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RESUMO

A bovinocultura leiteira é de grande importancia no agronegécio mundial e movimenta
bilhdes de ddlares por ano. AlteracBes reprodutivas como a repeticdo de cio geram perdas
econdmicas significativas. A repeticdo de cio é caracterizada por pelo menos trés
inseminac0es artificiais consecutivas sem que haja gestacdo, sendo o principal causador desta
alteracdo a infeccdo do endométrio. A endometrite muitas vezes ocorre de maneira subclinica,
pois, h& auséncia de sintomas, tornando o diagnoéstico dificil. Nesta dissertacdo, a analise
histopatologica do endométrio demonstrou a presenca de infiltrado inflamatorio, caracterizado
por células polimorfonucleadas e mononucleadas, tanto em fémeas férteis como em fémeas
repetidoras de cio; no entanto, as fémeas classificadas como repetidoras de cio apresentaram
células mononucleadas significativamente maiores, quando comparadas as fémeas férteis. O
endométrio de fémeas bovinas é recoberto por glicoproteinas do tipo Mucina (MUC), sendo a
mucina tipol (MUC1) considerada crucial para a implantagdo do embrido. Visando identificar
as diferencas na distribuicdo e expressdo de glico-epitopos caracteristicos da MUCL1, foi
realizada a histoquimica do endométrio de vacas repetidoras e ndo repetidoras de cio,
utilizando as lectinas Jacalina e UEAI que reconhecem, respectivamente, Galp1-3GalNAc e
a-Fucose, sacarideos tipicos de mucinas. Nossos resultados positivos com as lectinas
demonstram a presenca de MUC1, no tecido endometrial bovino, com terminais de Galf1-
3GalNAc e a-Fucose. Estes glico-epitopos estdo presentes em ambas as fases do ciclo estral,
nas fémeas analisadas. A intensidade de marcacdo pelas duas lectinas demonstrou que néao
ocorre variagcdo na abundancia dos glico-epitopos durante o ciclo estral, entre os grupos
estudados. Na analise das mucinas isoladas e purificadas do lavado uterino, de ambos 0s
grupos (controle e experimental) a composi¢do sacaridica identificou fucose, galactose, N-
acetilgalactosamina e N-acetilglucosamina. Por outro lado, os dados obtidos da relacdo molar

entre estes monossacarideos mostram diferengas marcantes entre os grupos (controle e



experimental), sugerindo que o padrdo da relacdo molar entre 0s monossacarideos
constituintes das mucinas possa ser um biomarcador em potencial para discriminar vacas
repetidoras e ndo repetidoras de cio. Em adicdo, a comparagdo do contetdo lipidico do
endomeétrio, nos dois grupos de fémeas estudados, foi avaliada. Os lipidios sdo componentes
estruturais de membrana das células que compdem o endométrio, funcionando, ainda, como
moléculas de sinalizacdo, modulando o0s processos envolvidos no desenvolvimento
embrionario. Nesta dissertagdo, foram identificados fosfolipidios poli-insaturados,
diacilglicerois, esfingomielina, PIP2, PIP3 e gangliosideos, nas fases estro e diestro, como
lipidios endometriais que discriminam as vacas repetidoras e ndo repetidoras de cio, sendo

mais um produto caracterizado em nosso trabalho que podera ser utilizado como biomarcador.



ABSTRACT

In global agribusiness, raising cattle for milk is of great importance, moving billions of dollars
per year. Reproductive changes, such as repetition of estrus, generate significant economic
losses. The repeat breeding is characterized by at least three consecutive artificial
inseminations without gestation, is mainly due to infection of the uterine mucosa, the
endometrium. Endometritis often occurs subclinically, as there are no symptoms, making the
diagnosis difficult. In this dissertation, the histopathological analysis of the endometrium
demonstrated the presence of inflammatory infiltrate, characterized by polymorphonucleated
and mononucleated cells, in both fertile females and repeat breeding females; however,
females classified as breeding repeater shad significantly higher mononuclear cells when
compared of fertile females. The endometrium of bovine females is covered by glycoproteins,
named mucins (MUC), with mucin typel (MUC1) being considered crucial for the
implantation of the embryo. Aiming to identify the differences in the distribution and
expression of glycoprotein epitopes characteristic of MUC1, endometrial histochemistry of
both fertile females and repeat breeding females was performed using the Jacalin and UEAI
lectins that recognizes GalBl-3GalNAc and a-Fucose terminals, respectively, saccharides
typical of mucins. Our positive results with lectins demonstrate the presence of MUCL in
bovine endometrial tissue, with Galp1-3GalNAc and a-Fucose terminals. These glycoprotein
epitopes are present in both phases of the estrous cycle in the analyzed females. The intensity
of labeling, by the two lectins, demonstrated that there is no variation in the abundance of
glycoprotein epitopes during the estrous cycle between the groups studied. In the analysis of
the isolated and purified mucins of the uterine lavage, from both groups (control and
experimental), the saccharide analyses identified fucose, galactose, N-acetylgalactosamine
and N-acetylglucosamine. However, the data obtained from the molar ratio between these

monosaccharides show marked differences between the groups, suggesting that the pattern of



the molar ratio, between the constituent monosaccharides of the mucins, maybe a potential
biomarker for discriminating the repeat breeding from non-repeating breeding cows. In
addition, the comparison of the lipid content of the endometrium in the two groups of females
studied was evaluated. Lipids are structural components of the membrane of the cells that
make up the endometrium, functioning as signaling molecules, modulating the processes
involved in embryonic development. In this dissertation, polyunsaturated phospholipids,
diacylglycerols, sphingomyelin, PIP2, PIP3, and gangliosides were ldentified, in the estrus
and diestrus phases, as endometrial lipids that discriminate the repeat breeding and non-
repeating cows of estrus, being another product characterized in our work that could be used

as a biomarker.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia da bovinocultura

A bovinocultura brasileira tem grande impacto no agronegocio mundial,
movimentando bilhdes de dolares por ano. Sendo responsavel por gerar diferentes
matérias primas, com destaque para as producfes de carne e leite que estdo entre
0S cinco principais produtos que movem a economia do pais, as quais, no ano de

2016, juntas renderam cerca de 36 bilhdes de dolares (Figura 1).
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Figura 1: Gréfico demonstrando a receita (valor liquido) dos cinco principais produtos do Brasil em
2016, com destaque para producado de carne bovina e producéo de leite fresco, adaptado da

Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura.

