundongos (FAZELI et al., 2004) e suinos (ALMINANA et al., 2014),
relacionados a interacdo de espermatozoides e BOEC, tém demonstrado que o0s
espermatozoides alteram a transcricdo e/ou traducéo de genes dessas células apés
a formacao dos reservatorios espermaticos. Entretanto, até o presente momento, foi

realizado apenas um estudo in vitro em bovinos, visando avaliar o efeito dos


https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/152/1/37.xml#bib3
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espermatozoides sobre as BOEC. Kodithuwakku, Miyamoto e Wijayagunawardane
(2007), avaliando este efeito em um estudo in vitro, demonstram que espermatozoides
vivos regulam a producdo de prostaglandinas (PGE:2 e PGFz2q) e ciclooxigenase-2
(COX2) nas BOEC. Entretanto, existem diversos outros genes e vias de sinalizacao
nas BOEC, que poderiam sofrer influéncia da ligacdo dos espermatozoides durante a
formacao do reservatério espermético. Além disto, neste estudo de Kodithuwakku,
Miyamoto e Wijayagunawardane (2007), foi utilizado um modelo de cultivo das BOEC
em monocamadas, o qual conhecidamente causa efeito deletério do sistema de cultivo
sobre as caracteristicas destas células (FERRAZ et al., 2017). Dentre esses efeitos
estdo a perda de receptores, alteragcbes no padrao de secregcdo e diminuicdo ou
auséncia total do numero de cilios (SCHOEN et al., 2008). Desta forma, o cultivo das
células da tuba uterina em monocamada pode nédo refletir a manutencdo das
caracteristicas in vivo das mesmas.

Diante disso, outras formas de cultivo in vitro das BOEC podem ser utilizados para
estudar a interacdo dos espermatozoides e as células da tuba uterina, tais como
cultivo de agregados celulares (SUAREZ et al., 1991) e cultivo em 3D (FERRAZ et al.,
2017). Dentre estes, os estudos utilizando agregados celulares, também chamados
de explantes, se apresenta como uma boa alternativa, uma vez que este tipo de cultivo
pode ser realizado em um curto periodo de tempo (SUAREZ et al., 1991), minimizando
os efeitos deletérios do sistema de cultivo sobre as caracteristicas destas células
(FERRAZ et al.,, 2017). De fato, o cultivo em agregados de BOEC garante a
manutencdo das propriedades destas células semelhantes ao do epitélio original,
especialmente de sua morfologia e atividade ciliar intensiva (LEFEBVRE et al., 1995;
SARAF et al., 2017).

Entretanto, até o presente momento, o cultivo de agregados de células epiteliais
da tuba uterina tem sido utilizado para avaliagdo da capacidade de ligacdo dos
espermatozoides a estas células (ALDARMAHI et al., 2012; CARVALHO et al., 2018;
DE PAUW et al., 2002; LEFEBVRE et al., 1995; LEFEBVRE; LO; SUAREZ, 1997),
nao sendo relatado nenhum estudo que avalia a capacidade dos espermatozoides de
induzir modificagdes no transcriptoma das BOEC, utilizando este modelo de cultivo.
Diante disso, o objetivo do presente trabalho € avaliar diferentes concentragcfes e
tempo de co-incubacdo com espermatozoides, necessarios para promover

modificacdes na transcricdo génica destas células.
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2. HIPOTESE

A ligacdo dos espermatozoides bovinos as BOEC desencadeia uma via de

transcricdo génica, levando a modulacéo da expressao génica das BOEC.
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3. OBJETIVO

Avaliar o efeito da ligacdo dos espermatozoides bovinos na transcricdo de

genes, utilizando um modelo de cultivo de agregados celulares de BOEC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar o nivel de transcritos de BOEC co-incubadas com duas concentracdes
de espermatozoides.

2. Avaliar se o cultivo in vitro das BOEC modifica a expressdo de genes nestas
células.

3. Avaliar o nivel de transcritos das BOEC de acordo com o tempo de co-

incubac&o com os espermatozoides.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Anatomia e fisiologia da tuba uterina

Anatomicamente, a tuba uterina se comunica com o Utero através da juncao utero-
tubarica, sendo dividida em trés segmentos: istmo, ampola e infundibulo. Possui
estrutura cilindrica constituida por musculatura longitudinal e circular (YANIZ et al.,
2000), cercada por camadas longitudinais internas e externas (WROBEL; KUJAT,;
FEHLE, 1993), as quais, dependendo da regido anatbmica podem variar de tamanho.
O istmo possui a camada muscular mais desenvolvida e limen estreito, quando
comparado a regiao da ampola, a qual possui inUmeras dobras longitudinais adjacente
a uma fina camada de musculo liso (FERRAZ et al., 2017). O liumen estreito do istmo,
com poucas vilosidades, favorece o intimo contato dos espermatozoides com o
epitélio tubéarico (SUAREZ; WU, 2016).

O epitélio € formado por células epiteliais secretoras e ciliadas, as quais
proporcionam ambiente favoravel para o processo de transporte e manutencao da
viabilidade dos gametas, fecundacédo e desenvolvimento dos primeiros estagios do
embrido (YANIZ; LOPEZ-GATIUS; HUNTER, 2006). A proporc¢éo e distribuicéo destas
células pela tuba uterina pode variar de acordo com seu segmento e niveis hormonais
de estradiol e progesterona, em especial na regido da ampola
(WIJAYAGUNAWARDANE et al., 2001).

Durante a fase folicular, em que os niveis de estradiol sdo mais elevados, ha maior
proporcao de células ciliares no infundibulo e ampola, enquanto que na fase lutea,
com altos niveis de progesterona, ocorre maior proporcao de células secretoras
(YANIZ et al., 2000). Ja no istmo, a propor¢cdo de células secretoras e ciliadas
permanece similar entre a fase folicular e lutea (ABE, 1996). Assim como a proporcao
de células ciliadas e secretoras pode ser alterada pala fase do ciclo estral, a
composicao do fluido tubarico também pode ser modificada de acordo com o0s niveis
de estradiol e progesterona circulante (COY et al., 2010).

As células ciliadas sdo importantes para interagdo e transporte dos
espermatozoides, participando da formacdo dos reservatorios espermaticos e

captacdo do ovocito (SUAREZ, 2004). J4 a secrecdo das ceélulas secretoras é
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responsavel pela producao do fluido da tuba uterina, formado por secrecdes celulares
especificas e transudado de sangue (LAMY et al., 2016).

O transporte dos espermatozoides é auxiliado pelo batimento ciliar e contracéo
da musculatura lisa da tuba uterina, a qual apresenta movimentos antiperistalticos.
Essa contracdo ocorre devido a acao do estradiol (WIJAYAGUNAWARDANE et al.,
2001), aumentando gradualmente a medida que aumenta os niveis deste hormdnio
proximo ao estro, provocando contra¢cdes mais fortes e quase continuas no istmo
(CERNY et al., 2015).

Ja durante a fase lUtea, as contracdes tubaricas passam a ter um padrdo de
motilidade de baixa amplitude e frequéncia, e um padrédo de movimento de ondas
peristalticas segmentadas, garantindo o transporte lento do embrido até o Gtero
(WIJAYAGUNAWARDANE et al., 2001).

4.2 Interagao entre a tuba uterina e espermatozoides

Durante a passagem dos espermatozoides pelo trato reprodutivo da fémea,
ocorre um processo de selecdo natural dos mesmos, permitindo que apenas uma
pequena fracdo de espermatozoides chegue ao local de fecundacéo. Esta selecéo se
inicia na cérvix, a qual produz o muco cervical, que recobre toda sua superficie, e
auxilia no controle da migracédo dos espermatozoides até o Utero (DRUART, 2012).

Este muco é formado por um composto de glicoproteinas glicosiladas,
conhecidas como mucinas, as quais sao secretadas pelo epitélio cervical em maior
qguantidade durante o estro, devido a agcdo do estradiol (GIPSON, 2001). Esta
interacdo bioquimica com o muco cervical envolve glicoproteinas presentes na
membrana plasmatica do espermatozoide, que facilita a penetracdo do mesmo pelo
muco cervical (YUDIN et al., 2005). Além dessa selecao inicial, na cérvix também
ocorre a separagcdo dos espermatozoides do plasma seminal (HUNTER; GADEA
2014).

Apos a passagem pela cérvix, os espermatozoides chegam ao Utero, o qual
pode ser considerado um ambiente desfavoravel para a sobrevivéncia espermatica
(DENISON et al., 1999). A chegada dos espermatozoides estimula a quimiotaxia de
células inflamatérias, com rapido influxo de polimorfonucleares para o lumen uterino

(ALOE et al., 2012). Esta resposta inflamatéria transitéria auxilia na selegédo
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espermatica, impedindo que espermatozoides capacitados, defeituosos ou mortos
continuem sua progressao pelo utero (HOLT; FAZELI, 2016).

