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Figurel. Quantitative real time PCR analysis of eNOS mRNA in bovine cotyledon-
associated caruncles (dark gray bars) and caruncles from non-gravid horn (light gray
bars). eNOS mRNA expression did not vary beteween caruncles from gravid and
non-gravid horns from days 30 to 40 in Al gestations; however, the gene was
downregulated in caruncles from non-gravid horns at day 40 of IVF gestations.
Means with different superscripted letters are significantly different (p<0.05) at same
gestational age. Asterisks characterize means with significant differences (p<0.05)
between Al and IVF gestations. Al artificial insemination; IVF: in vitro
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Figure 2. Quantitative real time PCR analysis of EDNRB mRNA in bovine cotyledon-
associated caruncles (dark gray bars) and caruncles from non-gravid horn (light gray
bars). EDNRB gene showed higher expression in cotyledon-associated caruncles
during days 30 and 35 of Al gestations. The gene was upregulated in cotyledon-
associated caruncles at day 40 in IVF gestations. Means with different superscripted
letters are significantly different (p<0.05) at same gestational age. Asterisks
characterize means with significant differences (p<0.05) between Al and IVF
gestations. Al: artificial insemination; IVF: in vitro
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Figure 3. Quantitative real time PCR analysis of ANGPT2 mRNA in bovine
cotyledon-associated caruncles (dark gray bars) and caruncles from non-gravid horn
(light gray bars). In Al gestations, ANGPT2 gene showed higher expression in
cotyledon-associated caruncles during days 30 and 35. The increase in transcript

levels only occurred in cotyledon-associated caruncles at day 40 in IVF gestations.



Means with different superscripted letters are significantly different (p<0.05) at same
gestational age. Asterisks characterize means with significant differences (p<0.05)
between Al and IVF gestations. Al artificial insemination; IVF: in vitro
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Figure 4. Quantitative real time PCR analysis of GUCY1B3 mRNA in bovine
cotyledon-associated caruncles (dark gray bars) and caruncles from non-gravid horn
(light gray bars). Cotyledon-associated caruncles showed high expression of
GUCY1B3 mRNA at 30 days in Al gestations. Despite no statistical differences, this
expression pattern remained until day 35. Gene mRNA expression significantly
decrease in gravid horn at 40 days in Al gestations. GUCY1B3 transcript levels did
not vary between caruncles from gravid and non-gravid horns in IVF gestations.
Means with different superscripted letters are significantly different (p<0.05) at same
gestational age. Asterisks characterize means with significant differences (p<0.05)
between Al and IVF gestations. Al: artificial insemination; IVF: in vitro
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MODULAGCAO DA EXPRESSAO GENICA CARUNCULAR PELO EMBRIAO
BOVINO DURANTE A PLACENTACAO: INFLUENCIA SOBRE FATORES
ANGIOGENICOS E VASOATIVOS

RESUMO GERAL

Em bovinos, perdas reprodutivas ocorrem principalmente no periodo embrionario (0
— 42 dias), sendo desencadeadas principalmente por falhas na sincronizagcdo da
comunicacdo materno-embrionaria. O concepto (embrido e membranas
extraembrionarias) desempenha um papel chave no controle do ambiente
intrauterino, desencadeando a liberacdo de fatores paracrinos para sinalizacdo
gestacional e modulando a expresséo de genes no endométrio materno que atuam
na preparacdo da implantacdo e posterior inicio do desenvolvimento placentario.
Apesar da producao in vitro de embrides se mostrar como uma ferramenta Gtil no
aumento da produtividade de rebanhos, este método ainda apresenta lacunas no
sucesso da eficiéncia reprodutiva. Este estudo objetivou analisar a expressao de
genes envolvidos com a funcéo vascular placentaria em cornos uterinos gestantes e
nao gestantes de vacas primiparas submetidas a inseminacéo artificial (IA) e
fertilizacdo in vitro (FIV), buscando identificar o papel regulatério do embrido na
expressdo génica endometrial e a influéncia da manipulagcdo embrionéaria in vitro
neste mecanismo. Para realizacdo do estudo, amostras carunculares do corno
gestante foram coletadas apés a separacdo dos cotilédones fetais, ocorrendo nos
dias30 (n=3),35(n=8)e 40 (n=3)de lA e 35 (n =3) e 40 dias (n = 3) de FIV.
Concomitantemente, carunculas do corno uterino contralateral também foram
coletadas. Todos os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados
a — 80° C, até o momento de extragdo do RNA. A partir de um microarranjo
previamente realizado, quatro genes (eNOS, GUCY1B3, EDNRB, ANGPT2)
envolvidos com a funcédo vascular placentaria foram selecionados para o estudo.
Todas as amostras foram processadas pela técnica de PCR Quantitativo em Tempo
Real (gPCR), onde a andlise dos resultados mostrou um aumento significativo
(p<0,05) em cornos gestantes de IA entre os 30 e 35 dias para os genes EDNRB e
ANGPT2, e 30 dias para GUCY1B3. Nenhuma alteracdo nos niveis de expresséo de



eNOS para IA foi observado. Uma resposta de transcri¢ao tardia ocorreu aos 40 dias
em cornos gestantes de FIV para os genes eNOS, EDNRB e ANGPT2, e nenhuma
alteracao significativa (p<0,05) foi observada para GUCY1B3. Tendo em vista 0s
aspectos observados, conclui-se que a expressao diferencial de genes em cornos
gestantes possui relacdo direta com a presenca do embrido, estando 0os mesmos
genes sujeitos a modificagées no padrao transcricional em virtude das adversidades

impostas pela manipulacao e cultura in vitro de embrides.

Palavras-chave: fungao vascular, placenta, inseminacéo artificial, fertilizag&o in vitro



ABSTRACT

Keywords: In cattle, reproductive loss occurs mainly embryonic period (0-42 days),
and one of the major cause of this issue are failures in synchronization of maternal
and embryonic communication. The conceptus (embryo and extraembryonic
membranes) plays a key role in controlling intrauterine environment, leading to the
release of paracrine factors for gestational signaling and modulating the expression
of genes in maternal endometrium, leading up to implantation and subsequent early
placental development. Despite of in vitro production of embryos proves to be a
useful tool in increasing productivity of cattle, this method still has gaps in successful
of reproductive efficiency. This study aimed to analyze the expression of genes
involved with placental vascular function in gravid and non-gravid uterine horns of
primiparous cows submitted to artificial insemination (Al) and in vitro fertilization
(IVF), in order to identify the regulatory role of embryo on endometrial gene
expression and the influence of in vitro embryonic manipulation on this mechanism.
In this study, caruncular samples of the gravid horn were collected after the
separation of fetal cotyledons, occurring on days 30 (n = 3), 35 (n = 8) and 40 (n = 3)
Al and 35 (n = 3) and 40 (n = 3) days IVF. Caruncles of contralateral uterine horns
were collected concomitantly. All tissues were frozen in liquid nitrogen and stored at -
80°C until RNA extraction. Four genes (eNOS, GUCY1B3, EDNRB, ANGPT2)
involved with placental vascular function were chosen for this study. All samples
were processed by Quantitative Real Time PCR (gPCR), at where the analysis of
results showed a significant increase (p<0.05) in Al gravid horns between 30 to 35
days for both EDNRB and ANGPT2 genes, while GUCY1B3 was upregulated on
gravid horns only at 30 days Al. Expression levels of eNOS did not changed in Al
uterine tissues. Late transcription response occurred at 40 days IVF on gravid horns
for eNOS, EDNRB and ANGPT2, and no significant alterations (p <0.05) was
observed for GUCY1B3. Considering the observed aspects, we conclude that the
differential expression of genes on gravid horns has a direct relation with the
presence of embryo, being these genes themselves liable to modifications in
transcriptional pattern due to adversities imposed by manipulation and culture of in

vitro embryos.
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CONSIDERACOES GERAIS

Diversos fatores nutricionais, hormonais e imunoldgicos séo requeridos durante o
periodo de pré-implantacdo embrionaria, sendo essenciais para o sucesso da
implantacdo do embrido no endométrio e sinalizagdo do reconhecimento materno
gestacional nos mamiferos. No sistema de producdo de ruminantes, a mortalidade
embrionaria consiste em um dos maiores problemas de cunho econdémico, refletindo
em taxas reduzidas de concepcao e diminuicdo do numero de filhotes em espécies
multiparas (DISKIN; MORRIS, 2008). Em vacas, a probabilidade de perda
gestacional precoce por morte embrionaria ocorre durante os dias um a 42 de
gestacdo (FARIN et al.,, 2006), sendo o periodo de pré-implantacdo considerado
como critico para o desenvolvimento do embrido (LIMA; SOUZA, 2009; DESTRO et
al., 2014). Perdas embrionarias e fetais representam cerca de 40% em vacas
inseminadas artificialmente, embora a eficacia deste método reprodutivo possa
chegar a 100% (DISKIN; MORRIS, 2008).