De acordo com os dados mais recentes da Organizacdo das Nac¢des Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) o Brasil, no ano de 2016, tornou-se o0 pais com o
maior rebanho do mundo, com aproximadamente 218 milhdes de cabecas de gado,

superando paises como india, Estados Unidos e China (Tabela 1).

Tabela 1: Nimero de cabecas de gado no ano de 2016, adaptado da FAO

CLASSIFICACAO PAIS QUANTIDADE
19 Brasil 218.225.177
20 india 185.987.136
3¢9 Estados Unidos da América 91.918.000
490 China 84.523.418
50 Russia 19.325.515
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Em relacédo aos animais de producdao leiteira, estes representam 9% do rebanho
do Brasil, possuindo, aproximadamente, 20 milhdes de cabecas de gado, atras

apenas da india com cerca de 49 milhées como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2: Populacdo bovina em 2016, gado de corte (azul) e gado leiteiro (vermelho), adaptado da

FAO.

Ainda de acordo com a FAO, o Brasil em 2016 produziu cerca de 34 milhdes de
toneladas de leite, o que quando comparado aos dois anos anteriores € possivel
notar que houve uma queda de 2%. Além disso, os dados indicam que apesar do
pais ser destaque no numero de cabecas de gado, ele perde em producéo leiteira
para os Estados Unidos, india e China (Figura 3). Este dado é justificado pela média
de producdo de leite por animal, onde dos paises destacados o Brasil possui a
segunda menor média, sendo 1.708 litros/vaca/ano, superando apenas a India com
1.592 litros/vaca/ano. A média de producdo dos Estados Unidos € o destaque com
10.330 litros/vaca/ano, seguido pela Russia com 4.238 litros/vaca/ano e China com

2.2941 litros/vaca/ano.
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Milhdes
Toneladas

Figura 3: Ranking de producéo leiteira dos maiores produtores de leite do mundo nos anos de 2014 —
2016, adaptado da FAO.

1.2 Sistemareprodutor feminino bovino
1.2.1 Anatomia e histologia do Utero bovino

O Utero € um 6rgao muscular oco, responsavel por desempenhar muitas funcoes
reprodutivas, desde reconhecer e nutrir o concepto até o parto (Spencer et al.,
2006). Em bovinos o Utero € constituido por dois cornos, um corpo e a cérvix que
também é chamada de colo do utero. Nos bovinos, o Utero esta situado dentro da
cavidade abdominal e € do tipo bipartido, pois, possui um septo que separa 0s dois
cornos. Este segmento do Utero constitui a maior parte, possuindo em torno de
trinta e cinco centimetros cada (Hafez e Hafez, 2013), ja o corpo € 0 menor
segmento do 6rgdo, com apenas trés centimetros de comprimento, esta é a regiao
de escolha para a deposi¢do do sémen na inseminacao artificial, pois aumentam as
chances de concepcdo (Lopez-Gatius, 2012). Uma caracteristica marcante dos
bovinos € a presenca de carinculas, que sdo as regifes onde acorre a adesao das
membranas fetais na gestacao (Bridger et al., 2007) (Figura 4). A cérvix possui a
parede bem espessa, medindo em torno oito centimetros de comprimento e de
formato transverso, consiste na estrutura localizada entre o corpo do Utero e a

vagina sendo de extrema importancia para limitar o acesso ao utero. Além disso, é

20



possivel encontrar projecdes interdigitantes provenientes das paredes que auxiliam
na ocluséo do utero (Hafez e Hafez, 2013).

CORNO UTERINO

CARUNCULAS

CERVIX

Figura 4: Aparelho genital da fémea bovina. Vista dorsal dos 6érgéos reprodutivos, destacando os

diferentes seguimentos do Utero, adaptado de Dyce et al. (2004)

Histologicamente, o Utero é dividido em trés regifes distintas: a serosa ou
perimétrio, a muscular ou miométrio, e a mucosa também conhecida como
endométrio. A serosa é composta de tecido conjuntivo frouxo coberto por mesotélio
peritoneal, possui muitos vasos sanguineos, linfaticos e fibras nervosas. A camada
muscular do uatero, também conhecida como miométrio, € formada por fibras
musculares lisas arranjadas em uma camada interna, circular e espessa, e uma
camada externa, longitudinal e menos densa, ambos separados por uma camada
vascular, o estrato vascular (Liebich, 2010).

A mucosa do utero, o endométrio, esta sujeito a agdo de diversos hormdonios,
0 que leva a modificacdes caracteristicas em cada fase do ciclo estral (Bauersachs
et al., 2005). Em bovinos o epitélio que reveste o endométrio é pseudo-estratificado
elou colunar simples. O polo apical, que esta voltado para a cavidade (lumen) das

células colunares, possuem abundantes especializa¢des digitiformes da membrana
21



plasmética, as microvilosidades, que variam de altura de acordo com a atividade
secretora do epitélio, apresentando-se mais longas na fase lutea em relacéo a fase
folicular (Liebich, 2010). Sob o epitélio luminal esta localizado o estroma que é
formado por tecido conjuntivo contendo as glandulas uterinas (Wang et al., 2007); o
estroma inclui duas diferentes regides: uma area densamente organizada de
fibroblastos chamada de estrato compacto, muito vascularizado contendo
macrofagos e mastocitos em maior quantidade, porém, neutrofilos, eosindfilos,
linfocitos e plasmacitos também podem ser encontrados; estendendo-se para uma
area menos densamente organizada localizada no endométrio mais profundo,
chamada de estrato esponjoso (Espejel e Medrano, 2017). As glandulas uterinas
estdo presentes em todo o endométrio, com excec¢ao da regido das carunculas. As
glandulas séo tubulares, simples e ramificadas e sdo responsaveis pela producéo do
histotr6fo (Wang et al.,, 2007) que consiste em um complexo de nutrientes,
moléculas de adesédo, enzimas, fatores de crescimento, citocinas e outras proteinas
(Dunlap et al., 2008). As carunculas sdo proeminéncias da lamina propria com vasto
suprimento sanguineo e auséncia de glandulas, a regido profunda possui um hilo no
qual os vasos penetram; ja o0 restante tem uma aparéncia esponjosa, em
consequéncia das numerosas criptas que recebem as vilosidades coribnicas
(Bridger et al., 2007).