Para promover a protecdo dos espermatozoides ao ambiente uterino, diversas
proteinas secretadas pelas glandulas anexas durante a formacao do plasma seminal,
sdo inseridas na membrana plasmatica dos espermatozoides no momento da
ejaculacdo. Estas proteinas também inibem a capacitacdo espermatica prematura,
aumentando a longevidade dos espermatozoides (GADELLA; LUNA, 2014). Apés
passarem pelo Utero, os espermatozoides chegam a juncéo Utero-tubarica, a qual
serve como mais uma barreira de selecdo espermatica. A juncdo utero-tubarica é
conhecida por ser estreita e possuir uma microarquitetura das paredes que guia 0s
espermatozoides em direcao a tuba uterina (SUAREZ; WU, 2016).

Na juncdo utero-tubarica, proteinas como o complexo de fertilina
ADAM1b/ADAM2, presentes no espermatozoide, interagem diretamente com o trato
reprodutivo da fémea, permitindo a passagem dos espermatozoides para a tuba
uterina (OKABE et al., 2015). Durante essa passagem, a concentracdo de
espermatozoides em suspensao é reduzida de milhées presentes no Utero, para casa
dos milhares que conseguem passar pela juncéo utero-tubarica (HUNTER; GADEA,
2014; SUAREZ; BROCKMAN; LEFEBVRE, 1997). Ao entrarem na tuba uterina, 0s
espermatozoides iniciam um processo de colonizacdo desta regido, formando o
reservatorio espermatico. Para formacédo deste reservatorio, apenas espermatozoides
morfologicamente normais, ndo capacitados e com DNA intacto sdo capazes de se
ligar ao epitélio da tuba uterina (BIANCHI et al., 2004; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2016;
LOPEZ-UBEDA et al., 2017). Enquanto os espermatozoides estdo ligados as BOEC,
sua viabilidade é prolongada, com supressédo da capacitacdo e diminuicdo de sua
motilidade (MILLER, 2015).

A formacdo do reservatoério espermatico ocorre no final da fase folicular do ciclo
estral, em paralelo com altas concentracdes de estradiol e baixas concentracdes de
progesterona no plasma circulante (YANIZ et al., 2014). Para formacdo deste
reservatorio, 0os espermatozoides se ligam as células ciliadas da regido do istmo. Esta
ligacd@o ocorre através da interacdo de receptores e agucares presentes na membrana
plasmatica dos espermatozoides e as ceélulas ciliadas. Inicialmente ocorre o
reconhecimento da fucose pelos espermatozoides, a qual esta associada a proteina
anexina (ANXA 1, 2, 4 e 5), presentes nas BOEC (DEFAUS et al., 2016;

RIJSSELAERE et al., 2014). As anexinas sdo uma familia de proteinas intracelulares
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que exibem ligacdo dependente de Ca?* aos fosfolipidios de membrana. O Ca?* é
responsavel pela principal propriedade bioquimica de qualquer molécula de anexina,
isto é, capacidade de associar-se intimamente a membrana plasméatica celular
(RAYNAL; POLLARD, 1994).

As concentracdes livres de Ca?* necessarias para iniciar a ligacdo de
fosfolipidios diferem acentuadamente entre as diferentes anexinas. Eles variam de 20
MM a 100 nM (RAYNAL; POLLARD, 1994). Isso indica que as anexinas podem
responder a um amplo espectro de alteracées de Ca?* com a translocacdo do
citoplasma para a membrana (GERK; CREUTZ; MOSS, 2005).

Entre as proteinas envolvidas na ligacdo dos espermatozoides e anexinas, a
PDC109, também chamada de BSPA1/A2, € uma das mais conhecidas, estando
presente no plasma seminal e incorporada na membrana plasmética dos
espermatozoides no momento da ejaculacdo (GWATHMEY; IGNOTZ; SUAREZ,
2003; IGNOTZ et al., 2001). No plasma seminal, a presenca da proteina PDC109,
garante que os espermatozoides ndo se liguem a nenhuma molécula fucolisada no
local de deposicdo de sémen, antes de chegarem a tuba uterina (SUAREZ, 2002). J&
nos espermatozoides, esta proteina remove uma quantidade significativa de colesterol
da membrana plasmatica, protegendo e garantindo maior estabilizacdo dessa
membrana, e consequentemente auxiliando na prevencdo da capacitacdo e reagao
acrossomal prematura (SRIVASTAVA et al., 2013).

Apos a formacgdo dos reservatoérios, 0s espermatozoides permanecem ligados
a tuba uterina até o momento proximo a ovulacdo. Neste momento, 0s
espermatozoides comegcam uma progressiva e continua liberagdo das BOEC (FAZELI
et al., 1999), que ocorre simultaneamente a capacitagdo espermatica. Uma variedade
de substancias presentes no fluido da tuba uterina sdo consideradas agentes de
capacitacdo espermatica, incluindo bicarbonato (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007),
glicosaminoglicanos (BERGQVIST; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006), Ca?*
(VISCONTI et al., 2002) e norepinefrina (WAY; KILLIAN, 2002 ). Durante o processo
de capacitagdo, ocorrem uma série de mudancgas no espermatozoide, tanto na cabeca
como na cauda, preparando 0s mesmos para passar pela reacdo acrossdmica
(ALVAU et al., 2016; BATTISTONE et al., 2013).

Embora néo seja definido qual o mecanismo esta envolvido na liberacdo dos
espermatozoides, ha diferentes hipoteses para explicar este mecanismo, que incluem
contracbes do musculo liso da tuba uterina (CHANG; SUAREZ, 2012), pH,
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temperatura (HUNTER et al., 2009), fatores quimiostaticos liberados pelo ovoécito apos
a ovulacdo (MILLER, 2015) e a presenca de progesterona (BRUSSOW; RATKY;
RODRIGUEZ-MARTINEZ; 2008). Ha evidéncias que demostram que apos a ovulacao,
0 aumento gradativo de progesterona pode ativar a liberacdo localizada de
espermatozoides da regido do istmo (BRUSSOW; RATKY; RODRIGUEZ-MARTINEZ;
2008).

Uma perda dos sitios de ligacdo no epitélio da tuba uterina ou a perda de
proteinas ligadas a membrana plasmatica do espermatozoide podem também estar
relacionadas a sua liberacéo do reservatério (IGNOTZ et al., 2001). Acredita-se que 0
desencadeador deste processo, seja 0 aumento dos canais intracelulares de Ca?* na
membrana plasmatica dos espermatozoides (HO; WOLFF; SUAREZ, 2009;
KIRICHOK; NAVARRO; CLAPHAM, 2006). A liberacéo de colesterol e a redistribuicéo
de proteinas na membrana plasmaética permitem a abertura dos canais de Ca?* e,
consequentemente, o aumento dos niveis de célcio intracelular (SOUZA et al., 2014).
Ao se desligarem da tuba uterina, pequenas sub-populacdes de espermatozoides
mudam seu padrdo de motilidade, e rapidamente atingem um estado hiperativado
(HO; WOLFF; SUAREZ, 2009).

Além disto, a heparina, um glicosaminoglicano, também pode estar envolvida
no processo de liberacdo destes espermatozoides de seu reservatorio. A maioria das
propriedades funcionais das anexinas é atribuida a sua capacidade de se ligarem a
fosfolipidios da membrana e a certos outros polimeros aniénicos, incluindo
glicosaminoglicanos como a heparina e o sulfato de heparano, de maneira
dependente de Ca?* (SHAO et al., 2006). Na auséncia de Ca?*, a heparina ou um
glicosaminoglicano semelhante, proporciona a separacdo da molécula de fucose de

proteinas de membrana dos espermatozoides (SUAREZ et al., 2002).

4.3 Efeito dos espermatozoides sobre a tuba uterina

Esta claro que a tuba uterina exerce importante funcdo na manutencéo da
viabilidade dos gametas e desenvolvimento de embrides em estagios iniciais (RIZOS
et al, 2002). Isto ocorre através do ambiente tubarico, que é mantido por secrecdes
das células epiteliais da tuba uterina (CURTIS et al., 2012). Embora este efeito da

tuba uterina sobre os espermatozoides seja bem elucidado, ainda ndo estéa claro se a



24

ligacdo dos espermatozoides as células epiteliais da tuba uterina pode induzir
mudancas nas mesmas.

Alguns estudos demostram que o ambiente da tuba uterina pode ser modulado
pela presenca dos gametas (LEE et al., 2017) ou embrido (CEBRIAN-SERRANO et
al., 2013; SCHMALTZ-PANNEAU et al., 2014) em estagio inicial de desenvolvimento.
De fato, o co-cultivo in vitro de embrides com BOEC durante os quatro primeiros dias
do desenvolvimento, é suficiente para acelerar a cinética de desenvolvimento nos dias
6 e 7 de cultivo. Além disto, a presenca destas células no cultivo de embrides, pode
induzir mudancas no perfil de expressao de genes de qualidade embrionaria nestes
embrides (CORDOVA et al., 2014).