O Brasil ocupa uma posicdo de destaque na producdo in vitro de embrides,
atingindo cerca de 50% do total produzido mundialmente apenas no ano de 2005
(THIBIER, 2006; VARAGO et al., 2008). No entanto, ao menos trés fatores sao
fundamentais para que a gestacdo por transferéncia de embrides seja bem
sucedida: a receptividade do endométrio; boa qualidade do embrido ainda na fase
de blastocisto; e sincronizacdo de comunicacdo entre o endométrio e o embrido
(SADEGHI, 2012). Em bovinos, apenas 30 a 40% dos odcitos imaturos atingem a
fase de blastocisto entre os dias sete e oito pés-fertilizacdo (RIZOS et al., 2008).
Embora o desenvolvimento gestacional normal possa ser observado com
transferéncia de embrides in vitro, diversas consequéncias adversas sao relatadas
ao feto e a placenta em decorréncia da utilizacdo deste método, dentre as quais a
morte embrionaria precoce, aborto, Sindrome de Bezerros Grandes, deformidades
musculo-esqueléticas, crescimento anormal de o6Orgdos e anormalidades da
vasculatura e desenvolvimento placentario (FARIN et al., 2006). Além disso,
alteracdes no padrdao de expressdo de genes também tem sido relatadas em
resposta as condicbes subotimas impostas pela cultura in vitro de embrides
(TESFAYE et al., 2004; LONERGAN et al., 2006).



A implantacdo embrionaria tem inicio com a aderéncia do blastocisto a parede
uterina, finalizando com a formacdo da placenta (HERINGTON; BANY, 2010). O
didlogo estabelecido entre a mde e o embrido pdés-fertilizagcdo € crucial para a
manutencdo da gestacdo, resultando na sincronizagdo entre o desenvolvimento
embrionario e remodelamento do endométrio; diferentes fatores como os hormdnios
esteroides e peptidicos, prostaglandinas, citocinas e fatores de crescimento estédo
envolvidos na coordenagdo da comunicacdo gestacional (HASHIZUME, 2007).
Fatores paracrinos secretados pelo concepto em desenvolvimento sao fundamentais
ao endométrio durante a progressdo da implantacdo (HERINGTON; BANY, 2010).
Em ratas, foi demonstrado que o concepto é capaz de exercer um efeito local na
regulacdo da expressdo de genes no endométrio durante o processo de
decidualizacdo (BANY; CROSS, 2006). O hCG é um importante sinalizador
gestacional embrionario de humanos, sendo produzido pelo blastocisto logo apos a
descida do embrido pelo oviduto ao endométrio (RAHEEM, 2015). Em suinos, o
concepto secreta o estrogeno como principal fator de reconhecimento gestacional
materno, promovendo 0 sequestro e metabolismo de prostaglandina F2-alpha (PGF)
dentro do limen uterino e consequentemente prevenindo a lutedlise (BAZER, 2013).
Em contraste as demais espécies, 0 mecanismo de reconhecimento materno
gestacional em equinos ainda néo foi totalmente esclarecido (KLEIN; TROEDSSON,
2011). Porém, sabe-se que a restricdo do movimento do concepto equino resulta em
lutedlise e falha da manutencdo gestacional (MCDOWELL et al.,, 1988), e que
presumivelmente essa migracdo embrionaria no limen uterino sirva para sinalizar
sua presenca e recrutar secre¢des uterinas ao longo de todo o utero (SHARP,
2000).

Partindo para o desenvolvimento embrionario de bovinos, a mérula embrionéaria
alcanca o Utero entre os dias quatro e seis ap0s a concepcao, e transforma-se em
blastocisto no periodo denominado de compactacdo (BROOKS et al., 2014). O
blastocisto € uma unidade funcional embrionaria composta por uma massa celular
interna e uma cavidade central (blastocele) envolta por uma monocamada de
trofectoderma (BROOKS et al., 2014). Durante os dias oito e 10, o blastocisto eclode
da zona peliacida para formagdo do concepto (embrido e membranas

extraembrionarias associadas), que assumira um formato estrutural esférico antes



do processo de alongamento embrionario (OESTRUP et al., 2009; OSTRUP et al.,
2011; BROOKS et al., 2014). O concepto ovoide sera formado entre os dias 12 a 14
(MADDOX-HYTTEL et al., 2003; BROOKS et al., 2014), com posterior alongamento
e crescimento estrutural antes da implantacdo. O processo de alongamento do
concepto promove a formacdo de uma estrutura filamentosa que ocupard os dois
cornos uterinos por volta do dia 24 da gestacdo (BAZER et al., 2012), ao passo que
o0 endométrio sofrerd modificacbes para adaptar a receptividade ao embrido na
implantacéo e estabelecimento da gestacédo (FORDE et al., 2014).

O concepto em desenvolvimento necessita ser nutrido, uma vez que ainda néo
h&d o contato do trofoblasto com a circulacdo sanguinea materna (OSTRUP et al.,
2011). O histotrofo € a primeira fonte de nutrientes do trofoblasto no periodo
embrionario. E um fluido uterino luminal composto por uma mistura complexa de
ions, proteinas, amino&cidos, lipideos, citocinas, horménios, fatores de crescimento
e outras moléculas (SHIMIZU et al., 2010; FORDE et al., 2014) que s&o
transportadas ou sintetizadas e secretadas pelo epitélio glandular e luminal uterino
(SATTERFIELD et al., 2009; BAZER et al., 2011). Hipoteticamente, a composi¢ao do
fluido luminal uterino histotréfico pode ser alterada para suportar o crescimento e
sobrevivéncia do blastocisto até o processo de alongamento embrionario
(SPENCER et al., 2014), podendo ser influenciada pela expressdo de genes no
epitélio luminal (EL) e/ou glandular (EG) endometrial estimulados pela progesterona
(P4) ovariana e que posteriormente sdo influenciados por fatores estimulantes do
préprio concepto (prostaglandina, interferon tau, cortisol) e do endométrio
(prostaglandina, cortisol) (DORNIAK et al., 2013; BROOKS et al., 2014; SPENCER
etal., 2014).

Entretanto, é necessario que haja o silenciamento do receptor de progesterona
(RPG) no EL e EG para que a P4 circulante atue sobre o RPG nao silenciando nas
células do estroma endometrial, aumentando assim a expressdo do fator de
crescimento de fibroblasto 7 (FGF7), FGF 10 e o fator de crescimento do hepatécito
(HGF), que ao se ligarem aos seus receptores no epitélio endometrial ou
trofectoderma irdo desencadear o mecanismo de sinalizacdo celular responséavel
pela expressao de genes considerados fundamentais na receptividade uterina para

implantacdo e desenvolvimento do concepto (BAZER et al.,, 2009; FORDE et al.,



2011; BAZER et al.,, 2013). Genes envolvidos na inibicdo da protease (CST3),
eritropoiese e angiogénese (HIF1A, HIF2A), migracdo celular e adesdao (IGFBP1,
LGALS15) e transportadores moleculares (SLC2A1, SLC5A11, SLC5A1, SLC7A1,
SLC7A2) sao regulados pela P4 e interferons, enquanto genes que regulam cortiséis
(HSD11B1), receptores de glicocorticoides (NRC31) e sintetizadores de
prostaglandinas (PTGS2) sao regulados pela P4, interferons e posteriormente PGs
(BAZER et al., 2012).

Em ruminantes, o reconhecimento materno-embrionario ocorre quando o
concepto sinaliza sua presenca para a mae (LIMA; SOUZA, 2009). Este mecanismo
de sinalizacdo acontece quando o concepto, ainda em processo de alongamento,
secreta 0 hormoénio Interferon tau (IFN-1) no limen uterino, promovendo o efeito
antiluteolitico responsavel pela manutencdo da gestacdo (BAZER et al., 2009;
ANTONIAZZI et al. 2011; BAZER, 2013). O IFN-T representa uma das cinco familias
das citocinas secretadas de interferons do tipo | (IFNs 1), e €& expresso
exclusivamente por células mononucleares do trofectoderma de conceptos
ruminantes no periodo de pré-implantacdo (DEMMERS, 2001; BAZER, 2013). E
secretado em maior quantidade entre os dias gestacionais 15 a 17 (SANTOS et al.,
2004), sendo o dia 16 considerado como dia de reconhecimento materno
gestacional nos bovinos (FORDE et al. 2011).