1.2.2 Controle enddcrino do ciclo estral

O ciclo estral pode ser definido como um conjunto de eventos que tem a
finalidade de preparar a fémea para concepcdo e gestacdo. Como mostrado na
Figura 5, o ciclo reprodutivo € determinado por alteragbes no perfil hormonal que
acarretam em modificac@es fisioldgicas e morfologicas caracteristicas de cada fase.
O ciclo tem duracdo aproximada de vinte e um dias e o inicio da-se a partir da
puberdade (Kojima e Patterson, 2003). Didaticamente, o ciclo pode ser dividido em
quatro fases: estro (dia 1), metaestro (dia 2-3), diestro (dia 4-18), proestro (dia 19-
21). Além disso, alguns autores dividem o ciclo em fase folicular que corresponde
aos eventos de crescimento folicular até ovulacdo (proestro e estro) e fase luteinica,
gue vai do surgimento do corpo lateo (CL) até sua regresséo (metaestro e diestro)
(Piccinno et al., 2017).
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O inicio do ciclo ocorre a partir da secrecdo do hormoénio liberador de
Gonadotrofina (GnRH) pelo hipotdlamo. Através do sistema porta-hipotalamico-
hipofisario o GnRH alcanca a hipdfise e estimula a liberacdo dos hormonios
gonadotroficos FSH (Horménio Foliculo Estimulante) e LH (Horménio Luteinizante)
(Hafez e Hafez, 2004). A secrecdo de GnRH ocorre em duas &reas do hipotadlamo:
nos centros controladores de secrec¢éo tonica, onde, ocorre a liberacdo de maneira
constante; e através dos centros controladores da onda da onda pré-ovulatéria que
secreta, de uma vez, grande quantidade (Clarke, 2002). Por meio da circulacéo
sanguinea as gonadotrofinas chegam até o ovario, onde o FSH é responsavel por
estimular o desenvolvimento dos foliculos, assim como, produzir estrogénio, que
chega ao hipotalamo provocando um feedback negativo na secrecdo tbnica e
feedback positivo na hipéfise, gerando aumento na secre¢cdo dos horménios
gonadotroficos (Adams et al., 2008).

Ao ocorrer a elevagdo do estrogénio na corrente sanguinea, até atingir o nivel
maximo, ha alteracdes comportamentais gerando na fémea a aceitacdo do macho
(fase chamada de estro) (Galina e Orihuela, 2007), além disso, atua também nos
centros controladores da onda pré-ovulatoria, estimulando a liberacdo de grande
guantidade de GnRH (Hafez e Hafez, 2004). Na fase final de maturacdo dos
foliculos outro hormdnio chamado inibina é secretado, atuando de forma seletiva na
hipéfise fazendo o bloqueio na liberacdo de FSH. Este bloqueio faz com que haja
uma maior liberacdo de LH, e posterior ovulacdo dos foliculos maduros (Roth et al.,
2000).

Apbs a ovulacdo ocorre a formacédo do corpo lateo, resultando na secrecdo de
progesterona (Hafez e Hafez, 2004). Royal et al. (2002) citam que o CL comecga a
passar por modificacdes logo apds a ovulacéo, porém, em vacas seu funcionamento
€ iniciado ap6s um ou dois dias, atingindo seu desempenho maximo apds cinco dias.
A regressao do CL ocorre pela presenca de um fator luteolitico, a prostaglandina
F2a (PGF2a), que é produzida pelo endométrio. O periodo de atividade do CL é
chamado de fase luteinica, esta fase que também é conhecida como diestro dura
aproximadamentel5 dias em vacas (Hafez e Hafez, 2004).

Caso ocorra a fecundacédo, a secrecdo de progesterona é mantida atravées

sinalizacdo do embrido. A gestacao bovina dura cerca de 290 dias (Hagiwara, 2014)
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e vacas sdo consideradas férteis ao dar origem a um bezerro saudavel por ano
(L6pez-Gatius et al., 2006).

Foliculo em
cresomento

Ovulagéo

Maturagao Corpo Luteo

Follcular
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-Corpo Hemorragico

PGFZa
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Estrogé&nio
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Figura 5: Diagrama do controle enddcrino do ciclo estral. A figura exp8e alteragcdes no perfil dos

hormonios secretados pelos ovarios (estrogénio e progesterona) e pela hipéfise (LH e FSH). As

quatro fases do ciclo estral sdo: proestro, estro, metaestro e diestro. Adaptado de

1.3 Repeticdo de cio em vacas leiteiras

Importantes remodelamentos no sistema reprodutor feminino ocorrem para que
haja uma gestacdo bem-sucedida, essas alteracbes sdo essenciais para maturacao
final dos gametas, fertilizacao, implantacao e, posterior desenvolvimento do embrido.
Uma adequada interacdo embrio-materna no periodo de implantacéo é crucial para
0 sucesso da gestacao, logo, alteragdes que levem a uma falha no reconhecimento
do embrido podem ser determinantes para perdas embrionarias (Bauersachs et al.,
2008).

A repeticdo de cio em vacas leiteiras € caracterizada por trés ou mais
inseminacdes artificiais consecutivas, sem que haja gestacdo, em fémeas

clinicamente saudaveis. Além disso, alguns autores consideram aceitavel o intervalo
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entre partos de até quatorze meses, acima deste periodo ja pode ser indicativo de
alguma doenca no sistema reprodutor (Vercesi Filho et al., 2007).

Doencas que levam a repeticdo de cio no rebanho sdo de grande importancia,
pois, podem afetar a qualidade de vida e o bem-estar do animal, assim como, gerar
impacto econdmico negativo para o pais e prejuizos para o produtor, uma vez que 0
descarte dos animais afeta a lucratividade (Kasimanickam et al., 2004), assim como,
0 alto custo com uso de antibiético e perda na producéo de leite (Gilbert et al., 2005).