Em relacdo a modulacdo da tuba uterina mediada por espermatozoides, foi
demonstrado pela primeira vez por Fazelli et al., (2004) em camundongos, que a
ligacdo dos espermatozoides as células da tuba uterina, desencadeia uma via de
transducdo de sinais, levando a modulacdo da expressdo génica nas BOEC nos
genes ADM e PTGS2. Posteriormente, Georgiou et al., (2005) demonstraram que o
perfil protedbmico secretor da tuba uterina também pode ser modificado pela presenca
dos espermatozoides, assim como pela presenca de ovOcitos e embrido
(ARTEMENKO et al, 2015; GEORGIOU et al., 2007; YESTE et al., 2014).

Outros estudos em suinos avaliaram a expressdo de genes das células
epiteliais da tuba uterina apés 24h da inseminacéao artificial (1A), confirmando que essa
ligacdo influencia a transcricdo de genes dessas células. Georgiou et al., (2007)
utilizando analises de PCR em tempo real e Western blot, demostraram a aparente
correlacdo entre transcricdo dos genes C3, RBP e OGP e expressdo de suas
proteinas em tuba uterina de suinos, reforcando as evidéncias sobre a modulacao do
ambiente da tuba uterina em resposta aos espermatozoides. Isto provavelmente
modifica a composicdo do fluido tubarico, promovendo a formacdo de um ambiente
propicio para a manutencao da viabilidade espermatica e fecundacao (MILLER, 2015).

Além disto, Almifiana et al.,, (2014), mostraram que a presenca de
espermatozoides portadores de cromossomos X e Y, induziram diferentes respostas
transcriptbmicas dentro da tuba uterina. Este resultado sugere que as células da tuba
uterina também podem detectar diferencas sutis entre os espermatozoides, como a
presenca de cromossomo X ou Y, e assim influenciar o sexo dos descendentes, assim

como alterar sua fisiologia em resposta a essa modulacao transcricional.
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Embora haja evidéncias de que a presenca dos espermatozoides realmente pode
modular a funcdo das BOEC, ndo se sabe exatamente quanto tempo apdés a formacgéo
dos reservatorios tem inicio estas modificac6es. Em estudo realizado em coelhos, foi
identificado que os espermatozoides desencadearam mudancas no protedma da
superficie celular epitelial da tuba uterina, e que essas altera¢cdes podem ter inicio a
partir de 1h apds a interacdo com os espermatozoides (ARTEMENKO et al., 2015).
Entretanto, como o tempo de permanéncia dos espermatozoides ligados as BOEC
pode ser variado de acordo com a espécie, ndo se sabe exatamente quanto tempo &
necessario para que esta modificacdo seja induzida nas diferentes especeis
domesticas.

A necessidade de uma ligacdo correta dos espermatozoides as células da tuba
uterina vem sendo comprovada em estudos in vitro. A identidade das moléculas que
participam da ligacdo espermatica a tuba uterina € altamente especifica, sendo que
diferentes espécies podem ter diferentes moléculas relacionadas a formacdo dos
reservatérios (KADIRVEL et al., 2012). Machado et al., (2014), mostraram em suinos,
que a ligacdo dos espermatozoides a esferas de agarose revestidas com glicano,
requer estruturas especificas de glicano, e comprova que 0s espermatozoides sao
capazes de identificar de maneira muito precisa os receptores de superficie celular.
Este estudo ainda demostra que esses receptores se ligam a cabeca do
espermatozoide e que essa ligacao, é reduzida apds a capacitacao.

Em bovinos, um sistema de co-cultivo de BOEC em monocamadas com
espermatozoides, indicaram que apenas espermatozoides moveis aumentaram a
secrecdo de prostaglandinas pelas BOEC, sendo que espermatozoides mortos néo
estimularam a expressio de RNAmM e a secre¢do de prostaglandinas
(KODITHUWAKKU; MIYAMOTO; WIJAYAGUNAWARDANE, 2007).

4.4 Cultivo in vitro de células epiteliais da tuba uterina

Nos ultimos anos, um nuamero crescente de estudos in vivo e in vitro sobre a
fisiologia da tuba uterina, tem demonstrado que existe uma via bidirecional de
comunicacao entre os gametas, embrides e a tuba uterina (CARVALHO et al., 2018;
LOPEZ-UBEDA et al., 2017; SUAREZ, 2016; SUAREZ; WU, 2016). Para este fim, o

mais importante pré-requisito quando se utiliza um estudo in vitro, com cultivo de
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células epiteliais da tuba uterina, € que a fisiologia destas células seja mantida ao
longo do cultivo. Para os estudos in vitro, diferentes metodologias de cultivo podem
ser utilizadas, tais como modelos 2-D em monocamadas (FERRAZ et al., 2016), em
3-D como agregados celulares (NELIS et al., 2014) e outras culturas tridimensionais
como modelos organoides (KESSLER et al., 2015). Dentre estes, o método mais
comumente relatado para investigar a funcdo da tuba uterina é a cultura em
monocamada (GUALTIERI et al.,2012, GUALTIERI et al., 2013, JOSHI 1995).
Embora a morfologia das células epiteliais da tuba uterina ndo seja preservada
durante a cultura 2-D, varios estudos realizados em monocamadas demonstraram
que as interacdes entre essas células e os espermatozoides poderiam modular suas
secrecdes e influenciar na funcéo espermética (ELLINGTON et al., 1998; MORALES
et al., 1996; TALEVE; GUALTIERI, 2010).

A cultura de BOEC em monocamada necessita de alguns dias para seu
estabelecimento, ocorrendo um efeito deletério do sistema de cultivo sobre as
caracteristicas das BOEC (FERRAZ et al., 2017). Dentre esses efeitos estéo a perda
rapida de receptores, polaridade celular, alteracbes no padrdo de secrecdo e
diminuicdo ou auséncia total do numero de cilios (GUALTIERI et al., 2012; SCHOEN
et al., 2008). Desta forma, o cultivo das células da tuba uterina em monocamada pode
nao refletir a fisiologia destas células semelhante a fisiologia in vivo.

Uma outra alternativa é o cultivo em 3-D, utilizando membrana porosa e
interfaces ar-liquido. Esta técnica permite que as células epiteliais da tuba uterina
cultivadas retenham suas caracteristicas de células epiteliais colunares polarizadas,
e ja foram aplicadas com sucesso em varias espécies de mamiferos, como suinos
(CHEN; EINSPANIER; SCHOEN, 2013), humanos (FOTHERINGHAM; LEVANON;
DRAPKIN, 2011) e bovinos (REISCHL et al.,, 1999). Neste sentido, a cultura
tridimensional do epitélio da tuba uterina, pode representar um modelo in vitro mais
confidvel para estudos voltados para o entendimento da interagdo com gametas e
embrides a nivel molecular.

Outro modelo in vitro usado para estudar a interagdo com gametas,
especialmente com o0s espermatozoides, sdo o0s agregados celulares, também
chamados de explants. Os agregados sédo formados de células epiteliais e estromais
da tuba uterina que se organizam para formar complexos celulares moéveis com cilios
ativos na superficie externa da célula (NELIS et al., 2014). Usando esse sistema de

cultura, as BOEC mantém sua organizacdo semelhante ao do tecido in vivo, as quais
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nao sao possiveis em uma cultura 2-D. Entre as vantagens do cultivo em agregados,
esta o rapido estabelecimento de seu cultivo, que demora aproximadamente 24h apos
a coleta destas células (ROTTMAYER et al., 2006). Neste modelo de cultivo, diversas
caracteristicas celulares sdo mantidas, garantindo a manutencdo da atividade ciliar
(GUALTIERI, et al.,, 2013), dos granulos secretores (ULBRICH et al.,, 2010) e
receptores celulares (MAILLO et al., 2016). Dentre estas caracteristicas, a atividade
ciliar torna-se muito importante, pois os espermatozoides ligam-se preferencialmente
aos cilios de células epiteliais ciliadas (POLLARD et al., 1991). Dessa forma o uso de
agregados garante a manutencédo da atividade ciliar com vigoroso batimento durante
todo o periodo de cultura, semelhante ao que ocorre in vivo (ROTTMAYER et al.,
2006).

4.5 Genes selecionados

Os processos através dos quais a informacgéo contida nos genes é convertida
em moléculas que determinam as propriedades da célula, ou seja, a transferéncia de
informacao genética de DNA a proteina, designa-se por expressao génica (MERKL et
al., 2010). A expressao de um gene engloba uma série de fatores, que vao desde a
sintese de uma molécula de RNA, a partir de uma sequéncia de bases na molécula
de DNA até a sintese de uma proteina a partir dessa molécula de RNAm (EL-HANI,
2005). Atualmente, a biologia molecular progrediu enormemente, tornando possivel
analisar mudancas sutis na expressao génica de uma unica célula ou usando
guantidades muito pequenas de tecido (MERKL et al., 2010).

Alguns genes podem estar relacionados a interagéo dos espermatozoides com
as BOEC. A maioria desses genes podem ter influéncia na maturacéo, viabilidade e
funcdo dos gametas, e ha evidéncias que sugerem que esses genes podem preparar
0 ambiente da tuba uterina para os préximos eventos como capacita¢ao, fecundacéo

e desenvolvimento inicial embrionario (GEOGIOU et al., 2007).