Os receptores de IFNs | sdo compostos por duas subunidades denominadas
IFNAR1 e IFNAR2 (BINELLI et al.,, 2001), e podem ser expressos em todos 0s
tecidos corporais (ANTONIAZZI et al., 2011). Quando acoplado aos receptores, 0
IFN-T irA atuar no mecanismo de sinalizacdo celular promovida pelas proteinas
Janus Quinase ativada (JAK) e proteinas transdutoras e ativadoras de sinais de
transcricdo (STAT), localizadas nas células epiteliais do endométrio (PLATANIAS,
2005). O IFN-T induzird a fosforilagdo das proteinas STAT pelas proteinas JAK
(cascata JAK/STAT), formando assim o complexo ISGF3 (PLATANIAS, 2005;
ANTONIAZZ] et al., 2011). O ISGF3 inibira a transcricdo dos genes receptor alfa de
estrogeno (ESR1) e receptor de ocitocina (OXTR), e € 0 Unico complexo capaz de
migrar para o nucleo celular e de se ligar a elementos responsivos a estimulagéo por
interferons (ISREs) no DNA, para posterior transcricdo de genes estimulados pelo
interferon (ISGs) (BINELLI et al., 2001; PLATANIAS, 2005) como o 2'-5



‘'oligoadenilato sintetase 1 (OAS1), gene de resisténcia ao Myxovirus 2 (MX2), gene
estimulado pelo interferon 15 (ISG15) (GREEN et al., 2010), fator regulatério de
interferon 9 (IRF9), fator regulatorio de interferon 2 (IRF2), dentre outros (BAZER et
al., 2012).

O IFN-T atuara de forma paréacrina, silenciando a expressao dos genes ESR1 e
OXTR no epitélio glandular superficial e luminal uterino, inibindo assim a liberacéo
pulsétil de prostaglandina (PGF2a) pelo bloqueio do OXTR e impossibilitando a
regressdo do CL (BAZER et al., 2012; BROOKS et al., 2014). Entretanto, o IFN-T
nao inibe a expresséo da sintase de prostaglandina 2 (PTGS2) no utero (BROOKS
et al., 2014), responséavel por estimular a producao de PGF e PGE2. O concepto em
alongamento sintetiza e secreta mais PGs que o proprio Utero, fazendo com que sua
concentracdo seja maior em ovinos e bovinos gravidicos quando comparados aos
ruminantes ciclicos (BAZER et al., 2013). Tanto o IFN-T quanto as prostaglandinas
sédo fundamentais para o desenvolvimento do concepto, pois estimulam a expresséo
de genes no epitélio endometrial que promovem a proliferacdo, migracdo e
aderéncia celular (GRP, IGFBP1, LGALS15, SPP1) e transporte de glucose
(SLC2A1, SLC2A5, SLC5A1, SLC5A11) e aminoacidos (SLC1A5, SLC7A2) (BAZER
et al., 2013; BROOKS et al., 2014).

A produgdo in vitro e transferéncia de embrides demonstram que o ambiente
uterino materno ndo € necessario para que o IFN-T seja expresso, embora
desempenhe um papel importante no seu controle (ALBERTO et al., 2011; SANDRA
et al., 2015). Essa expressao aparenta ser geneticamente programada pelo fato do
IFN-T ser detectado in vitro apds a fertilizagdo, mas sua expressao torna-se maior
em ovinos em meios de cultura na presencga de tecido endometrial (DEMMERS et
al., 2001). Para Alberto et al. (2011), a modulagcéo do IFN-T pode ser induzida por
condi¢cBes no meio de cultura associadas a presenca de fatores biologicos presentes
no soro fetal, ou ainda por motivos intrinsecos do proprio embrido. Araudjo et al.
(2005) constataram que a secrecao de IFN-1 de embrides in vitro criopreservados é
menor quando comparada a embrides frescos, sendo este fato atribuido aos danos
nas ceélulas trofoblasticas provocados pela criopreservacdo. Ainda, embribes de

melhor qualidade sdo capazes de produzir mais IFN-T que embrides de baixa



qualidade, devido ao fato de possuirem menos células degeneradas (STOJKOVIC et
al., 1995; ALBERTO et al., 2011).

O primeiro contato célula-célula entre o trofectoderma e EL € denominado de
aposicao (OSTRUP et al., 2011). Durante esta fase, as microvilosidades apicais que
recobrem o trofectoderma s&o reduzidas, e ocorre uma adesdo instavel ao EL
(BAZER et al., 2012). Para assegurar a aderéncia e posterior aposicdo, o EL
promove a formacao projecdes citoplasmaticas interdigitais no préprio trofectoderma
(SPENCER et al. 2004). O concepto ruminante desenvolve uma ampla superficie de
contato com o LE, descartando assim a invasao profunda das células trofoblasticas
no tecido uterino materno (NAKAYA; MIYAZAWA, 2015); tanto os tecidos
carunculares quanto os intercarunculares participam da implantacdo (BAZER et al.,
2012). Ainda por volta dia 19 gestacional, células binucleadas gigantes trofoblasticas
(BNC) diferenciam-se dos trofoblastos mononucleares (SPENCER et al., 2004).
Entretanto, tais células ndo participam da adesdo ao EL; elas se fundem
posteriormente com o as carunculas no EL para formacdo dos placentomas (LEE;
DEMAYO, 2014). Dentre suas funcdes destacam-se a formacdo sincicio em
compartimentos concepto-maternal para protecdo imunolégica do concepto e
crescimento do placentoma e a sintese de CSH1 e P4, essenciais na fisiologia
gestacional materna (BAZER et al., 2012).

Dois processos sao requeridos no momento da adesédo: a reducdo ou perda do
glycocalyx no LE e o surgimento de moléculas celulares de adesdo na superficie
endometrial uterina (NAGAOKA et al, 2000). O glycocalyx é uma camada formada
por carboidratos presente no trato reprodutivo feminino que agem impedindo a
aderéncia do blastocisto no endométrio (BRAYMAN et al.,, 2004; LEE; DEMAYO,
2014). A MUC1 (Mucina 1) & uma glicoproteina transmembrana de alto peso
molecular expressa na superficie apical do epitélio uterino, sendo um dos
componentes do glycocalyx (BRAYMAN et al., 2004). Sua alta expressao inibe a
aderéncia do blastocisto no endométrio (LEE; DEMAYO, 2014), enquanto sua perda
€ regulada pela progesterona em ovelhas (JOHNSON et al., 2001).

Por este mecanismo de perda, acredita-se que outras glicoproteinas sejam
expostas na superficie endometrial, contribuindo para a aderéncia do concepto
(SPENCER et al., 2004). As integrinas séo glicoproteinas transmembranas formadas



por heterodimeros a e  que atuam como receptores de adesdo das proteinas de
matriz extracelular endometrial (NAGAOKA et al., 2000; LOPES et al., 2011), além
de mediar importantes mecanismos de desenvolvimento celular, como proliferacéo,
sobrevivéncia/apoptose, polaridade, motilidade e expresséo e diferenciagdo genética
(HYNES, 2002). Podem ser expressas no epitélio uterino e trofectoderma durante o
ciclo estral e processo de implantacdo (BOWEN et al., 1996; NAGAOKA et al., 2000;
MACINTYRE et al.,, 2002), e segundo Lopes et al. (2011), atuam como boas
marcadoras da receptividade endometrial (LOPES et al., 2011).

A aderéncia ao endométrio ocorre por volta do dia 17, com o inicio da formacéo
placentaria (SAMMIN et al.,, 2009). Os ruminantes possuem placentas do tipo
sinepiteliocorial, onde as células trofoblasticas se aderem a superficie celular
epitelial uterina sem promover invasdo profunda ao endométrio (MOFFETT; LOKE,
2006; NAKAYA; MIYAZAWA, 2015). Cerca de 80 a 120 placentomas sao formados,
oriundos da fixacdo das vilosidades fetais alantocoriénicas nas criptas carunculares
(SCHAUSER et al., 2001). Essas vilosidades alantocoridnicas sdo denominadas de
cotilédones fetais, sendo formadas pela fusdo da area vascular do alantoide com a
area avascular coridnica (SAMMIN et al., 2009).

O desenvolvimento vascular placentario € crucial para o crescimento fetal
durante a gestacao, e consiste em dois processos distintos. A primeira rede vascular
é formada ainda no periodo embrionario, com a diferenciacdo in situ de células
mesenquimais pluripotentes em angioblastos (HANAHAN, 1997), considerados
células endoteliais. Este processo é denominado de vasculogénese, e é influenciado
pelos fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fibroblastico (FGF). Outro
processo envolvido na formacéo vascular é a angiogénese, onde novos vasos sao
formados a partir de vasos preexistentes (LINARES et al., 2014) por brotamento ou
intussuscepcdo. No brotamento, a matriz extracelular é degradada e as células
endoteliais migram para dentro do espaco extracelular por quimiotaxia e se
proliferam, formando brotos funcionais que estabelecem conexdes com outros
segmentos da rede capilar (DENIPOTI et al., 2006). J& na intussuscepc¢ao, células
endoteliais de um unico capilar se dividem de forma longitudinal até formarem um

septo que originara dois vasos. Porém, para que haja o desenvolvimento de um



sistema vascular funcional outros fatores regulatorios e angiogénicos além do VEGF
e FGF séao requeridos (EKLUND; OLSEN, 2006).

eNOS (sintase do 6xido nitrico endotelial)

O 6xido nitrico (NO) € um radical livre gasoso (DIAS et al., 2011) produzido por
conversdo do aminoacido L-arginina por meio da reacdo catalitica de oxidacéo
realizada pelas enzimas sintase do 6xido nitrico (NOS) (TARRADE et al., 2014).Trés
isoformas de NOS com diferentes localiza¢des, regulacdes, propriedades cataliticas
e sensibilidade inibitorias séo relatadas (TARRADE et al., 2014), sendo classificadas
de acordo com seu mecanismo de ativacdo em NOS constitutiva e NOS induzivel
(TEIXEIRA, 2006). A NOS constitutiva € composta por duas isoformas: NOS
neuronal (nNOS), produzida em tecidos neuronais; e NOS endotelial (eNOS),
encontrada em células endoteliais, células musculares lisas e cardiomiocitos
(PIAZZA et al., 2015). Ja a NOS induzivel (iNOS) pode ser expressa em macrofagos,
neutrofilos e diversas células e tecidos (DIAS et al., 2011).