Diversos trabalhos vém demonstrando que a repeticdo de cio e até mesmo a
infertilidade em bovinos, podem ter diferentes causas como, por exemplo, a retencao
de placenta, cistos ovarianos e balanco energético negativo (Buso, 2015; Gundling
et al., 2015). No entanto grande parte dos casos esta relacionada as doencas
uterinas decorrentes, principalmente, de infeccdo pés-parto persistente (Sheldon et
al., 2009). Potter et al. (2010) demonstraram que, durante a primeira semana pos-
parto, mais de 90% de vacas da raca holandesa estdo com o Utero infectados por
bactérias. Porém, a diminuicdo da carga bacteriana ocorre durante o periodo de
involucdo uterina, onde, o Utero retorna ao seu tamanho original em até oito
semanas. No transcorrer da involugdo ocorre a retragdo do Utero, assim como,
atrofia glandular, necrose e descamacdo permitindo que o endométrio sofra
regeneracao (Noakes, 2009). Estudos sugerem que a infeccdo do Utero no momento
do parto, possa ter um importante papel no processo de involucdo uterina, pois, a
resposta imune inata é ativada, porém, quando a resposta do organismo nao ocorre
de maneira adequada o quadro de inflamacdo podera persistir gerando, entdo, a
endometrite (Chapwanya et al., 2009). Esta infeccdo da mucosa uterina pode ser
aguda, onde, os animais afetados apresentam sinais clinicos como descarga vaginal
mucopurulenta, febre e diminuicdo da producdo leiteira, ou, em alguns casos, as
vacas podem ter endometrite subclinica, que de acordo com Leblanc (2014) entre
30% a 50% das vacas recém-paridas podem desenvolver este quadro, tornando o
diagnéstico e tratamento mais dificeis devido a auséncia de sinais clinicos (Salilew-
Wondim et al., 2016).

Diferentes microrganismos sédo capazes de provocar a endometrite, sendo as
bactérias Escherichia coli (E. coli) e Trueperella pyogenes (T. pyogenes) as mais
frequentes (Carneiro et al., 2016). Ap0s a infeccéo uterina, ocorre o recrutamento de

células inflamatoérias, principalmente neutréfilos e macrofagos, que sdo atraidos por
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citocinas e quimiocinas, com 0 objetivo de eliminar os microrganismos patogénicos.
Apesar da cascata inicial de eventos imunolégicos acontecerem através de
mediadores inflamatorios, o impacto dos microrganismos no hospedeiro pode ser
potencializado por mdultiplos fatores de viruléncia, incluindo toxinas formadoras de
poros, sistemas de secrecao bacteriana e proteases (Blander e Sander, 2012), pois,
além da destruicdo uterina provocada pelos microrganismos, estes sdo capazes de
invadir o epitélio e gerar a morte celular como demonstrado na Figura 6 (Sheldon et
al., 2014). Em relacdo a infeccdo viral o Herpesvirus bovino tipo quatro (BoHV-4)
tem sido amplamente associado a alteracées no trato reprodutivo (Yang et al.,
2017).

Epitélio

Estroma

Capilar

== E. coli ® T. pyogenes ‘ Neutréfilo
@ g @ e ie) 1L8 @ Macréfago

Figura 6: Inflamagdo endometrial ocasionada por bactérias patogénicas. A infeccdo uterina ocorre
normalmente apds o parto, principalmente por Escherichia coli e Trueperella pyogenes, estas
bactérias invadem o endométrio, causando morte celular e outros danos teciduais. Ocorre a liberacéo
de citocinas e quimiocinas como IL-183, IL-6 e IL-8 (setas pretas). Estes mediadores inflamatérios
atraem e ativam as células da corrente sanguinea, particularmente neutréfilos e macréfagos, para o
local da infeccéo (seta vermelha), a fim de eliminar os microrganismos e restaurar o tecido lesado.
Adaptado de Sheldon et al. (2014).
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1.4 Importancia das mucinas

As mucinas sdo glicoproteinas com elevado contetdo de oligossacarideos O-
ligados, contendo unidades de N-acetilgalactosamina (GalNAc) ligadas a unidades
de serina ou treonina na sequéncia peptidica. As unidades de GalNAc podem ser
alongadas por galactose (Gal), N-acetilglucosamina (GIcNAc), GalNAc, fucose (Fuc)
e acido sialico (Neu5Ac) (Figura 7), formando até 8 diferentes cores (Murray et al.,
2014). Além disso, as mucinas também podem ser classificadas como secretadas ou
ligadas & membrana, onde, estdo ancoradas ao polo apical do epitélio através de um
dominio transmembrana (Perez-Vilar e Hill, 2004).

[[] GalNAc
GIcNA
Core 1l 0 chnne
O Gal
® clkc
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. Neu5Ac
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Figura 7: Estrutura de oligossacarideos O-ligados a proteina, apresentando residuos de serina ou
treonina ligados a unidade de N-acetilgalactosamina. As unidades podem ser alongadas por

Galactose, N-acetilglucosamina, Fucose e Acido Sialico. Imagem representando os cores 1, 2, 3 e 4.

Adaptado de Brockhausen et al. (2009).
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Gracas as caracteristicas fisico-quimicas, as mucinas tém a capacidade de
proteger o epitélio da desidratagdo, assim como, de ataques proteoliticos (Ramsey
et al., 2016). Porém, trabalhos vém demonstrando que as mucinas podem exercer
outras funcbes no organismo mais complexas, como protecdo contra
microrganismos (Parker et al., 2010) e modulacéo da interacéo célula-célula, funcao
que é realizada por mucinas de membrana, como por exemplo, as mucinas MUCL1 e
MUCA4 (Parker et al., 2010).

Muitos genes responsaveis por codificar diferentes mucinas ja foram descritos.
Resultados de diferentes grupos demonstram a importancia biolégica das mucinas,
e, € crescente 0 numero de autores que pesquisam sobre o envolvimento de
mucinas na reproducdo. Trabalhos vém demonstrando a importancia do MUC1 na
fertilidade, pois, no (tero esta mucina é regulada através dos horménios
gonadotroficos estrogénio e progesterona (Dharmaraj et al.,, 2010). Em 2014,
Kasimanickam et al. (2014) realizaram estudos, visando avaliar a expressao de RNA
mensageiro (MRNA) dos genes MUCL1 e de diversas outras citocinas no endométrio
de vacas com condicGes inflamatérias uterinas pds-parto ou com histérico de
repeticdo de cio, os resultados obtidos revelaram aumento de expressdo de MUC1
em fémeas repetidoras de cio quando comparadas a fémeas controle, sugerindo
entdo que MUC1 pode ter um importante papel na inflamacéo. Além disso, é crucial
gue no momento da implantacdo ocorra uma regulacao negativa de MUC1 no local,
permitindo a adequada interacdo embrio-materna e, consequentemente, sucesso na
gestacao (Aplin, 1997).