4.5.1 a3-Fucosyltransferase-VI (FUT6)
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O FUT®6 codifica a enzima a3-fucosiltransferase do "tipo plasma“, responsavel
por regular a fucosilagédo, envolvida em varios processos bioldgicos (RYOO; RYU;
LEE, 2015). A fucose € um componente das glicoproteinas, glicolipideos e
oligossacrideos, comumente ligado a acucares através dos seus 2, 3, 4 ou 6 hidroxilas
(MACHER et al.,, 1991). Os oligossacarideos fucosilados da superficie celular
desempenham um papel na adesdo celular mediada por inflamagao
(WIEDERSCHAIN, et al., 1998).

Este gene também é conhecido por sintetizar o carboidrato sialyl Lewis X,
(TANIGUCHI; HONKE; FUKUDA, 2011). De acordo com Kadirvel et al., (2012), os
quais analisaram os componentes do istmo de porcas, foi identificado que todos os
glicanos que ligavam espermatozoides as células da tuba uterina continham sialyl
Lewis X. Posteriormente, Machado et al., (2014), demonstraram, que o sialyl Lewis
X participa da ligacdo dos espermatozoides as células da tuba uterina, participando

portanto, da formacé&o do reservatorio espermatico.

4.5.2 Acetilglucosaminiltransferase 3 (B3GNT3)

O gene B3GNT3 codifica a glicoproteina de membrana GnT-lll, que esta
envolvida na biossintese de cadeias de acUcar. A atividade da proteina GnT-lll, foi
observada pela primeira vez na tuba uterina de galinhas (NARASIMHAN, 1982), tendo
funcdo regulatoria da biossintese de oligossacarideos (TANIGUCHI; HONKE;
FUKUDA, 2011) que se ligam a glicanos presentes na superficie das células.

Além disto, o0 gene BSGNT3 parece participar como regulador da placentacgao,
uma vez que a GnT-lll é altamente expressa na superficie do epitélio uterino materno
e nas células trofoblasticas durante a implantacdo do embrido em humanos (DENG et
al., 2018).

4.5.3 NAD(P)H: Quinona Oxidoredutase 1 (NQO1)

O NQOL1 esta localizado principalmente no citoplasma, podendo também ser
detectado em niveis mais baixos no nucleo. Nos tecidos humanos, o NQO1 & expresso

em niveis elevados em diversas células epiteliais, endotélio e adipdcitos (SIEGEL;
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ROSS, 2000), atuando como enzima antioxidante, possivelmente pela reducdo de
qguinonas, que subsequentemente ajudam a proteger as membranas celulares contra
o dano oxidativo (ATIA; ALRAWAIQ; ABDULLAH, 2014). O excesso de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pode levar a morte celular via oxidagao
de lipideos de membrana, conhecida como peroxidacao lipidica, e pela oxidacdo de
proteinas (AMIN et al., 2014).

4.5.4 Creatina Kinase B (CKB)

O gene CKB codifica a enzima creatina kinase B, que catalisa a fosforilacao
reversivel da creatina, (HALLAK et al., 2001). Células que requerem alta energia,
como espermatozoides, sdo caracterizados por alta atividade da creatina quinase
(HAN, 2016). A creatina quinase € um marcador de maturidade espermatica que se
correlaciona com a capacidade de fecundacgéo do espermatozoide humano (HALLAK
et al.,, 2001). O gene CKB também é expresso em nivel mais alto em células do
cumulus, e estd associado a boa qualidade embrionaria em humanos (LEE et al.,
2010).

4.5.5 Cistatina 6 (CST6)

O gene CST6 parece desempenhar um papel importante na diferenciacao de
células epiteliais (VEENA et al., 2008). Além disto, este gene participa na producéo
de cistatina M ou E/M, um inibidor de proteases de cisteina lisossomal, que atua como
protetor das células contra protedlise (TURK; BODE, 1991). Este gene vem sendo
relacionado como um marcador genético de alta prolificidade em ovinos, com baixa

expresséo génica em tecido ovariano (POKHAREL et al., 2018).

4.5.6 Receptor de 4cido Retindico 2 (RARRES2)

0] gene RARRES2 ou também conhecido como CHEMERIN, é

uma adipocina envolvida na regulacdo de adipogénese, metabolismo energético e
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inflamacé&o. Dados sugerem que este gene também desempenha um papel na fungéo
reprodutiva em ratos e humanos (SKRZECZYNSKA-MONCZNIK et al., 2009;
NAGPAL etal., 1997; WITTAMER et al., 2003). CHEMERIN é uma proteina altamente
especifica para o receptor de quimiocinatipo 1 ou ChemR23 e funciona como
uma quimiocina que induz a migracdo de leucdcitos e a mobilizacdo
do Ca?* intracelular (MONNIER et al., 2012).

RARRES2 é um regulador negativo da esteroidogénese, induzida pelo FSH
durante o desenvolvimento o folicular (WANG et al., 2012) e por IGF-1 na proliferacéo
celular no ovario humano. Isto ocorre através da diminuicdo na ativacdo das vias de
sinalizacdo de receptores de IGF-1 em células da granulosa (REVERCHON et al.,
2012).

Reverchon et al. (2014), demonstraram pela primeira vez que o RARRES2 e
seus trés receptores CMKLR1, GPR1 e CCRL2 estéo presentes no foliculo ovariano
bovino, e que in vitro, RARRES2 manteve a maioria dos ovocitos bovinos no estagio
de vesicula germinativa. Isto sugere que este gene poderia regular nao
apenas a esteroidogénese nas células da granulosa, mas também a maturacdo
nuclear em ovécitos bovinos durante a maturacdo. Além disto, foi demonstrado que

este gene esta mais expresso em células da granulosa de pequenos foliculos.

4.5.7 Fator Inibitorio da Migracdo de Macrofagos (MIF)

O MIF desempenha um papel crucial no processo inflamatorio, envolvendo o
recrutamento e ativacao celular, fagocitose e sintese de citocinas pré inflamatérias
(LOPES et al., 2011). Estas citocinas desencadeiam respostas inflamatorias e a
proliferacdo celular, regulando positivamente o crescimento celular e apoptose
(BIFULCO et al., 2008).

A expressao génica e proteica do MIF foi relatada na tuba uterina em
camundongos (SUZUKI; KANAGAWA; NISHIHIRA, 1996) e humanos (WADA et al.,
1997), sendo que sua proteina esta presente no fluido folicular e nas células da
granulosa, assim como no corpo luteo de bovino (BOVE et al., 2000). Altos niveis de
estradiol durante o estro podem regular negativamente a expressao de MIF na tuba
uterina bovina (NAHAR; KADOKAWA, 2017). Estes autores demonstraram que a

mesma esta aumentada durante o periodo pds-ovulatorio.
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Este gene também esta relacionado com a regulacdo da glicose. E conhecido
que a glicose excessiva pode ser prejudicial para a maturacéo de ovocitos bovinos e
o desenvolvimento de embrides em estégio inicial (KUMAR et al., 2012). A resisténcia
a insulina associada ao alto indice de escore corporal,
podem causar menor expressdo do MIF. Com isto, sua expressdo na tuba uterina
pode ser regulada negativamente para proteger o embrido (NAHAR; KADOKAWA
2016).

4.5.8 FOS

O Gene FOS corresponde a proteinas nucleares, que parecem regular os
eventos necessarios para a transicdo G0-G1 e o ciclo celular (DELIDOW; WHITE;
PELUSO, 1990). Os produtos proteicos de FOS e JUN foram associados ao sitio de
ligacdo da proteina ativadora do fator de transcri¢cdo-1 (AP-1) que regula a transcricéo
de muitos genes alvo (RAUSCHER et al., 1988). Sua transcricdo é comumente ativada
em resposta a ligantes exdgenos, e age regulando a proliferacédo, diferenciacdo e
apoptose celular de maneira especifica (HESS; ANGEL; SCHORPP-KISTNER, 2004;
MAZUR et al., 2015).

A expressao de FOS tem sido associada com proliferacdo e desenvolvimento
celular (DELIDOW; WHITE; PELUSO, 1990), como no desenvolvimento folicular antes
do pico de LH, o qual envolve extensa proliferacdo celular para crescimento do
foliculo.

Este gene responde positivamente ao FSH, aumentando rapidamente
sua expressao (DELIDOW et al., 1992). Em vacas, na resposta a superestimulacéo
folicular, o FOS foi classificado como marcador da fase de crescimento folicular (DIAS
et al.,, 2013). Em roedores, a expressao de FOS diminui com a luteinizacao
(RUSOVICI; LAVOIE, 2003), além de aumentar o nivel de RNAm por acéo
estrogénica, sendo relacionado a proliferacdo de células epiteliais uterinas
(BOETTGER-TONG; MURTHY; STANCEL, 1995; LI et al., 2003; YOSHIDA;
NEWBOLD; DIXON, 2000).