O NO é considerado um potente vasodilatador em células musculares lisas. Seu
mecanismo de acgdo ocorre por meio da ativacdo da enzima guanilato ciclase e
posterior acumulo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), responsavel por
mediar o relaxamento vascular (TEIXEIRA, 2006; KHALIL et al., 2015). Em células
endoteliais, sua producdo sera induzida pela ativacdo do EDNRB (KAWANABE;
NAULI, 2011) ou por receptores p-adrenérgicos (SILVA; ZANESCO, 2010), que irao
estimular sua sintese através da eNOS. O VEGF e fator de crescimento placentério
(PIGF) também induzem a produgcdo da eNOS nos citotrofoblastos, com
consequente producdo de NO (NORIS et al., 2005; BHAVINA et al.,, 2014). De
acordo com Dusse et al. (2013), o fato da eNOS estar acoplada a membrana celular
endotelial proporciona a presenca de altas quantidades de NO proximo a camada
muscular de vasos e células sanguineas circulantes, que rapidamente se distribui
para célula muscular e limen vascular. Por sua vez, € necessario que haja a ligacao
da proteina calmodulina (CaM) com a eNOS em altas concentracdes celulares de
célcio (Ca++), proporcionando assim a ativacao da enzima e consequente liberacéo
do radical livre (PIAZZA et al., 2015).



O NO é essencial para manutencdo da gestacao, pois participa dos processos
iniciais de desenvolvimento embrionario, implantacdo e da regulacdo do fluxo
sanguineo placentario (MAUL et al., 2003). Nos mamiferos, o desenvolvimento da
placenta e de suas respectivas funcdes ocorre através do crescimento do leito
vascular e do aumento do fluxo sanguineo do uUtero e corddo umbilical; este
processo, por sua vez, é controlado pela acdo de varios peptideos durante os
estagios iniciais e finais da gravidez (GRAZUL-BISLKA et al., 2014). Em ruminantes,
tanto o gene EDNRB quanto eNOS estdo envolvidos na regulacdo vascular da
placenta para manutencdo da gestacdo, além da participacdo de outros fatores de
crescimento do leito vascular como o VEGF e seu receptor (FLT1), angiopoietina-1
(ANGPT1), angiopoietina-2 (ANGPT2), fator de crescimento fibroblastico basico
(FGF2), guanilato ciclase soluvel (GUCY1B3) e outros componentes do sistema
endotelina (BOROWICZ et al., 2007; HAYASHI et al., 2012).

Diversos outros mecanismos fisioldégicos sdo mediados pelas NOS e pelo NO. A
pré-eclampsia € uma desordem gestacional hipertensiva responsavel por severos
indices de morbidade e mortalidade materna e fetal em humanos, sendo
caracterizada por uma resposta inflamatoria materna consequente a placentacéo
anormal (DUHIG; SHENNAN, 2015; WALKER et al., 2015). Estudos sugerem que a
reducdo dos niveis de L-arginina na placenta auxilia no desenvolvimento da pré-
eclampsia, pois com a diminuicdo deste aminoacido a eNOS sera redirecionada a
produzir NO e superoxido (O2’); consequentemente, a reacdo destas duas moléculas
resulta na formacéo do anion inativo peroxinitrito (ONOQO"), reduzindo a meia vida do
NO disponivel e provocando estresse oxidativo e perfusdo inadequada da placenta
(NORIS et al., 2004; NORIS et al., 2005; KIM et al., 2006; KHALIL et al., 2015). Em
aspectos reprodutivos, a eNOS ira participar dos processos de crescimento e atresia
folicular ovariano, além de ser expressa durante os periodos de crescimento,
diferenciacdo e regresséo do corpo luteo em ovinos (GRAZUL-BILSKA et al., 2006).
Ainda, O NO atua nos processos de desenvolvimento neoplasico em humanos. De
acordo com Fukumura et al. (2006), o efeito do NO na inibicAo ou progresséo
neoplasica ird depender da localizacdo e atividade das NOS, bem como da
concentracdo, duragcdo de exposicdo e sensibilidade celular ao NO, estando a
expressdo da eNOS associada a tumores de células vasculares endoteliais.
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GUCY1B3 (guanilato ciclase, soluvel, beta 3)

Guanilato ciclases soluveis (sGC) sao proteinas heterodiméricas de subunidades
homologas a e B (PUROHIT et al., 2013) importantes no processo de regulacéo
fisiologica do tbnus vascular, da pressdo sanguinea e de mecanismos do sistema
neuronal (DENNINGER; MARLETTA et al., 1999; POULOS, 2006; NIMMEGEERS et
al., 2007). Incialmente essas proteinas foram detectadas em mamiferos, mas podem
ser encontradas em peixes (Oryzias latipes) (MIKAMI et al.,, 1998) e insetos
(Drosophila melanogaster) (SHAH; HYDE, 1995). Suas isoformas sdo células
especificas, sendo classificadas em subunidades al, B1, a2 e 2 (HARTENECK et
al., 1991), sendo as subunidades a3 e 3 isoformas homologas humanas de al e B1
encontradas em ratos e bovinos (ZABEL et al.,, 1998). Por sua vez, o gene
GUCY1B3 é responsavel por codificar a subunidade $ (NCBI, 2015). Segundo Cary
et al. (2012), a subunidade B1 de rato faz parte de uma enorme familia conservada
em eucariotas superiores, sendo constituida de 620 aminoacidos e com a
capacidade de formar um heterodimero homologo com al (isoforma alfl),
obrigatério na atividade catalitica da sGC (ZHU et al., 2011).

A sGC é considerada como o unico receptor conhecido do NO, que ira funcionar
como um sinalizador (ZHU et al., 2011). O NO ira difundir-se através das bicamadas
lipidicas para as células adjacentes, formando o complexo de ativacdo com a sGC
(CARY et al., 2006). E através da ligacdo do NO com o dominio heme ferroso da
subunidade B1 que ir4 ocorrer a reagdo catalitica (na presenca de Mg?*) responsavel
por converter o 5—trifosfato de guanosina (GTP) em 3’,5— monofosfato de guanosina
ciclica (cGMP) (POULOS et al., 2006; PUROHIT et al., 2013; NCBI, 2015), essencial
em diversos processos fisiolégicos. O cGMP ¢é um importante indutor da
vasodilatacao (KEMP-HARPER; SCHMIDT, 2009).

Cada subunidade de sGC é composta por 4 tipos distintos de dominios: regidao de
ligacdo heme N-terminal (H-NOX); dominio central (PAS—like dominio), que contribui
para dimerizagdo; hélice anfipatica; dominio catalitico C-terminal, responsavel pelo
reconhecimento do substrato e atividade catalitica da sGC (CARY et al.,, 2006;
DERBYSHIRE; MARLETTA, 2012; WANG et al.,, 2012). De acordo com Poulus

(2006), a heme liga-se somente a regido H-NOX da subunidade B, pois ha apenas
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uma heme para cada heterodimero; entretanto, o dominio catalitico € composto por
duas subunidades (a e B) na regido C-terminal, sendo necessario que haja a co-
expressdo de ambas para que ocorra a atividade da sGC (DENNINGER;
MARLETTA, 1999).

O 17-B estradiol (E2) € um horménio esteroide ovariano produzido a partir do
colesterol e capaz de regular o comportamento sexual, aumentar a motilidade
uterina e promover a atividade de secrecdo de todo o trato reprodutivo feminino
(SZOSTEK et al., 2014). Em um estudo realizado por Johnson et al. (2006), a
expressdo do gene GUCY1B3 aumentou na caruncula e areas intercarunculares na
presenca do E2, além de estar positivamente relacionada com a expressdo de eNOS
e de outros genes envolvidos na angiogénese na presenca do estrogénio, o que faz
do E2 um dos principais reguladores da expressdo de fatores angiogénicos
endometriais em ovelhas (JOHNSON et al., 2006). Em outro estudo, Redmer et al.
(2005) relataram que a expressdo da eNOS foi significativamente relacionada com a
expressédo de seu receptor, demonstrando a importancia do GUCY1B3 na regulacao
da angiogénese placentaria. Ainda, o aumento na expressdo do GUCY1B3 na
caruncula de ovelhas foi observado por Borowicz et al. (2006) durante o ultimo tergo
de gestacdo, enfatizando a participacdo do gene durante o desenvolvimento

vascular placentério.