Além de MUC1 outros genes responsaveis por codificar mucinas parecem ter
importancia, como o MUC4 e MUC12 que foram significativamente mais expressos
em vacas repetidoras de cio, quando comparadas ao grupo controle (Wagener et al.,
2017).

1.5 Importancia dos lipidios

Assim, como as mucinas, os lipidios sdo constituintes celulares que possuem
importantes fungées bioldgicas, além de, formar a bicamada lipidica tanto de células
como de organelas (Khan et al., 2013). A estrutura quimica dos lipidios &
fundamental para a sua distribuicdo nas seguintes categorias: acidos graxos,

glicerolipidios, glicerofosfolipidios, esfingolipidios, esterdis, prenois, sacarolipidios e
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policetideos (Fahy et al., 2009). Nessa dissertacdo destacaremos apenas os lipidios

pertencentes a categoria dos glicerolipidios, glicerofosfolipidios e esfingolipidios.

1.5.1 Glicerolipidios

Esta categoria engloba os lipidios que apresentam a molécula de glicerol
esterificada somente com acidos graxos. Dependendo do nimero de acidos graxos
que esterificam a molécula de glicerol, esses lipidios sdo denominados mono, di e
triacilglicerol (Fahy et al., 2005).

Estudos demonstram que moléculas de diacilglicerol (DG) sédo importantes
mensageiras na ativacao, proliferacao, migracdo de células do sistema imunoldgico
inato e adaptativo (Kobayashi et al., 2007), sendo, sua abundancia regulada pelas
diacilglicerolquinases (DGKs) que fazem conversdo de DG para éacido fosfatidico
(PA). Assim, o PA produzido pelas DGKs pode funcionar como um regulador
negativo da resposta inflamatoria, pois, o aumento dos niveis de DG pode gerar a
hiperativacdo da resposta imunoldgica (Joshi et al., 2013).

O envolvimento do DG nos eventos relacionados a resposta imunolégica do
hospedeiro ocorre gracas a sua capacidade de estimular diferentes receptores de
célula T, que estédo envolvidos na ativacdo de diferentes tirosinasquinases, além, da
formacdo de um complexo que envolve muitas moléculas, essa cascata de eventos
é fundamental para uma adequada resposta imunoldgica inicial contra agentes

infecciosos (Zehn et al., 2009).

1.5.2 Glicerofosfolipidios

Os glicerofosfolipidios sé@o os principais lipidios presentes na membrana celular.
Estes lipidios sé@o formados pela esterificacdo do glicerol-3-fosfato (G3P) em uma via
que tem como precursores 0 PA e o DG (Eugene, 1956; Holub e Kuksis, 1978).
Assim, a partir do PA e DG séo formados glicerolipidios com diferentes cabecas
polares esterificando a posi¢cao sn-3 do glicerol, denominados de fosfatidilcolina
(PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) e
fosfatidilglicerol (PG) (lupa, 1988) (Figura 8).

A composicao de glicerofosfolipidios difere entre os tipos celulares, organelas e
membranas, e essas diferencas sdo conhecidas por desempenharem papéis

importantes em varias func¢des celulares, incluindo transdugédo de sinal, trafego de
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vesiculas e fluidez de membrana. Belaz et al. (2016) demonstraram que existe um
perfil lipidico, no ambiente uterino, diferente entre dois grupos de bovinos, de alta e
baixa receptividade, evidenciando que o remodelamento de lipidios pode ser crucial
para a manutencdo da gestacdo. Além disso, outro estudo, porém, em ovinos foi
capaz de caracterizar as mudancas no decorrer do ciclo, onde, a PC aumentou com
o avanco do ciclo estral e durante o periodo inicial de gestacdo, posteriormente, este
lipidio diminuiu. Também foi possivel observar este aumento na PE, porém, ja no
final do ciclo. J& em relacdo a PS e Pl estes permaneceram com 0S niveis
constantes (Meier et al., 1997).
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Figura 8: Biossintese de glicerofosfolipidios. A partir do &cido fosfatidico e diacilglicerol sao formados
glicerolipidios com diferentes cabecas polares esterificando a posi¢cdo sn-3 do glicerol, originando
diferentes glicerofosfolipidios como a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol.
Adaptado (Mendis, 2016).
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1.5.3 Esfingolipidios

Os esfingolipidios sdo componentes de membranas de células eucaridticas,
sendo encontrados preferencialmente em membrana plasmatica, do reticulo
endoplasmatico, do Golgi e lisossomos. O componente definidor dos esfingolipidios
€ uma base de cadeia longa (LCB) composta, em geral, por 18 a 20 4tomos de
carbono, apresentando sempre grupos hidroxila no carbono-1 (C-1) e no carbono-3
(C-3) e um grupo amino no carbono-2 (C-2). As principais LCBs encontradas em
células eucaridticas sdo: esfingosina (SPH), esfinganina ou diidroesfingosina (DHS)
e a 4-hidroxiesfinganina ou fitoesfingosina (PHS). As LCBs livres séo geralmente,
encontradas em baixas concentracdes nas células porque durante a sintese de novo
elas sdo rapidamente N-aciladas no grupamento amino do C-2 por um acido graxo,
formando a ceramida. Posteriormente, estruturas polares sdo adicionadas & hidroxila
do C-1, formando os diferentes esfingolipidios complexos. Assim, estdo incluidos na
categoria de esfingolipidios as LCBs livres, LCBs-1-fosfato, ceramidas, ceramidas-1-
fosfato, inositolfosfoceramida, esfingomielina e glicoesfingolipidios. A classe dos
glicoesfingolipidios e constituida de: monohexosilceramida, lactosilceramida,
gangliosideos e muitos outros oligoglicosilceramidas. Estudos sobre a funcéo
biologica dos esfingolipidios demonstraram que esfingosina, esfingosina-1-fosfato,
ceramida e ceramida-1-fosfato regulam processos celulares fundamentais e diversos
como a organizacao do citoesqueleto de actina, endocitose, ciclo celular e apoptose
(Obeid et al., 1993; Venable et al., 1995).