Os transcritos de FOS séo observados nos ovocitos em estagio de vesiculas
germinativa e de meiose Il na espécie bovina, sugerindo que o RNAm de FOS materno

pode desempenhar um papel no desenvolvimento embrionario inicial (JIN; O’NEILL,


http://www.reproduction-online.org/content/146/2/181.full#ref-20
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2011; REGASSA et al., 2011). Além disto, no quinto dia de gestacédo de roedores e
coelhos, durante a implantagcdo do embrido, foi relatado que a expressdo de FOS no
Gtero € positivamente modulada pelo estrégeno e progesterona (KIRKLAND;
MURTHY; STANCEL 1992; LIU et al., 2016).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta e processamento das células datuba uterina

Todas as coletas foram realizadas em abatedouros da regido de Luziania,
Cidade Ocidental e Formosa. O experimento foi realizado no laboratério de
reproducédo animal da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia —
DF. Todos os procedimentos realizados com os animais foram aprovados pelo comité
de ética de uso animal (CEUA) da ESALQ (Protocolo no. 2013-25). Os agregados
celulares foram coletados e processados de acordo com De Pauw et al. (2002) e
Kadirvel et al. (2012), com modificagdes. Complexos de tuba uterina e ovario de vacas
Nelore foram coletados em abatedouro e transportados ao laboratorio até 4h pos
coleta. Durante o transporte, os tratos reprodutivos foram mantidos em solucao salina
(NaCl 0,9%) aquecida a 35 °C, suplementada com penicilina G (100 Ul/mL) e sulfato
de estreptomicina (50 ug/mL). No laboratério, as tubas uterinas foram separadas e
dissecadas de tecidos adjacentes, sendo utilizadas apenas tubas uterinas
provenientes de trato reprodutivo cujo ambos 0s ovarios apresentavam auséncia de
CL. Para cada dia de manipulacao, foram selecionadas de 8 a 10 tubas uterinas,
utilizando apenas uma tuba uterina de cada trato reprodutivo, sendo selecionada a
tuba uterina ipsilateral ao ovario que apresentava maior foliculo. Apds dissecacédo das
tubas uterinas (Figura 1), a regido do istmo foi separada, considerando até 4 cm a
partir da juncao Utero-tubarica. Cada segmento dissecado foi imerso em 1 mL de meio
TALP (TCM-199 com sais de Hank’s, Gibco BRL®, suplementado com 10% de soro
fetal bovino - SFB, Gibco BRL® e amicacina a 100 Ul/mL).

vl! A

Figural: Dissecacéo da tuba uterina bovina proveniente de trato reprodutivo
coletado em abatedouro (arquivo pessoal).
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Apos a dissecacédo, as BOEC foram coletadas em placa de petri, com auxilio
de uma lamina de vidro, sendo realizada pressao continua sobre o segmento do istmo
dissecado para a retirada das células. As células recuperadas foram transferidas para
tubo conico de 15 mL, lavadas duas vezes em 5 mL de meio TALP, com remocé&o do
sobrenadante apos sedimentacédo por gravidade durante 5 min em estufa de cultivo a
38,5 °C e 5% de CO2 em ar. Entre as lavagens, as células foram desagregadas por
sucessivas pipetagens com pipeta de 1000 pL (primeira lavagem) e escalpe de 19
gauge acoplado a uma seringa de 10 mL (segunda lavagem).

As células desagregadas foram transferidas para placa de petri de 100 mm com
volume final de 25 mL de meio TALP, e mantidas em cultivo por aproximadamente 24
h a 38,5 °C e 5% de CO2 em ar para formacao de agregados celulares. Entre 6 a 8 h
apos o inicio do cultivo, foi realizada troca parcial do meio de cultivo. Apés 24 h de
cultivo, os agregados foram selecionados em esteriomicroscopio e distribuidos em
gotas de 50 pL de fluido sintético do oviduto (SOF), suplementado com aminoécidos,

citrato, inositol e 5% de SFB (HOLM et al., 1999), e cobertas com 6leo mineral (Sigma).

5.2 Selecdo, concentracdo espermatica e inseminacao.

ApoOs selecdo dos agregados, os mesmos foram co-incubados com

espermatozoides provenientes de sémen congelado de seis touros Nelore (Figura 2).

Figura 2: Fotografia de contraste em esteriomicroscopio, faixa de zoom de 3x, de
agregados celulares proveniente de células da tuba uterina incubados com
espermatozoides (arquivo pessoal).

O sémen de cada touro foi descongelado em banho-maria a 37 °C por 30
segundos, sendo agrupados em um pool. Para separacdo dos espermatozoides
mortos e retirada do meio de congelamento, o pool de espermatozoides foi submetido

a um gradiente descontinuo de Percoll, conforme descrito por Machado et al. (2009).
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Resumidamente, o gradiente de Percoll foi constituido de 400 uL de Percoll 45% e
400 pL de Percoll 90%, e centrifugadas a 9000 rpm por 5 min. Apés centrifugagéo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado por 5 min em meio SP-TALP. O pellet
resultante foi ressuspendido com SP-TALP, com posterior contagem dos
espermatozoides em hemocitdbmetro para determinacdo da concentracao
espermatica.

As gotas contendo os agregados foram inseminadas com diferentes
concentracfes espermaticas e mantidas em cultivo por diferentes tempos de co-
incubacdo. Como controle foram coletados agregados no momento Oh sem que tenha
ocorrido contato com os espermatozoides (figura 3). Em todos os grupos, 5 a 7
agregados foram selecionados aleatoriamente e guardados em microtubos com RNA
later, identificados e mantidos em freezer -80°C. As amostras foram coletadas de
forma simultédnea para os dois experimentos e posteriormente nas analises, foram

realizadas as divisdes em experimento 1 e 2.

C = controle p
Cl = 1x10s e
Cll = 1x103

% N\
IR IS

Figura 3: Esquema demonstrando o delineamento experimental dos experimentos | e
II. Agregados de BOEC foram incubados com espermatozoides na concentracdo de
1x10% espermatozoides/mL (Cl) e na concentracdo de 1x10° espermatozoides/mL
(Cll), além da gota controle (C) apenas com agregados celulares. No momento Oh
sem incubacgéo, 3 amostras de agregados foram coletadas e guardadas em freezer -
80°C. Posteriormente ao respectivo tempo de co-incubagéo (3, 6, 12 ou 18h, nas
placas de cultivo de agregados celulares com espermatozoides), as amostras foram
coletadas da mesma forma em micro tubos para posterior analise de PCR em tempo
real (o autor).
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5.3 Extracdo de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

Apés cada periodo de co-incubacdo entre os agregados de BOEC e
espermatozoides, um pool de 5 a 7 agregados foram lavados em meio tampao fosfato
(PBS), e armazenados em RNA later em freezer a -80°C. Para cada grupo
experimental, o RNA total foi extraido do pool de agregados, utilizando o Kit PicoPure®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA — Thermo Fisher) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apds extracdo, as amostras foram tratadas com DNase
PureLink (Invitrogen, Promega, Waltham, MA, EUA — Thermo Fisher) em coluna, de
acordo com as instrugdes do fabricante. O total de RNA tratado foi utilizado para a
sintese de cDNA utilizando o Kit GoScript™ Reverse Transcription System, de acordo
com instrucdes do fabricante, obtendo-se 30 uL de cDNA para cada amostra.

As reacBes em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR)
foram realizadas usando o kit GoTagq® gPCR Master Mix. As reacdes foram
preparadas com volume final de 25 pL, sendo realizadas em triplicata técnica, e
utilizando o equivalente a 1 uL do cDNA por reacdo. As condi¢des para amplificacao
dos genes foram de 95 °C durante 5 min seguido de 50 ciclos de desnaturacdo a 95
°C durante 10 segundos, com posterior anelamento e extensédo a 60 °C durante 30
segundos.

As andlises de RT-gPCR foram realizadas utilizando 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystem). As sequéncias dos primers, tamanho do fragmento e
temperatura de anelamento estéo listados na tabela 1. As reacdes foram realizadas
com eficiéncia de amplificacdo entre 90 e 120%. Os valores dos genes alvo foram
normalizados pela expressdo dos genes constitutivos Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), B-actin (ACTB), e peptidylprolyl isomerase A (PPIA). Os
niveis de expressdo dos trés genes constitutivos foram submetidos ao software
GeNorm, o qual indicou o gene GAPDH como sendo o mais estavel para as condicées
deste estudo. A expresséo relativa de cada gene foi calculada utilizando o método
AACt, com corregao da eficiéncia de Pffall (PFAFFL, 2006).
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Tabela 1. Identificacdo do gene, sequéncia dos iniciadores, tamanho do fragmento
amplificado em pares de base (pb), concentragdo dos iniciadores, eficiéncia dos
iniciadores e nimero de acesso ao Genbank.