EDNRB (receptor de endotelina tipo B)

As endotelinas sdo peptideos vasoconstritores envolvidos no mecanismo de
diversas funcdes fisiolégicas e fisiopatoldgicas vasculares, sendo descritos em
processos de hipertensdo, arteriosclerose, desordens cardiacas, pulmonares e
renais (KHIMJI; ROCKEY, 2010). Esses peptideos sao classificados em quatro tipos:
endotelina-1 (ET-1); endotelina-2 (ET-2); endotelina-3 (ET-3) (ZANATTA et al., 2008)
e um constritor vasoativo intestinal (SAIDA; MITSUI; ISHIDA, 1989), caracterizados
por distintas estruturas e atividades farmacoldgicas (INOUE et al., 1989).

A ET-1 é um peptideo composto por 21 aminoacidos com quatro residuos de
cisteina, responsaveis por estabelecer duas pontes intramoleculares dissulfureto que

formam uma estrutura semi-conica de formato inusual e isoformas de ET-2 e ET-3
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(FLORES VALDEZ et al., 2013). E o Unico dos quatro peptideos produzido por
células endoteliais podendo ser expresso ainda por astrgcitos, células de Sertoli,
células endometriais, miofibroblastos, cardiomiocitos, células mesangiais e
leucdcitos (KHIMJI; ROCKEY, 2010; CHOI et al., 2011; FLORES VALDEZ et al.,
2013). Durante seu processo de biossintese, a ET-1 é incialmente transcrita e
traduzida em pré-proendotelina-1 (203 aminoacidos) através da regulacéo de fatores
fisicos, bioguimicos e humorais, sendo posteriormente convertida em big-endotelina-
1 pela acdo das endopeptidases; o precursor big-endotelina-1 € entéo clivado pela
enzima conversora de endotelina (ECE) no peptideo ET-1, que ira ativar os
receptores do tipo A (EDNRA) e B (EDNRB) (BRIDGES et al., 2011; HARRISON-
BERNARD et al., 2013).

Esses receptores pertencem a superfamilia da proteina G em diversos tecidos, e
suas estruturas de aminoacidos sédo idénticas em aproximadamente 50%, sendo
altamente conservadas entre os mamiferos (LEVIN, 1995). O EDNRA é composto
por 427 aminoacidos (HAENDLER et al., 1992) e expresso principalmente em
células musculares lisas, desencadeando acdes vasoconstritoras da ET-1
(FROMMER; MULLER-LADNER, 2008). O EDNRB tem sua maior expressio em
células endoteliais, onde sua ativacdo induz a producédo de um potente vasodilatador
de células musculares lisa — 0 6xido nitrico (ON) (LEVIN, 1995; KAWANABE; NAULI,
2011). Este receptor do tipo B é composto por uma cadeia de 442 aminoacidos
(HAENDLER et al., 1992), e quando ativado em outros 6rgaos e tecidos, promove
efeitos adversos. Oposto ao EDNRA, possui afinidade de ligagcdo semelhante para
todos os tipos de endotelina (ET-1, ET-2 e ET-3), além de criar um mecanismo
regulatorio proprio de producdo ao promover a sintese de ET-1 (FROMMER;
MULLER-LADNER, 2008). Embora possam ser expressos por mecanismos
fisiol6gicos normais especificos para cada tipo celular, a expressdo desses
receptores também pode ser induzida por processos patologicos que estimulem a
producédo de ET-1.

Diversos efeitos fisiologicos sdo desencadeados pelo EDNRB, tais como o
controle da pressdo sanguinea basal e tdénus vascular (SCHNEIDER et al., 2007);
aumento da natriurese e diurese nos rins; regulacdo da concentracdo de ET-1

circulante e inducdo da liberacdo de prostaglandinas (FROMMER; MULLER-
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LADNER, 2008) e outros fatores vasodilatadores (KOWALCZYK et al., 2014). Em
células tumorais, a expressdo de EDNRB encontra-se aumentada, estando
correlacionada a proliferacdo, migracdo e invasdo tumoral (BAGNATO; NATALI,
2004; KHODOROVA et al., 2009). Ja em células trofoblasticas, Cervar-Zivkovic et al.
(2011) constataram que o EDNRB promove um efeito proliferativo e invasivo durante
0 primeiro trimestre de gravidez, sendo expresso tanto na parte proximal quanto
distal de células colunares. Em estudos anteriores, a expressao do receptor do tipo
B em tecidos vilosos e trofoblastos durante o primeiro e terceiro trimestre de
gestacdo também foi relatada por Cervar et al (2000), reforcando a hipotese do
papel do EDNRB como um fator de crescimento placentario em humanos. Em
bovinos, a expressdo do mRNA de EDNRB em carunculas e cotilédones durante a
gestacdo e pos-parto foi relatada (TAGAKI et al., 2008), assim como a participacéo
dos outros componentes do sistema endotelina e sintase do 6xido nitrico (NOS),
sugerindo a participacdo deste receptor na regulacdo de funcbes celulares e

vasculares uteroplacentarias (HAYASHI et al., 2012).

ANGPT2 (Angiopoietina 2)

A familia angiopoietina (ANGPT) é composta por quatro ligantes endégenos do
receptor Tie-2: ANGPT1, ANGPT2 e pelos genes ortdlogos ANGPT3 (ratos) e
ANGPT4 (humanos) (LINARES et al., 2014). Estruturalmente, essas glicoproteinas
secretadas sdo formadas por um dominio N-terminal de super agrupamento, um
dominio de hélice espiralada, uma regido de ligacdo e um dominio C-terminal de
fibrinogénio, necessério para ligacado do receptor Tie-2 (DAVIS et al., 1996; MOSS,
2013). Ja o receptor Tie-2 faz parte da familia de receptores tirosina quinase, sendo
composto por uma estrutura extracelular N-terminal de dois dominios tipo
imunoglobulina; trés dominios de fatores de crescimento epidermal seguidos por
outro dominio do tipo imunoglobulina; trés dominios de fibronectina tipo Ill; um
dominio transmembrana e por fim, um dominio tirosina quinase responsavel pela
transducdo do sinal intracelular (FAGIANI; CHRISTOFORI, 2013). O Tie-2 é

expresso em células endoteliais e hematopoiéticas jovens (LINARES et al., 2014).
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O gene ANGPT1 codifica uma proteina de 498 aminoacidos (CHARNOCK-
JONES, 2002), sendo amplamente expressa em células periendoteliais na
vasculatura quiescente (BRINDLE et al., 2006) do embrido e em adultos
(MAISONPIERRE et al., 1997). Esta glicoproteina possui uma forte ligacdo com o
receptor Tie-2, sendo responsavel por induzir a fosforilacdo da tirosina quinase
(MOSS, 2013). A ANGPT2 também se liga ao receptor Tie-2 estimulando sua
fosforilagdo, porém de uma forma mais fraca e com menor afinidade quando
comparada a ANGPT1 (BOGDANOVIC et al., 2006). Por esta razdo, € considerada
apenas como um agonista parcial do receptor Tie-2 em células endoteliais (YUAN et
al., 2009). O gene ANGPT2 codifica uma proteina de 496 aminoacidos,
apresentando ainda 60% de homologia com o ANGPT1 (MAISONPIERRE et al.,
1997). E sintetizada por células endoteliais (EKLUND; SAHARINEN, 2013), e apesar
de ser expressa no embrido, no adulto encontra-se restrita aos ovarios, Utero e
placenta (MAISONPIERRE et al., 1997).

Por outro lado, a ANGPT2 atua como um antagonista de sinalizagdo do complexo
ANGPT1 — Tie-2, resultando na reducédo da protecdo contra a apoptose de células
endoteliais mediada pela ANGPT1 (YUAN et al., 2009). Mas ao contrario do que se
pensa, esta inibicdo ndo ird bloquear a proliferacdo celular endotelial nem a
angiogénese; ira facilita-la (HANAHAN, 1997). De acordo com Moss (2013), ao
passo que o complexo ANGPT1 — Tie-2 promove a integridade da juncéo
interendotelial e a supressao de genes inflamatorios, a ANGPT2 € descrita como um
inibidor induzido da quiescéncia endotelial. Ainda, ao bloquear a sinalizacdo do
complexo ANGPT1 — Tie-2, a ANGPT2 ird promover a exposicdo do endotélio a
outros fatores angiogénicos (FAM et al., 2003). Assim, na presenca do VEGF, a
ANGPT?2 ird induzir a migracéo e proliferacdo celular endotelial que culminara com o
processo da angiogénese, enquanto que na auséncia deste fator de crescimento, ira
promover a regressdo dos vasos sanguineos (HANAHAN et al., 1997; FAM et al.,
2003; FAGIANI; CHRISTOFORI, 2013).