Assim, as ceramidas estdo envolvidas na regulacdo da apoptose,
diferenciagcdo e proliferagdo celular. Em contraste, a esfingosinsa-1-fosfato e a
ceramida-1-fosfato promovem a divisdo celular em oposicdo a apoptose, de modo
gue o equilibrio entre esses esfingolipidios e o0s niveis de ceramida e/ ou esfingosina
nas células é critico. Da mesma forma, os glicoesfingolipidios estruturais, como 0s
gangliosideos regulam a atividade do receptor de crescimento epidérmico, do
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas, do receptor do fator de
crescimento de fibroblastos, do receptor de neurotrofina TrkA e do receptor de
insulina (D'angelo et al., 2013; Julien et al., 2013). Além de sua agdo como
moléculas envolvidas na sinalizacdo celular, os glicoesfingolipidios participam de

varios processos de reconhecimento envolvendo interacdes ceélula-célula, por
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exemplo, a adesdo de células neuronais a bainha de mielina por gangliosideos e
glicoproteina associada a mielina, interacdo do gangliosideo GM3-Lactosilceramida
CG3 mediando a adesédo de células do melanoma as células endoteliais, interacao
esperma-ovo e implantagdo do embrido a placenta. Mizugishi et al. (2015),
mostraram que animais com algum tipo de deficiéncia na sintese de esfingolipidios

possuem problemas reprodutivos incluindo aborto.
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Figura 9: Biossintese de esfingolipidios. A ceramida é a precursora de muitos esfingolipidios, onde,
diversidades no dominio hidrofébico e nos oligossacarideos dao origem aos diferentes
glicoesfingolipidios. Adaptado de Mendis (2016).
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A repeticdo de cio em vacas leiteiras pode ser ocasionada por diferentes fatores,
porém, a maioria dos casos é desencadeada por infeccdo uterina que ativa a
resposta imune imediata, levando a inflamacéo através de uma cascata de eventos
bem conservados em diferentes tecidos. Os casos de endometrite, frequentemente,
séo do tipo subclinicos, porém, devido a auséncia de sintomas, a inflamagéo pode
persistir sem tratamento adequado, caso o diagndéstico ndo seja realizado (Potter et
al., 2010).

Entender como determinadas moléculas se comportam durante a repeticdo de
cio é fundamental para desenvolver métodos de diagndsticos precisos e tratamento
adequado, com o objetivo de melhorar o desempenho reprodutivo e

consequentemente a producéo do rebanho.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Isolar, purificar e identificar moléculas do lavado uterino e tecido endometrial,

associadas a repeticdo de cio em vacas leiteiras.
2.2 Objetivos especificos

Analisar o perfil histoloégico do endométrio de ambos 0s grupos em dois momentos

do ciclo estral: estro e diestro.

Avaliar a distribuicdo e expressdo de glico-epitopos caracteristicos de MUC1, do

endométrio de vacas repetidoras e nao repetidoras, por histoquimica.

Purificar e caracterizar as mucinas presentes no lavado uterino com o objetivo de

avaliar diferencas entre o grupo experimental e controle.

Identificar possiveis biomarcadores lipidicos para repeticdo de cio, utilizando
espectrometria de massas de alta resolugéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento

O delineamento experimental foi realizado em blocos, em um arranjo fatorial
2x2, sendo dois grupos: (i) vacas de alta e baixa fertilidade; e (ii) em dois momentos

de avaliacdo do ciclo estral: estro e diestro.
3.2 Animais
Foram utilizadas vinte vacas da ra¢ca Holandesa:

(i) dez vacas de baixa fertilidade, também chamadas de repetidoras de Cio
(Grupo Experimental). Estes animais sdo caracterizados por terem, pelo menos,

trés inseminacdes artificiais consecutivas sem concepcao.

(i) dez vacas com historico de alta fertilidade (Grupo Controle). Estas vacas
foram selecionadas a partir de 45 dias pds-parto, com puerpério normal, sem
ocorréncia de retencao de placenta ou infeccdo uterina. O intervalo de partos para
estes animais é inferior a quatorze meses, tendo havido até duas inseminac¢des por

concepcgao.
3.3 Manejo reprodutivo

Foi realizado um protocolo hormonal para padronizacdo da fase do ciclo
estral. As vacas com atividade ovariana luteal ciclica e higidas foram submetidas a
protocolo de tratamento hormonal, com a aplicacdo de uma dose de horménio GnRH
sintético (acetato de buserelina, Sincroforte, Ouro Fino Saude Animal, Brasil). Este
momento foi considerado o inicio do manejo (d0).

Sete dias ap6s a administracdo de GnRH (d7), as vacas receberam uma dose
do anédlogo de prostaglandina (cloprostenol sédico, Croniben, Biogenesis-Bago,
Brasil).

No oitavo dia (d8), as vacas receberam uma segunda dose de GnRH, e
passaram por uma observacao quanto a manifestagéo do cio. No d8, as vacas foram
submetidas a ultrassonografia para avaliagdo do diametro dos ovarios.