Tamanho

do Concentragéo GeneBank
Genes Sequéncia dos iniciadores amplicon do iniciador  Eficiéncia Numero de
b (nM) (%) acesso/referéncia
(bp)
GAPDH F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA 118 300 9454 NM 001034034.2
R: CCC TCC ACG ATG CCAAAG T -
F: GAC TCT ATC AGG GTG CAATAC 108,021
NM_176851.1
FUT6 R: CAG CTT CTC TGT GAT GTAGTC 174 300 -
F: CCA CGA GGA ATG AAT AGT AGA G 110,069
NM_001034535.1
NQOL R: CTG TCT GGC ATC TTT CTACC 167 300 -
FOS F: CGC ATT ACA GAG AGG AGA AAC 155 300 99,321 NM_182786.2
R: CAT CTC CAG AAG AGG TAA GGA
F: GGC TAC TAT CTC CAT CCC TAT 118,068
NM_001098473.1
B3GNT3 R: GAA GGA TGT GTA GGA GTT CAC 147 300 -
CKB F: GCATCT GGC ATA ACG ACA AT 147 300 102,00 NM_001015613.1
R: TGA AGA GCG TTT CAA TCT GG
F: GGA AGA AAG ACTG GAG GAA AG 97,69
NM_001046020.2
RARRES2 1. GTT GAA CCT GAG TCT GTA TGG 141 300 -
MIE F: CAC AGC ATCG GCAAGAT 118 300 100,504 NM_001033608.1
R: TGT CGC AGA AGT TGA TGT AG
F: CGT GGC CAA CTA CAA CAT 102,946
NM_001012764.3
CcSTé R: CAG CCACAG CACTCT TC 149 300 -

F: primer forward; R: primer reverse

5.4 Delineamento experimental

Os genes foram selecionados com base no trabalho de Carvalho (2010), (dados
nao publicados) que utilizou animais da raca nelore sincronizados e inseminados com
0s respectivos grupos: 1) Controle: inseminados com placebo. 2) Inseminacdo com
sémen convencional. 3) inseminacdo com sémen sexado. Ap6s 18h da inseminacao
0os animais foram abatidos, e as tubas uterinas foram coletadas e levadas ao
laboratorio para coleta das BOEC. As amostras foram encaminhadas para
sequenciamento de RNA (RNAseq). Com base nas analises do trabalho citado acima,
para a selecdo dos genes do presente estudo, foram selecionados 8 genes utilizados

neste experimento.
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5.4.1 Experimento 1: Nivel de transcritos das BOEC de acordo com a

concentracdo espermaética.

Este experimento teve o objetivo de avaliar o nivel de transcritos de BOEC co-
incubadas com duas diferentes concentracdes de espermatozoides. Além disto, foi
avaliado se o cultivo in vitro das BOEC poderia modificar sua expressao génica. Para
isto, as gotas de cultivo contendo os agregados foram divididas em quatro grupos,
sendo: a) Controle Oh (CTR 0Oh): agregados coletados no momento em que foram
colocados em cultivo; b) controle 18h (CTR 18h): agregados mantidos em cultivo por
18h sem espermatozoide; c) Espermatozoides 102 (Sptz 10%): agregados co-
incubados por 18h com concentracdo de espermatozoides de 1x103mL; d)
Espermatozoides 108 (Sptz 10°): agregados co-incubados por 18h com concentragéo
de espermatozoides de 1x10%/mL. Para cada grupo foi utilizado 3 gotas de cultivo
contendo de 21 a 25 agregados. Apds o periodo de co-incubacao, 5 a 7 agregados de
cada grupo/gota foram coletados aleatoriamente e armazenados em microtutubo de
0,2 mL contendo RNA later e mantidos em freezer -80 °C até o momento de uso. Todo
o procedimento de cultivo, incubacdo e coleta foram realizados em 5 repeticdes
distintas.

Como controle negativo neste experimento, no momento da extracado de RNA,
foi realizada extracdo de RNA do mesmo pool de espermatozoides utilizados na co-
incubacdo com os agregados celulares. Considerando o numero de agregados
utilizados e de espermatozoides ligados por mm de agregado (CARVALHO et al.,
2018), foi realizada extracado de RNA de aproximadamente 200 espermatozoides por
réplica. Para selecéo espermatica e contagem do nimero de espermatozoides, foram

utilizados os procedimentos descritos anteriormente.

5.4.2 Experimento 2 — Nivel de transcritos das BOEC de acordo com o tempo de

co-incubacao com os espermatozoides.

Com base no experimento anterior, a concentragdo de 1x10°
espermatozoides/mL, foi escolhida para avaliar se o tempo de co-incubacéo
influenciaria no nivel de transcritos das BOEC para 0s genes selecionados. Para isto,

as gotas de cultivo contendo os agregados foram divididas em 4 grupos, sendo: a)



39

Controle Oh (0Oh): agregados coletados no momento em que foram colocados em
cultivo; b) Espermatozoide 3h (3h): agregados incubados por 3h com concentracao
de espermatozoides de 1x10%/mL; c) Espermatozoide 6h (6h): agregados incubados
por 6h com concentracdo de espermatozoides de 1x10%/mL d) Espermatozoide 12h
(12h): agregados incubados por 12h com concentracdo de espermatozoides de
1x10%/mL. A distribuicdo do numero de agregados por gota e forma de

armazenamento foram realizadas conforme descrito anteriormente.
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6. ANALISE ESTATISTICA

O efeito da presenca dos espermatozoides sobre o nivel de transcritos das
BOEC foi testado por analise de variancia (ANOVA). Todos os dados apresentaram
distribuicdo normal e as diferencas entre as médias foram comparados pelo teste de
Tukey, considerando nivel de significancia de P<0,05. Os dados sdo apresentados
como a média + desvio padréao (DP). Todas as analises foram realizadas utilizando o
software Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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7. RESULTADOS

Experimento 1 — Nivel de transcritos das BOEC de acordo com a concentracao
espermatica.

A abundancia relativa de transcritos dos genes avaliados nas BOEC expostas a
duas diferentes concentracfes de espermatozoides durante 18h de co-incubacéo

estdo apresentados na figura 4.
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Figura 4: Niveis de abundancia relativa (média + desvio padrdao) de RNAm dos genes
FUT6, B3GNT3, NQO1, CKB, CST6, RARES 2, MIF e FOS em BOEC co-incubadas
com duas diferentes concentracdes espermaticas durante 18h e obtidos a partir de 5
réplicas biolégicas. Os tratamentos incluem: a) Controle Oh (CTR 0h) b) Controle 18h
(CTR 18h); ¢) co-incubacdo das BOEC com 1x10%/mL espermatozoides por 18 h (Sptz
103); d) co-incubacéo das BOEC com 1x108/mL espermatozoides por 18h (Sptz 106).
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Ao se comparar os grupos controle 0 e 18h, nédo foi observada efeito do tempo
de cultivo na expressdo dos genes avaliados. Para a concentracdo de 1x10°
espermatozoides, o nivel de transcritos dos genes avaliados se manteve constante
em relacéo ao grupo controle Oh. Quando os agregados foram incubados por 18h com
concentracdo de 1x10° espermatozoides, o gene FOS apresentou aumento de sua
expressdo (P=0,044) apds co-incubacdo. Em relacdo ao nivel de transcritos nas
amostras em que foram utilizadas apenas espermatozoides todos os genes avaliados

apresentaram nivel de expresséao indeterminado.

Experimento 2 — Nivel de transcritos das BOEC de acordo com o tempo de co-
incubacdo com os espermatozoides

A abundancia relativa de transcritos dos genes avaliados nas BOEC expostas
a diferentes tempos de incubacdo com espermatozoides na concentracdo de 1x10°
espermatozoides/mL, estdo apresentados na figura 5.
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Figura 5: Niveis de abundancia relativa (média + desvio padrdo) de RNAm dos genes
FUT6, NQO1, CKB, CST6, RARES 2, MIF e FOS em BOEC co-incubadas com
espermatozoides na concentracéo de 1x10° espermatozoides/mL durante 0, 3, 6 e 12
h, e obtidos a partir de 5 réplicas biologicas.
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Para os genes FUT6, NQO1, CKB, CST6 e RARRES2 néo foi observado efeito
do tempo de co-incubag&o sobre seus niveis de transcritos. Para o gene MIF, quando
0s agregados foram incubados por 12h houve diminui¢ao na sua expressao (p=0,001)
em relacdo ao grupo controle Oh. Para este mesmo gene quando comparado 0s
grupos de 6 e 12h de incubacéo, também notou-se diminuicdo na expressao génica
(p=0,014) apos 12 h de co-incubagédo. O gene B3GNT3 apresentou grande variacao
entre as repeticdes, ndo sendo possivel sua avaliagado neste experimento. Para o gene
FOS, nao houve efeito significativo sob o nivel de transcritos, entretanto, o valor de

p” apdés 12 h de co-incubacao (p=0,0830), demostra uma tendéncia em elevar sua

expressao no momento de 12h de incubacdo das BOEC com os espermatozoides.
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6. DISCUSSAO

O reservatorio espermatico possui a funcdo de assegurar que espermatozoides
férteis estejam disponiveis na tuba uterina no momento da ovulagdo. Os
espermatozoides podem permanecer retidos no trato reprodutivo feminino bovino por
até 36 h e apenas se separam do epitélio préximo ao momento da ovulagcédo (HOLT,;
FAZELI, 2016b). Essa sobrevida prolongada dos espermatozoides € especialmente
importante para os animais de producéo, os quais podem ser cobertos ou inseminados
no inicio do estro.