A expressao placentaria de ANGPT2 em humanos pode ser até 400 vezes maior
guando comparada a expressdao do ANGPT1 durante o primeiro trimestre da
gestacdo, assim como demonstrado Geva et al. (2002). Para os autores, essa
diferenca de expresséao placentaria pode estar relacionada ao fato do ANGPT2 atuar
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no processo de remodelamento dos vasos sanguineos fetais, resultando no aumento
do tamanho placentario para que haja um melhor aproveitamento do consumo de
oxigénio e das demandas metabodlicas fetais durante o seu periodo de
desenvolvimento (GEVA et al., 2002). Assim como o VEGF, o ANGPT2 estimula a
sintese de DNA pelos trofoblastos, além de estimular ainda a liberacdo de NO por
essas células (DUNK et al., 2000). Utilizando a hibridizag&o in situ, a proteina da
ANGPT?2 foi inicialmente localizada nos sinciciotrofoblastos, com menor extenséo
nas camadas citotrofoblasticas das vilosidades placentarias (SAVEL et al., 2008).
Nos primatas, sua expressao pode estar associada a inducdo da remodelacédo
vascular materna, uma vez que altos niveis de proteina de ANGPT2 foram
detectadas exclusivamente em células endoteliais de vasos maternos durante o
inicio da gestacdo (WULFF et al., 2002).
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OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo analisar a expressdo de genes considerados
fatores angiogénicos e vasoativos em cornos gestantes e ndo gestantes durante a
placentacdo bovina, comparando os resultados entre gestagOes por inseminacao
artificial e fertilizacdo de embribes in vitro. Como hipbétese ao papel regulatério
embrionario na expressao génica endometrial, este trabalho objetiva ainda
compreender o papel do embrido na coordenacdo da transcricdo de genes

envolvidos com a regulacao da funcao vascular placentaria no inicio gestacional.



CAPITULO 1 — MODULATION OF CARUNCULAR GENE EXPRESSION BY
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Abstract: Adequate maternal-embryonic communication and placental vascular development
and function are both essential to guarantee the success of gestation. Embryo factors modulate
endometrial gene expression during placental establishment. We hypothesized that the
embryo plays a regulatory role on the expression of angiogenic and vasoactive factors during
placentation, and that this orchestral mechanism may be negatively influenced by
manipulation and culture environment during in vitro fertilization. Caruncular samples from
gravid and non-gravid horns of cows were collected on days 30, 35 and 40 after artificial
insemination (Al) and days 35 and 40 after in vitro fertilization (IVF). Expression of eNOS,
GUCY1B3, EDNRB and ANGPT2 mRNA was assessed by real time PCR. Both EDNRB and
ANGPT2 were more expressed in cotyledon-associated caruncles from days 30 to 35 in Al
gestations, while GUCY1B3 transcript showed higher expression in caruncles from gravid
horn only at 30 days. In IVF pregnancies, higher levels of EDNRB, ANGPT2 and eNOS gene
expression occurred in cotyledon-associated caruncles at 40 days of gestation. These results
indicate that the embryo modulates uterine gene expression during placentation, and that the
process of embryo manipulation and culture during in vitro fertilization may alter the

embryo’s capability of control the uterine microenvironment during placentation.

Key words: vascular development, placenta, artificial insemination, in vitro fertilization
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Introduction

Different mechanisms of maternal-fetal communication for recognition and maintenance
of pregnancy were established on mammalian species, being very important even in
embryonic period. Embryo implantation is a determinant factor in gestational establishment,
initiating with conceptus adhesion in endometrium and ending on placental formation
(McConaha et al., 2011). During this period, a compromised survival of embryo may occur,
leading to one of the major causes of economic losses in all ruminant production systems
(Diskin and Morris, 2008). The conceptus and endometrium interact reciprocally, being
influenced by progesterone and placental hormones in pre and post implantation (Spencer et
al., 2008). In ruminants, failures in maternal-embryo signaling communication are believed
to be the major cause of embryonic death, resulting in reproductive flaw (Lima and Souza,
2009).

Embryonic development, implantation and formation of a functional placenta are key
factors in pregnancy establishment (Guzeloglu-Kayisli et al., 2009). Paracrine factors secreted
by the elongating conceptus are important mediators of antiluteolytic effects (Ealy et al.,
2010), implantation and placentation (Herington and Bany, 2009). The endometrium
undergoes to intense morphological and functional changes in response to these factors, all at
once that the presence of conceptus modifies the endometrial gene expression even at early
gestational period (Kim et al., 2012).

Placental development and function are largely dependent on vessel formation in both
fetal and maternal compartments (Reynolds and Redmer, 1995). Vascular formation in the
placenta involves the coordinated processes of vasculogenesis and angiogenesis requiring the

interaction of several angiogenic and vasoactive factors, including endothelin  and
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angiopoietin systems and nitric oxide complex (Grazul-Bilska et al., 2010; Grazul-Bilska et
al., 2011; Hayash et al., 2012). Embryo death have been related to reduction in vascular
development of placenta in early stages of gestation (Galabova-Kovacs et al., 2006).
Pregnancy rates may be even lower when embryos produced by in vitro fertilization are
compared to embryos obtained by artificial insemination due to embryo manipulation and
culture; these fetal losses possibly are related to failures in the development of membranes
and placental vascular system between days 30 to 90 of gestation (Farin et al., 2006). Several
placental flaws have been reported in cattle following in vitro fertilization, including decrease
in the number of placentomes, reduction of placental efficiency (Miles et al., 2005) and
increase of placental weight and volume (Miles et al., 2004).

Nitric oxide (NO) is a potent endothelial vasodilator synthesized by nitric oxide synthases
(NOS). Three isoforms of NOS are described: neuronal NO synthase (nNNOS or NOS1),
inducible NO synthase (INOS or NOS2) and endothelial NO synthase (eNOS or NOS3)
(Alderton et al., 2001; Dias et al., 2009). Endothelial cells are the main source of eNOS,
which is primarily activated via calcium-induced (Ca?*) calmodulin (CaM) (Roviezzo et al,
2007; Rafikov et al, 2011). eNOS is expressed in placental tissues since early stages of
pregnancy, promoting NO synthesis which results in a consequent regulation of placental
vasodilatation (Krause et al., 2011).

In turn, NO perform its effect on stimulating the receptor soluble guanylate cyclase 1, beta
3 (GUCY1B3) (Borowicz et al., 2007), hence inducing 3', 5’-cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) production (Nakane, 2003). Soluble guanylyl cyclase (sGC) are
cytoplasmic molecules consisting of o and  subunits and four isoforms (Li et al., 2014). This

transduction signaling of NO and cGMP leads to different physiological effects as visual
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transduction, intestinal ion transport, platelet function and smooth muscle relaxation
(Tousoulis et al., 2012).

Angiopoietins are one of the major angiogenic factors described, acting as endogenous
ligands of Tie-2 tyrosine kinase receptor. Angiopoietin-1 (ANGPT1) has high binding affinity
to Tie-2 receptor, leading to a strong signal (Moss, 2013) which results in induction of
endothelial cell survival, vascular leakage inhibition and reduction of vascular inflammation
(Fukuhara et al. 2009). Angiopoietin-2 (ANGPT2) is a low affinity ligand of Tie-2 receptor,
and acts as an antagonist to the ANGPT1 Tie-2 binding (Yuan et al, 2009). In opposite effect
to ANGPT1, ANGPT2 inhibits endothelial quiescence and promotes the destabilization of
endothelial cells adhesion (Moss, 2013), exposing the endothelium to others angiogenic
factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF) (Hanahan et al., 1997; Fam et al.,
2003).

Endothelin system is composed by three peptides of 21 amino acids, isoforms of
converting enzymes and two G-protein-coupled receptors (Montrezor et al, 2015). In vascular
smooth muscle cells, endothelin receptor B (EDNRB) has a potent vasoconstrictor effect,
while on endothelial cells this receptor acts as a vasodilator molecule resulting in the release
of NO and prostacyclin (Cervar et al., 2000; Frommer and Muller-Ladner, 2008).

Considering that the embryo may regulate the endometrial expression of genes involved in
placental vascular development and function and that this mechanism may be altered
following embryo in vitro production, the aim of this study was to investigate the role of
bovine embryo in the endometrial expression of angiogenic and vasoactive factors during

placentation, as well as to analyze the influence of in vitro fertilization in this process.
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Material and Methods

Animal Tissue Sampling

All experimental procedures involving the use of animals were approved by Ethics
Committee on Animal Use of the Biotechnology Center (CEUA - CBiotec) of the Federal
University of Paraiba. Caruncular tissues from gravid horn were collected from pregnant
primiparous cows (Bos indicus) submitted to artificial insemination (Al) or transfer of
embryos produced by in vitro fertilization (IVF) using B. indicus male sex-sorted semen.
Samples were collected at days 30 (n = 3), 35 (n = 3) and 40 (n = 3) after Al and days 35 (n =
3) and 40 (n = 3) after IVF. Caruncular sampling occurred after separation of the weakly
associated cotyledons. Caruncles from contralateral uterine horn were collected
simultaneously. All samples were frozen in liquid nitrogen and stored at - 80 °C until RNA

extraction.