No décimo dia apds a ocorréncia do cio (diestro, d18 do protocolo), as vacas

foram novamente avaliadas por ultrassonografia para confirmar a presenca de corpo
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luteo. Confirmada a presenca de corpo Iiteo, uma nova avaliacdo para a
determinacdo do diametro dos cornos uterinos foi realizada, sendo feita uma
segunda coleta de material uterino. Apés a segunda coleta, as vacas receberam
uma dose de prostaglandina e retornaram ao manejo reprodutivo normal do

rebanho.
3.4 Coleta de material uterino

As vacas selecionadas foram submetidas a lavagem do limen uterino no d8
(estro), enquanto as biopsias uterinas foram realizadas nos dias d8 (estro) e d18
(diestro) do protocolo. Todos os procedimentos de coleta de material uterino foram

realizados com anestesia peridural com lidocaina a 2 %.
3.5 Lavado uterino

Para a realizacdo do lavado uterino nos animais, 15 ml de solucéo fisiolégica
foram infundidos com auxilio de sonda de Foley e seringa. O fluido recolhido foi
acondicionado em gelo e centrifugado a 433 g (BeckmanCoulter, Allegra X-30, USA)
por 5 min. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -18°C para posterior andlise

da presenca de glicoproteinas com caracteristicas de mucinas.
3.5.1 Bidpsia uterina

Apos a lavagem do Utero, as vacas foram submetidas a biopsia uterina com
auxilio de pinga de bidpsia uterina longa (Botupharma, Brasil). Na primeira coleta, a
biopsia foi realizada no corno esquerdo. Na segunda coleta, o procedimento foi
realizado no corno direito. Em cada coleta, foram recuperados dois fragmentos de
tecido uterino. O primeiro foi acondicionado em criotubo e, imediatamente,
congelado para a realizagcdo de espectrometria de massas (ver detalhe no item
especifico). O segundo fragmento foi armazenado em solugdo formol tamponado

para analise histoldgica/histoquimica.
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3.5.2 Analise estatistica do histérico reprodutivo

Com o objetivo de avaliar se houve a separacdo efetiva dos grupos, como
proposto neste trabalho, apds a verificacdo do histérico reprodutivo dos animais foi
realizada andlise estatistica da razdo entre o nimero de inseminacdes artificiais (I1A)
/nimero de partos por animal. O teste t foi empregado apara avaliar a separacdo
dos grupos.

No momento da coleta do material a ser analisado, as fémeas foram
submetidas a ultrassonografia para avaliagdo do diametro do ovario. Para que a
andlise estatistica pudesse ser realizada com eficacia, foi aplicada a formula descrita
por (Penitente-Filho et al., 2015).

;. 3 D1 D2
Volume do ovario = SXTX—X—.

Em adicdo, os grupos foram comparados utilizando o teste t.

3.6 Histologia

3.6.1 Processamento

As biopsias foram fixadas em uma solucao de tampéo fosfato contendo 10%
de formaldeido. Seguindo-se o processo de desidratacdo em série alcodlica (etanol)
crescente (1x 70%, 2x 100%). Posteriormente as amostras foram diafanizadas em
xileno por 45 min. As bidpsias foram entdo mantidas imersas em parafina liquida
(56° C) durante 20 min (2x). Finalmente, cada fragmento de tecido foi emblocado em
parafina (parafina histologica, Cat. No: 755, Isofar, Brasil) e mantido a temperatura
ambiente por aproximadamente 24h. Foram obtidos cortes histologicos de 5,0 ym de
espessura, no micrétomo (Leica RM2125RT, Alemanha), recolhidos em laminas
histol6gicas. Apds secagem por 12 h, os cortes histoldégicos foram corados pela

hematoxilina-eosina (HE) (Mcmanus, 1948).
3.6.2 Histoquimica

Com o objetivo de avaliar a distribuicdo de moléculas glicosiladas presente no
endomeétrio de vacas selecionadas e, verificar as possiveis diferencas entre os
grupos propostos (GE e GC), a analise histoquimica foi realizada utilizando duas
lectinas. A lectina Jacalin (Cat. No: B-1155, Vector Laboratories, Burlingame, CA,

USA) possui afinidade para unidade de galactose B 1-3 ligada a unidade de N-
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acetilgalactosamina (Gal B 1-3GalNAc) (diluicio de 1:50); a Ulex Europaeus
Agglutinin 1 (UEA 1) (Cat. No: B-1065, Vector Labs.) que reconhece unidade terminal
de a—I-Fucose, (diluicdo 1:30).

Apoés desparafinizar e hidratar os cortes histolégicos, foi realizada a inibicdo
da peroxidase enddgena com solugcdo de peréxido de hidrogénio 3 % em metanol
(15 min), seguido de lavagem em &agua destilada (2x 5 min) e PBS (2x 5 min).
Realizou-se a recuperacao antigénica para a exposicado de epitopos ou unidades de
carboidratos através de aquecimento em Banho-Maria no microondas (2x 5 min) em
tampéo citrato (10 mM — pH 6,0). Apés o resfriamento da solucdo, os cortes
histologicos foram lavados com solucdo tampéo fosfato-salina (PBS), sendo entédo
realizada a inibicdo da biotina enddgena através do kit Avidin/BiotinBlocking (Cat.
No: SP-2001, Vector Labs.) segundo as instru¢cbes do fabricante. O bloqueio
inespecifico da ligacdo das lectinas com o tecido foi realizado utilizando-se o Carbo-
Free™ BlockingSolution (Cat. No: SP-5040, Vector Labs.) nas condi¢cdes indicadas
pelo fabricante. As secdes foram entdo, incubadas com as lectinas de interesse por
18 h a 4° C, seguido de lavagem em PBS-Tween 0,25 %, pH 7,2. Para visualizacao
da ligacdo das lectinas foi utilizado o reagente avidina-peroxidase do kit
VECTASTAIN® Elite ABC (Cat. No: PK-6100 Vector Labs) seguido de 3,3-
Diaminobenzidine (DAB) EnhancedLiquidSubstrate System tetrahydrochloride (Cat.
No: D3939, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). As secbes foram contracoradas com
hematoxilina de Harris, desidratadas, diafanizadas e as laminas foram montadas
utilizando Entellan® (Merck).

Os cortes histologicos foram analisados usando microscopia de luz (Nikon
Eclipse EB00, Japan).

3.6.3 Avaliacao Histopatolégica

A andlise descritiva das biopsias de endométrio foi realizada segundo os
parametros descritos por Bonnett et al. (1991). Foram considerados, o0 tipo
histologico do epitélio superficial do endométrio; das glandulas endometriais; do
estroma (estrato compacto e esponjoso); e infiltrado inflamatério presente.

Foi realizada a quantificacdo do edema, vasos capilares e da inflamacéo
através de escore histologico, dos parametros: 1. Edema intersticial, 2. Vasos, 3.