Neste estudo, para avaliar se 0s espermatozoides exercem efeito sobre as BOEC,
foi utilizado um modelo de cultivo celular in vitro em agregados celulares, o qual
necessita de um curto tempo de cultivo para a formacéo desses agregados celulares.
Estudos avaliam esta interagdo in vitro utilizando cultivo em monocamadas, em
bovinos (KODITHUWAKKU; MIYAMOTO; WIJAYAGUNAWARDANE, 2007; YOUSEF
et al., 2016) e suinos (ALDARMAMHI et al., 2012). Entretanto, para o estabelecimento
do cultivo em monocamadas, € necessario maior tempo de cultivo, o que sabidamente
pode causar modificacdes nas caracteristicas morfologicas (GUALTIERI et al., 2013)
e moleculares (ROTTMAYER et al., 2006) das BOEC. Dentre estas modificagcoes,
estdo a perda da polaridade celular, dos granulos secretores, cilios e receptores
celulares (GUALTIERI et al., 2013). Desta forma, estas modificacdes tornam o cultivo
em monocamada menos propensas a mimetizar o ambiente fisiolégico da tuba uterina.

Outra forma de cultivo das BOEC é através da formacgéo dos agregados, o qual
necessita de um curto periodo de cultivo para sua formacdo, mantendo as
caracteristicas morfologicas e funcionais celulares (DE PAUW et al., 2002). Este tipo
de cultivo vem sendo amplamente utilizado para avaliacdo da capacidade de ligacéo
dos espermatozoides as BOEC (LUNO et al., 2013; SARAF et al., 2017). Entretanto,
nao ha relatos de estudos que utilizam este modo de cultivo para avaliar o efeito dos
espermatozoides sobre as BOEC.

Para avaliar se o periodo de cultivo in vitro utilizando cultivo de agregados de
BOEC, néo interfere na fisiologia destas células, foi utilizado um grupo controle, em
gue os agregados celulares foram mantidos em cultivo por 18h sem a presenca dos
espermatozoides. Nesta avaliagdo, ndo foi encontrado efeito do cultivo sobre o nivel

de transcritos dos genes avaliados. De acordo com Rottmayer et al., (2006), o cultivo
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de BOEC utilizando este mesmo modelo de agregados durante 24h, ndo apresentou
variacdo na morfologia e expressdo dos genes avaliados, além de manter suas
caracteristicas morfoldgicas e atividade ciliar intensa (LEFEBVRE et al., 1995; SARAF
et al., 2017). Isto demonstra uma estabilidade das caracteristicas destas células neste
modelo de cultivo, guando comparadas ao cultivo em monocamada, garantindo maior
semelhanca das caracteristicas destas células in vivo, ao se utilizar o cultivo de
agregados de BOEC.

Assim como o tempo prolongado de cultivo pode provocar modificacbes nestas
células, o estagio do ciclo estral também pode influenciar as mesmas, devido a
concentracdo de estradiol e progesterona circulante (COY et al., 2012). Apés a IA ou
a monta natural, os espermatozoides progridem pelo trato reprodutivo feminino até
chegarem a tuba uterina e formarem os reservatorios de espermatozoides. Esses
eventos ocorrem em fase estrogénica, ou seja, com altas concentracfes de estradiol
circulante (HUNTER, 2012), normalmente ocorrendo a ovulagdo 12h apds o final do
estro (NELSON et al., 2017). Portanto, neste estudo foram utilizadas tubas uterinas
provenientes do trato reprodutivo cujo ambos 0s ovarios possuiam auséncia de CL,
sendo utilizado a tuba uterina ipslateral ao ovario que possuia o maior foliculo. Desta
forma, foi garantido que as células tubéaricas estavam sobre efeito do estradiol, com o
trato reprodutivo em fase estrogénica, mimetizando o que ocorre naturalmente em
monta natural ou IA. Com isto, as alteracdes dependentes do ciclo estral na
morfologia das BOEC, foi controlada.

Outro controle utilizado, foi através da avaliacdo dos genes em amostras contendo
apenas espermatozoides. Isto porque, assim como as demais células, o0s
espermatozoides possuem RNAm, o qual poderia influenciar no nivel de transcritos
avaliados ao se extrair o RNA em amostras de agregados celulares co-incubados com
espermatozoides. Apos analise utilizando a mesma quantidade de espermatozoides
presentes nos grupos contendo os agregados, ndo sendo identificado nivel de
expressdo dos genes avaliados. Estudos que avaliam a expressdo génica em
espermatozoides, identificaram que a quantidade de RNAm presente nestas células é
de aproximadamente 10 a 20 fg de RNAm por célula espermatica (BIANCHI et al.,
2004; BIANCHI et al 2018; KRAWETZ, 2005). Portanto, a quantidade de RNAm de
um espermatozoide é cerca de 200 vezes menor que a quantidade encontrada em
células somaticas (GOODRICH; ANTON; KRAWETZ, 2013). Isto, associado a baixa

guantidade de espermatozoides presentes nos agregados celulares, pode-se afirmar
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gue a expressao dos genes avaliados foi proveniente apenas do RNAm extraido das
BOEC, sem que haja interferéncia do RNAm dos espermatozoides.

Em relacdo aos genes avaliados neste estudo, os mesmos estédo envolvidos com
adeséo, proliferacdo e diferenciacdo celular (FUT6, BAGNT3, FOS, CST6, RARRES
2), funcdo imunoldgica (FUT6, MIF, RARRES 2), metabolismo energético celular
(CKB, RARRES 2, MIF), acdo antioxidante (NQO1), mobilizacdo de Ca?* (RARRES 2)
e apoptose (FOS).

O gene B3GNT3 nao apresentou modificacdo em sua expressao relativa nas
BOEC, quando as mesmas foram co-incubadas com duas diferentes concentracdes
de espermatozoide e em nenhum dos tempos de co-incubacédo. Este gene é
responsavel por codificar a glicoproteina GnT-lll tipica de membrana celular, que esta
envolvida na biossintese de cadeias de acucar, desempenhando um papel regulador
na formacdo de oligossacarideos (TANIGUCHI; HONKE; FUKUDA, 2011). Os
oligossacarideos fucosilados da superficie celular desempenham um papel na adeséo
celular (WIEDERSCHAIN et al., 1998). Para formacdo do reservatério de
espermatozoides, estes se ligam as células ciliadas da regiao do istmo. Esta interacao
ocorre através da interacdo de receptores e acucares presentes na membrana
plasmatica dos espermatozoides e as células ciliadas. Inicialmente ocorre o
reconhecimento da fucose pelos espermatozoides (DEFAUS et al., 2016), sugerindo
gue este gene poderia estar associado a este processo em bovinos.

Outro gene envolvido do processo de adesao celular € o FUT6, o qual também
nao apresentou modulacdo em sua expressdo. O FUT6 codifica a enzima a3-
fucosiltransferase do "tipo plasma” responsavel por regular a fucosilacdo (RYOO;
RYU; LEE, 2015), além de participar da sintese do carboidrato sialyl Lewis X,
(TANIGUCHI; HONKE; FUKUDA, 2011). Este carboidrato ja foi identificado em
associacdo com glicanos ligados a membrana das células epiteliais da tuba uterina de
porcas (KADIRVEL et al., 2012), participando da formacdo do reservatério
espermatico (MACHADO et al., 2014). Este gene poderia estar associado a este
processo de ligagdo, sugerindo que ocorra a adesdo de outras moléculas de
carboidrato, como ocorre em outras espécies, sendo que o Unico carboidrato
identificado para a espécie bovina é a fucose.

Dessa forma, esta claro que os genes B3GNT3 e FUT6 participam dos
processos de ligagdo molecular entre célula espermatica e células epiteliais da tuba

uterina, e que juntamente com outros fatores possam influenciar nessa ligagéo. O
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principio de que estes genes seriam modulados pela interacdo dos espermatozoides
com as BOEC nao foi confirmada, mostrando que esta sintese de fatores relacionados
ao processo de ligacédo dos espermatozoides, pode ndo ser dependentes da presenca
dos mesmos.

O gene NQOL1 nao apresentou modulacdo de sua expressdo. Outros fatores na
tuba uterina podem estar relacionados ao controle da formacdo de EROs em que este
gene participa. Este gene atua como uma enzima antioxidante, possivelmente pela
reducdo de quinonas, que subsequentemente ajudam a proteger as membranas
celulares contra o dano oxidativo (ATIA; ALRAWAIQ; ABDULLAH, 2014).
A capacidade dos espermatozoides em gerar espécies reativas de oxigénio é um dos
principais contribuintes para o stress oxidativo. Esse stress oxidativo é responsavel
por danos e comprometimento da funcdo dos espermatozoides, uma vez que 0s
EROs podem gerar danos a diferentes estruturas celulares, incluindo a molécula de
DNA (AITKEN; JONES; ROBERTSON, 2012).

Em relacdo ao gene CKB, nédo foi observado modificacdo de sua transcricdo apos
interacdo dos espermatozoides as BOEC. Este gene codifica a enzima creatina kinase
B, que catalisa a fosforilacéo reversivel da creatina, para manutencao do reservatorio
e transporte de energia celular (HALLAK et al., 2001). Sua expressao foi relatada em
células do cumulus pelo estimulo do estradiol em humanos (LEE et al., 2010). Embora
nao haja relatos na literatura da avaliacdo deste gene na tuba uterina, 0 mesmo foi
avaliado por estar relacionado ao metabolismo energético celular, uma vez que as
células da tuba uterina demandam alta energia durante a fase de formacdo dos
reservatérios, assim como a célula espermética (HAN, 2016).