RNA Extraction, Purification and Reverse Transcription

Caruncular tissues were homogenized and purified using the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA). DNase | (Qiagen, Valencia, CA) treatment was performed to avoid
contamination by genomic DNA. Concentration and purity of the RNA samples were
accessed by absorbance readings at 260 and 280 nm in Nanodrop spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA). RNA integrity was verified on agarose gel followed by
analysis in the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Only

samples with RIN > 8 were used in the experiments. Total RNA (1pg) was reverse transcribed
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with the SuperScript 111 kit and oligo-dT primer (Invitrogen, Carlsbad, CA). All procedures

were conducted according to the manufacturers' recommendations.

Gene Selection

Genes were selected from a microarray previously performed comparing gene expression
of caruncles from gravid and non-gravid horns obtained by Al at 35 days of gestation (Papa,
PC et al., unpublished data). Data from microarray generated a list of 149 differentially
expressed genes, from these, 114 were upregulated and 35 were downregulated in caruncles
from pregnant horn (x1.5-fold, p<0.05). The differently expressed gene list was analyzed in
Ingenuity Pathway Analysis 7 software (IPA, Ingenuity Systems, San Francisco, CA;

http://www.ingenuity.com/). From this analysis, three genes related to placental

vasculogenesis and angiogenesis were selected.

All three selected genes were upregulated in caruncles from gravid horn: endothelin
receptor B (EDNRB), a type of G-protein-coupled receptor that can be found in plasma
membrane and shown an increase of 2.4 fold in gene expression; angiopoietin 2 (ANGPT2), a
growth factor present on extracellular space with a 2.2 fold increased in gene expression, and
guanylate cyclase 1 soluble beta 3 (GUCY1B3), a cytoplasm-located enzyme with an 1.8 fold
increased in expression. In addition, although not differentially expressed, endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) gene was selected considering the importance of the nitric oxide in

placental angiogenesis and vascular regulation.

Quantitative Real-Time PCR (gPCR) Analysis of eNOS, GUCY1B3, EDNRB and

ANGPT2
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The mRNA expression of eNOS, GUCY1B3, EDNRB and ANGPT2 was analyzed in
caruncles from gravid and non-gravid horns. Tubulin beta (TUBB) was used as endogenous
control, and all oligonucleotides were obtained from bovine sequences previously published
(Table 1). Quantitative Real Time PCR (gPCR) was performed using MxPro — Mx3005P
v4.10 Build 389, Schema 85 (Stratagene®, United States). All gPCR reactions used Brilliant
Il Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix with Low ROX (Agilent Technologies).
Amplification conditions were 3 minutes at 95°C followed by 40 cycles of 10 (eNOS,
GUCY1B3 and TUBB) or 20 (ANGPT2 and EDNRB) seconds at 95°C and 20 seconds at 60°C;
1 minute at 95°C; 30 seconds at 55°C and finally 30 seconds at 95°C. Analysis of melting
curve enabled the assessment of qPCR products’ specificity. Samples were run in triplicate
for each sample, and the relative quantification (target gene/endogenous control) determined
its expression. Data were normalized to a calibrator sample using the AACt method with

correction for amplification efficiency (Pfaffl, 2001).

Table 1. Sequences of primers used for the quantitative PCR.

Genes gPCR Primers (5'-3") GenBank Product Size
Number
eNOS >CTTTAAGGAAGTGGCCAACG  NM_181037.3 95 bp
<CAGAGGCGTACAGGATGGTT
EDNRB >AGCTGGTGCCTTTCATTCAG D90456.1 104 bp
<ATCCGACTCCAAGAAGCAA
ANGPT2 >CTCACAAATGCTCACAGGA NM_001098855.1 91 bp

<TTTGTGTTCTGCCTCTGTGG

GUCY1B3 >TGACAGGGATCTTGTGGTCA NM_174641.1 90 bp
<ACAGACAGGAGGCTGCAGTT

TUBB >CAGCAAGATCCGTGAAGAGT BT030522.1 123 bp
<ACCAGCTGATGGACAGAGAG

= forward; < =reverse
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Statistical Analyses

Data were statistically analyzed to compare relative gene expression between cotyledon-
associated caruncles and non-gravid horns at same gestational age and relative gene
expression between Al and I\VF pregnancies at same gestational age. Statistical analyses used
unpaired bilateral t-test or ANOVA followed by Tukey test to compare means. Significant
differences were considered when p<0.05. All statistical analyses were performed using

GraphPad Prism (version 6.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego, CA).

Results

Expression of eNOS mRNA did not vary between cotyledon-associated caruncles and
caruncles from non-gravid horn from days 30 to 40 in Al gestations. However, higher eNOS
transcript levels were observed in cotyledon-associated caruncles from IVF gestations at day

40 (Figure 1).
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Figurel. Quantitative real time PCR analysis of eNOS mRNA in bovine cotyledon-associated caruncles (dark gray bars) and
caruncles from non-gravid horn (light gray bars). eNOS mRNA expression did not vary beteween caruncles from gravid and non-
gravid horns from days 30 to 40 in Al gestations; however, the gene was downregulated in caruncles from non-gravid horns at day 40
of IVF gestations. Means with different superscripted letters are significantly different (p<0.05) at same gestational age. Asterisks
characterize means with significant differences (p<0.05) between Al and FIV gestations. Al: artificial insemination; FIV: in vitro
fertilization.
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Cotyledon-associated caruncles showed a higher expression of EDNRB and ANGPT2
between 30 to 35 days in Al gestations. The increase in mMRNA levels observed at 30 and 35
days in caruncles of the gravid horn in Al gestations was only observed at day 40 in animals

undergoing IVF for both EDNRB and ANGPT2 (Figures 2 and 3).
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Figure 2. Quantitative real time PCR analysis of EDNRB mRNA in bovine cotyledon-associated caruncles (dark gray bars) and
caruncles from non-gravid horn (light gray bars). EDNRB gene showed higher expression in cotyledon-associated caruncles
during days 30 and 35 of Al gestations. The gene was upregulated in cotyledon-associated caruncles at day 40 in IVF gestations.
Means with different superscripted letters are significantly different (p<0.05) at same gestational age. Asterisks characterize
means with significant differences (p<0.05) between Al and FIV gestations. Al: artificial insemination; FIV: in vitro
fertilization.
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Figure 3. Quantitative real time PCR analysis of ANGPT2 mRNA in bovine cotyledon-associated caruncles (dark gray bars) and
caruncles from non-gravid horn (light gray bars). In Al gestations, ANGPT2 gene showed higher expression in cotyledon-
associated caruncles during days 30 and 35. The increase in transcript levels only occurred in cotyledon-associated caruncles at
day 40 in IVF gestations. Means with different superscripted letters are significantly different (p<0.05) at same gestational age.
Asterisks characterize means with significant differences (p<0.05) between Al and FIV gestations. Al: artificial insemination;
FIV: in vitro fertilization.
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GUCY1B3 mRNA expression was increased in cotyledon-associated caruncles of artificial
inseminated animals at 30 day of gestation. Levels of expression were kept higher caruncles
from gravid horn until 35 days of pregnancy, with a reduction in GUCY1B3 expression
occurring at 40 days of gestation. GUCY1B3 transcript abundance did not vary between

caruncles from gravid and non-gravid horns in IVF gestations (Figure 4).
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Figure 4. Quantitative real time PCR analysis of GUCY1B3 mRNA in bovine cotyledon-associated caruncles (dark gray bars) and
caruncles from non-gravid horn (light gray bars). Cotyledon-associated caruncles showed high expression of GUCY1B3 mRNA at 30
days in Al gestations. Despite no statistical differences, this expression pattern remained until day 35. Gene mRNA expression
significantly decrease in gravid horn at 40 days in Al gestations. GUCY1B3 transcript levels did not vary between caruncles from
gravid and non-gravid horns in IVF gestations. Means with different superscripted letters are significantly different (p<0.05) at
same gestational age. Asterisks characterize means with significant differences (p<0.05) between Al and FIV gestations. Al: artificial
insemination; FIV: in vitro fertilization.

Discussion

Conceptus plays a key role in controlling intrauterine environment, modulating essential
genes on maternal endometrium (Bazer et al., 2012). In this study we analyzed bovine embryo
influence on endometrial expression of angiogenic and vasoactive factos during placentation.
Three differentially expressed genes (GUCY1B3, EDNRB, ANGPT2) were selected from a
microarray according to their participation in vascular development. E(ndothelial NOS

(eNOS) was chosen to compose the gene analysis group, due to its association with  NO
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synthesis in endothelial cells and with other genes involved in placental vascular
development. To an adequate placental development and fetal growth initially is necessary to
occur the formation of a vascular plexus, originated from newly formed endothelial cells and
angioblasts (Lamalice et al., 2007). This process, called vasculogenesis, occurs in early
embryonic phase and is stimulated by VEGF. In contrast, the angiogenesis occurs in greater
intensity during placentation, with increase in maternal and fetal blood flow (Reynolds and
Redmer, 2001; Reynolds et al., 2002; EI-Mousleh et al., 2012; Grazul-Bilska et al., 2014).
During angiogenesis preexisting vessels originate new blood vessels (Ucuzian et al., 2010).
Even though angiogenesis is primarily required during embryonic development, it extend
until adulthood occurring in different pathophysiological processes, such as wound healing,
tissue regeneration (Lamalice et al., 2007) and tumor growth (Lamalice et al, 2007; Eklund
and Saharinen, 2013). Different growth factors, transcriptional factors and receptors,
including the ones here investigated, are involved in placental angiogenesis and vascular
function. Those molecules mostly work in a synergic and/or coordinated way on the
promotion of vascular development. Our results indicate that conceptus influences EDNRB,
ANGPT2 and GUCY1B3 gene expression in the endometrium, being an active agent in the
modulation in uterine microenvironment during the placentation process.