Para o gene CST6, sabe-se que o inicio de sua expressao pode ser induzido pela
acdo da progesterona e expresso em células epiteliais no utero de ovelhas
(SPENCER; FORDE; LONERGAN, 2016). Como citado anteriormente, a tuba uterina
apresenta modificacbes de acordo com o0s niveis circulantes de estradiol e
progesterona de forma especifica em cada espécie, variando de acordo com o ciclo
estral do animal. Entretanto, ndo se sabe se alteragdes na tuba uterina de bovinos,
podem ter inicio previamente a ovulacdo, e consequentemente ao inicio da fase latea.
Embora o gene CST apresente modificacdes em sua expressao apds o aumento de
progesterona, 0 mesmo nao foi encontrado apos a ligacdo dos espermatozoides a
estas células, identificando que a funcdo deste gene esta mais relacionada a

variagcdes hormonais antes e apos a ovulacao.
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O gene RARRES 2 também néo apresentou modulacdo de sua expressao. Este
gene é responsavel pela formagcdo de uma adipocina envolvida na regulacdo de
adipogénese, metabolismo energético e inflamacdo (SKRZECZYNSKA-MONCZNIK
et al., 2009). Desta forma, genes relacionados a resposta inflamatéria gerada pela
presenca dos espermatozoides poderiam ser alterados. As células espermaticas
requerem grande quantidade de energia, e reagdes inflamatorios fisiol6gicos ocorrem
antes da formacdo dos reservatorios. A chegada dos espermatozoides resulta em
guimiotaxia de células inflamatérias com rapido influxo de polimorfonucleares para o
[imen uterino (ALOE et al.,, 2012). Esta resposta inflamatoria € transitoria e
espermatozoides mortos ou capacitados séo alvo primario dos neutréfilos presentes
no utero (HOLT; FAZELI, 2016a). RARRES 2 também desencadeia a mobilizagdo do
Ca?* (MONNIER etal., 2012). O Ca?' possui importante funcdo relacionada a
separacao dos espermatozoides das BOEC. Proximo ao momento da ovulacéo, os
espermatozoides se desprendem das BOEC, a qual ocorre simultaneamente ao
processo de capacitacdo espermatica (FAZELI et al., 1999), ocorrendo um aumento
dos canais intracelulares de Ca?* na membrana plasmaética dos espermatozoides
(HO; WOLFF; SUAREZ, 2009; KIRICHOK; NAVARRO; CLAPHAM, 2006). A
mobilizacdo de Ca?* celular pode estar relacionada a outros genes, regulando o
processo de capacitacdo espermatica e liberacdo dos mesmos das BOEC. Outros
genes relacionados ao processo inflamatoério também podem responder a presenca
dos espermatozoides, devendo ser avaliados em estudos futuros.

Em relacédo ao gene MIF, o presente estudo mostrou que apos 18 horas de co-
incubacéao, este gene ndo apresenta variagcdo em sua expressao. Entretanto, apos co-
incubacédo por 12h, foi observada diminuicao da expresséao de MIF nos agregados de
BOECs em relacdo ao grupo controle Oh, assim como na comparacado entre 6 e 12 h
de co-incubacdo. E conhecido que nas BOEC a expressdo de sua proteina é maior
durante a fase ldtea, sendo que altos niveis de estradiol circulante regulam
negativamente a expressdo de MIF na tuba uterina bovina (NAHAR; KADOKAWA,
2017). O gene MIF estd relacionado positivamente a resposta inflamatoria,
participando da regulacdo dos macrofagos, ativacéo de células T e sintese de IgE e
apoptose (BIFULCO et al., 2008). A remodelacdo das BOEC é um passo necessario
no processo de preparacdo de um ambiente ideal para o transporte de gametas,
fecundacdo e desenvolvimento embrionario. O remodelamento € regulado

principalmente pela proliferacéo, diferenciacdo e apoptose de células secretoras, e
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esses processos parecem ser regulados por alteracdes endocrinas relacionadas ao
ciclo estral (BINELLI et al., 2018). Um estudo in vivo realizado em camundongos
mostrou que as células secretoras se auto renovam, e também d&o origem a células
ciliadas (GHOSH; SYED; TANWAR, 2017). Além disso, Ito et al., (2016) concluiram
que a proporcao de células epiteliais ciliadas e secretoras muda durante o ciclo
estral, e que em bovinos, apenas as células secretoras proliferam. Foi demonstrado
por Carli et al., (2007) que a proteina MIF na concentracdo Otima promove a
capacitacdo espermadtica in vitro, e que sua alta expressao pode ser prejudicial a
motilidade espermatica, enquanto que a baixa concentracdo de MIF inibe a
capacitacdo. Possivelmente a medida que se aproxima o momento da ovulagéo,
ocorra um equilibrio na concentracdo da proteina MIF estimulando a capacitacédo e
liberacdo de alguns espermatozoides, enquanto o mesmo regula fatores de
remodelacdo celular e fatores inflamatérios previamente a liberacdo dos
espermatozoides. Os espermatozoides, quando presentes na tuba uterina, sdo alvo
de células inflamatérias, principalmente por neutrofilos. Essa resposta € induzida
fisiologicamente pela propria presenca dos espermatozoides. Possivelmente a
resposta da baixa expresséo do gene MIF as 12h pode ter sido induzida pela ligacao
dos espermatozoides as BOEC, diminuindo a resposta de genes pro inflamatorios,
como forma de autoprotecdo a célula espermatica. Este gene também esta
relacionado com a regulacéo da glicose. E conhecido que a glicose excessiva pode
ser prejudicial para a maturacdo de ovocitos bovinos e o desenvolvimento de
embrides em estagio inicial (KUMAR et al., 2012). A resisténcia a insulina associada
ao alto indice de escore corporal, podem causar menor expressao do MIF. Com isto,
a expressao de MIF na tuba uterina pode ser regulada negativamente para proteger o
embrido (NAHAR; KADOKAWA, 2016). Possivelmente, este gene pode ser
responsavel por manter niveis de glicose ideais para manutencdo das células
epiteliais, visto que estas demandam grande energia, além de manter um ambiente
propicio para os eventos seguintes de fecundacédo e formacao embrionaria.

Isto pode fornecer indicios que a regulagdo da expressao de genes da tuba uterina
regulada pela presenca dos espermatozoides, pode ocorrer de forma rapida e
transitoria, uma vez que na avaliacdo de 18h de co-incubacéo o gene MIF voltou a ter
niveis de expressao semelhante ao do momento Oh.

Em relac&o ao gene FOS, foi encontrado aumento de sua expressdo nas BOEC

(P=0,024) apoés 18h de co-incubacdo com concentracdo de 1x10° de
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espermatozoides/mL. O gene FOS vem sendo associado a alguns eventos celulares
gue incluem transformacao, proliferacao, diferenciacéo celular e apoptose, sendo que
sua transcrigdo ocorre de maneira rapida e transitéria (KARIN; LIU; ZANDI, 1997). E
bem documentado que a expressédo de FOS aumenta devido a acao do estradiol, e
diminui com a luteinizacédo das células da granulosa (RUSOVICI; LAVOIE, 2003). O
gene FOS associado ao JUN, ativam a proteina ativadora do fator de transcrigédo-1
(AP-1), a qual participa da regulacdo de diversos genes (RAUSCHER et al., 1988).
Diante disso sugere-se que o gene FOS seja um importante regulador de processos
pré ovulatérios, os quais podem ocorrer inclusive na tuba uterina, preparando o
ambiente adequado para manutencdo da viabilidade dos gametas, fecundacao e
desenvolvimento embrionario inicial. Nesse contexto, o remodelamento adequado
pode ser necessario para garantir um ambiente pré ovulatério com aumento da
proliferacéo e diferenciacao celular. Além disto, € possivel que os espermatozoides
causem modulacdo da expressao do gene FOS, apenas quando uma concentracao
minima de espermatica esta ligado as BOEC, uma vez que a concentragdo mais baixa

utilizada, néo foi capaz de causar a mesma modificagao.
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9. CONCLUSAO

Baseado nos resultados deste estudo, conclui-se que o cultivo in vitro de BOEC
em agregados nédo altera a expressao dos genes avaliados. Além disto, a interacéo
de espermatozoides e BOEC modula a expressdo do gene FOS in vitro quando
submetido a cultivo por 18h de incubacdo em uma concentracdo de 1x10°
espermatozoides/mL. Nessa mesma concentragcdo espermatica, o gene MIF
apresentou diminuicdo de sua expressdo apés 12h de co-incubacdo em relacdo ao
tempo Oh e 6h de cultivo. Para os demais genes avaliados neste estudo, ndo foi
identificado efeito dos espermatozoides sobre o nivel de transcritos, independente da

concentracdo espermatica ou tempo de co-incubacéo utilizados.
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