Different patterns of gene expression were observed in Al and IVF pregnancies. An delay
in ANGPT2 and EDNRB expression occurred in cotyledon-associated caruncles of IVF
gestations. While higher expression of these genes occurred in cotyledon-associated caruncles
at days 30 and 35 in Al gestations, these same patterns of expression was occurred only at 40
days of IVF gestations. It is known that the conditions imposed by the culture medium is
related to embryonic growth restriction (Farin et al., 2006; Bertolini et al., 2007) which may

be related to the delayed response in gene transcription in IVF gestations observed in our
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study. An even more distinct result among the reproductive methods were observed for
GUCY1B3 gene, where no statistical differences (p <00.5) was observed in IVF gestations
and significant higher expression occurred in cotyledon-associated caruncles at days 30 and
40 in Al gestations. It has been known that IVF-produced embryos show differences in time
of development and in morphological and metabolic aspects when compared to in vivo
embryos (Araujo et al., 2013). Both culture medium and sub-optimal conditions of culture can
affect gene expression of the developing embryo (Lonergan et al. 2003; Tesfaye et al., 2004;
Lonergan et al, 2006; Rizos et al, 2008). Our results showed a delay and/or an absence in
transcriptional response of the analyzed genes in the gravid horns of IVF when compared to
Al gestations, suggesting that embryo manipulation during IVF process may modifies embryo
regulatory effect on vascular development.

No difference in eNOS transcription was observed in Al gestation, occurring only at day
40 following IVF. During pregnancy, eNOS participates in regulation of feto-placental blood
flow (Kulandavelu et al, 2013) and embryonic/fetal growth (Pallares and Gonzalez-Bulnes,
2008; Kulandavelu et al, 2013). In this phase, the NOS produced by trophoblastic eNOS plays
a key role promoting vessel dilatation and preventing platelet adhesion to trophoblast surface
during invasives processes in the placenta (Gagioti et al., 2000). eNOS was not differentially
expressed gene on our microarray, but it was particularly selected due to its ability to
synthesized NO on endothelial cells, being detected in placenta of several species since early
stages of pregnancy. Several functions are associated to NO, including vascular relaxation,
vasodilation, inhibition of platelet aggregation and adhesion to endothelial surface,
suppression of apoptosis and anti-inflammatory effect (Dimmeler et al., 1999; Forstermann
and Sessa 2011; Khalil et al, 2015). On critical stages of fetal development, it is believed that

in vitro culture can lead to persistent silencing or increase in genes expression (Wrenzycki et
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al., 2001). However, it is most likely to attribute our findings to a response to the growing
IVF conceptus. In fact, elevated rates of NO synthesis were demonstrated in mid gestation of
sheep, which is a period of fast fetal growth and increase in placental blood flow (Kwon et al.,
2004).

Several genes act mutually in the coordination of placental vascular function, and regulate
the vascular development in an orchestral manner. In uterine-placental tissues at mid
gestation, eNOS and EDNRB expression were similar, indicating a systematic involvement of
both genes on regulation of vascular tonus during the period of fetal growth (Hayash et al.,
2012). In our study, a similar expression pattern of these genes was only seen in IVF
gestations, once eNOS expression did not vary on initial stages of Al pregnancies. EDN1
receptors take part into coordination of several physiological and intracellular mechanisms
(Cervar-Zivkovic et al., 2011). Pollock and Pollock (2001) demonstrated that EDNRB
blockade results in an increase of blood pressure, with this fact being possibly related to the
increased levels of circulating EDN1 and concomitant activation of EDNRA, which exerts
vasoconstriction in smooth muscle cells (Cervar et al., 2000). Thus, EDNRB may act as an
important regulator of vascular tonus and blood pressure control, attenuating vasoconstrictor
effects and promoting vascular protection (Schneider et al., 2007). The role of EDNRB during
gestations remains to be elucidated.

A higher expression of eNOS occurred at day 40 in IVF gestations, but no differences
were observed in the expression levels of its receptor GUCY1B3 at this gestational age.
Comparing different assisted reproductive technologies, Grazul-Bilska et al. (2014)
demonstrated no differences in GUCY1B3 expression in early gestation, regardless of
embryonic origin; however, in uterine caruncles and/or fetal membranes, other angiogenic

factors were differently expressed, including ANGPT2 and eNOS. eNOS controls  NO
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expression on endothelial cells, which activates SGC receptor and promotes the relaxation of
vessels (Denninger and Marletta, 1999; Borowicz et al., 2007). sGC is a heterodimeric
hemoprotein composed of subunits a12 and P12, with an isoform a1 (GUCY1B3) widely
expressed within cell cytoplasm; and therefore, the most studied subunit (Bellingham and
Evans, 2007). GUCY1B3 expression on maternal and/or fetal placental tissues from sheep
showed discrete alterations during pregnancy (Borowicz et al., 2007; Grazul-Bilska et al.,
2011), which was similar to our results.

Angiopoietin-2 plays a crucial role in placental angiogenesis acting as a modulator protein
in vascular growth (Gale et al., 2002; Reynolds et al., 2005) and allowing placenta to increase
its size in response to increase in oxygen and fetal metabolic demands (Geva et al., 2002).
Bany and Cross (2006) show that mouse conceptus exerts a paracrine effect on ANGPT2
expression in post-implantation pregnant uterus. In our study, a higher expression of
ANGPT2, EDNRB and GUCY1B3 were observed in caruncles from gravid horns in the post-
implantation period, indicating that transcriptional differences between gravid and non-gravid
horns were determined by presence of embryo. Vascular and angiogenic effects can be
coordinated synergistically into placenta, with expression of ANGPT2 and other angiogenic
factors correlated to the expression of eNOS in caruncular tissues and fetal membranes
(Borowicz et al., 2007; Grazul-Bilska et. al, 2010; Grazul-Bilska et al., 2011). Interferon-tau
(IFN-1) is the major signaling molecule in maternal recognition of pregnancy of ruminants,
and an important regulator of endometrial gene expression in pre-implantation period (Bazer,
2013; Brooks et al., 2014). In ovine luminal epithelial cells, IFN-t regulated the expression of
genes involved in prostaglandin metabolism (AKR1C1, PTGS2, PTGES, SLC21A2), apoptosis
(BAD, BID, CIDEB, FADD, CASP8B), angiogenic factors (VEGFB, VEGFC, ANGPTL,

ANGPT2, ANGPT4), blood coagulation factors (CD93, F2RL2, ANXA5, PLSCR1) and others
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(Chen et al., 2007). In our study, the expression of ANGPT2 is not directly correlated to
conceptus-produced IFN-t, once our analysis was performed in post-implantation period.
However, our results indicated that other regulatory embryonic factors modulate uterine gene
expression and further studies are still necessary to elucidate these factors.

Our results indicate that conceptus presence may influence endometrial gene expression
during placentation, suggesting that the own embryo modulates angiogenic and vasoactive
factors required in early gestational period in response to its growth and placental
development. Differences in gene expression of IVF-produced embryo were also observed,
suggesting that culture environment and in vitro manipulation factors may alter embryo’s

capability of control the uterine microenvironment during placentation.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através deste estudo podemos observar diferencas significativas na expressao
de genes em cornos gestantes quando comparados a cornos nao gestantes,
enfatizando o papel regulatério do embrido na modulagdo génica endometrial
durante a placentacdo. Um retardamento na transcricdo de genes foi observado nas
amostras de cornos gestantes obtidas com a transferéncia de embrides produzidos
in vitro, o que pode ser atribuido a cultura e as condi¢cdes subotimas impostas pela
mesma. Fatores angiogénicos e vasoativos sao fundamentais para o0
desenvolvimento placentario, permitindo o adequado crescimento fetal e
manutencao dos demais estagios gestacionais. Tanto a inseminacéo artificial quanto
a producdao in vitro de embrides sao ferramentas essenciais para produtividade da
cadeia pecuaria bovina, e espera-se que 0s resultados apresentados possam
contribuir para compreensdo dos mecanismos de falhas de desenvolvimento
vascular placentario concepto-maternal em gestacdes naturais e por transferéncia
de embrides produzidos in vitro, em virtude da escassez dessas informacdes

durante o periodo de placentacao.
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