Inflamacéo (células polinucleares ou mononucleares), considerando nove escalas:
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0 Auséncia

0,5 presenca do parametro, em até 10% da area endometrial presente
1,0 presenca do parametro em 11 — 24% da area endometrial presente
15 presenca do parametro em 25 — 38% da area endometrial presente
2,0 presenca do parametro em 39 — 50% da area endometrial presente
2,5 presenca do parametro em 51% - 64% da area endometrial presente
3,0 presenca do parametro em 65 — 77% da area endometrial presente
3,5 presenca do parametro em 78 — 90% da area endometrial presente
4,0 presenca do parametro em 91 — 100% da area endometrial presente

3.6.4 Histomorfometria glandular

As glandulas presentes no endométrio foram analisadas quantitativamente.
Utilisou-se um sistema de captura e analise de imagens, constituido por um
microscopio de luz Eclipse E800 (Nikon, Japan) acoplado a uma camara digital
Evolution VR Cooled Color 13 bits (Media Cybernetics, Bethesda, USA). A interface
de captura utilizada foi o programa Q-Capture 2.95.0, versdao 2.0.5
(SiliconGraphicsinc, EUA), sendo as imagens transmitidas para um monitor colorido
LCD, congeladas e digitalizadas. As imagens foram capturadas apés calibracdo dos
parametros de cor e contraste adequados e mantidos constantes para cada tipo de
coloracdo ou histoquimica. Foram realizadas imagens de alta resolugcédo (2048 X
1536 pixels buffer) em formato TIFF (10 imagens com a lente objetiva 20x) e levadas
para leitura no programa ImageJ versao 1.52e (Research Services Branch, U.S.
Nationallnstitutesof Health, Bethesda, MD, USA), com auxilio de computador de alto
desempenho. Usou-se a ferramenta per area (Objeto/area total), ajustada a

sensibilidade em 4.0 e calibragdo do aumento utilizado.
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3.7 Purificagao e obtengdo das mucinas

Para a purificacdo das mucinas os lavados uterinos coletados foram diluidos
1:3 em 4gua destilada e centrifugados a 15.000 x g durante 30 minutos. Os
sobrenadantes obtidos ap6s centrifugacdo foram dialisados a 4 °C contra agua
destilada, durante 24 h e liofilizados. Os liofilizados foram solubilizados em tampéao
Tris-HCL 10 mM pH 7.0, contendo 170 mM de cloreto de sédio (NaCl) e fracionados
por cromatografia de filtracdo em gel, em coluna TSK gel G4000 SW Ultrapac
(7,5mm idi x600mm LKB) conectada a um sistema de HPLC (AKTApurifier GE
HealthcareSweeden), e calibrada com padrdes de: Azul de Dextrana (2,000,000 Da),
Imunoglobulina G (156,000 Da), Soro albumina bovina (67.000 Da) e Inibidor de
Tripsina ( 20,100 Da). A coluna foi equilibrada e eluida com o mesmo tampéo
utilizado para solubilizar a amostra, em um fluxo de 0,7 mL/min. A absorbancia do
eluato foi monitorada, continuamente, a 280 nm. Fra¢gdes de 0,6 mL foram coletadas
e analisadas com o reagente acido periodico-Schiff (PAS) para a deteccdo de
carboidratos. As fracbes contendo mucinas foram reunidas, concentradas, dialisadas

contra 4gua destilada e liofilizadas.
3.7.1 Reacao por PAS

Para a deteccdo das mucinas, foi realizado o ensaio com PAS em
microplacas de 96 pocos (K12-96, Kasvi, Brasil) onde 50 pyL da amostra foram
incubados com 120 uL de acido periodico a 0,06 % (v/v) em 7 % (v/v) de acido
acético durante 90 min a temperatura ambiente. ApOs a incubacdo foram
adicionados 100 pL de reagente de Schiff (Wcor corantes, Brasil), seguindo-se por
60 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de

placas (AD340 platereader, BeckmanCoulter, Califonia, EUA).
3.7.2 Analise da composi¢cdo de monossacaridica das mucinas purificadas

A determinacdo da composi¢cdo monossacaridica foi realizada por metanolise
das mucinas purificadas e liofilizadas. O procedimento foi iniciado com a adi¢do de
500 pL de metanol-HCL 0,5 M, a 80 °C, por 18 h. Apos extracdo do metanolisado
com hexano, a fase metandélica foi neutralizada com carbonato de prata e submetida

a re-N-acetilacdo com anidrido acético a temperatura ambiente. Ap6s 18 h, o
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carbonato de prata foi removido por centrifugacdo e os metil-glicosideos, presentes
no sobrenadante metandlico, foram trimetilsillados com N,O-bis (trimetilsilil)
trifluoracetanamida (BSTFA) e piridina ( 1:1 v/v) por 1 h, a temperatura ambiente e
analisados por cromatografia gas-liquida (CG) e cromatografia gas-liquida acoplada
a espectrometria de massa (CG-MS). A CG dos metil-glicosideos trimetilsililados foi
realizada em cromatégrafo Shimadzu 2012 Plus equipado com uma coluna capilar
DB-1 com 30 m de comprimento e 25 mm de diametro interno, sendo o hidrogénio
utilizado como gas de arraste. A analise de CG-MS foi realizada em um
espectrobmetro de massa Shimadzu GCMS-QP5050 (impacto de elétrons 70 eV),
acoplado a um cromatdgrafo Shimadzu 17 A, equipado com uma coluna capilar DB-
5 com 30 m de comprimento e 25 mm de diametro usando o hélio como arraste. A
temperatura da coluna de ambos cromatégrafos foi programada para variar de 120 a
240°C, 2°C/min. Os metil-glicosideos foram identificados por comparacdo com o0s
tempos de retencdo de padrdes conhecidos, e pelo padrdo de fragmentagéo

observado nos espectros de massas.

3.8 Andlise dos lipidios por espectrometria de massas de alta resolucao

3.8.1 Obtencao dos lipidios

Para analise dos lipidios presentes no endométrio das vacas selecionadas
1,5mL de metanol foi adicionado as biopsias, seguindo-se sonicagdo por 5 min e
agitacdo, em vortex, por 20 seg (2x). Apos centrifugacao, 1800 x g durante 15 min a
4° C, foi realizada diluicdo 1:1000, em metanol. A solucéo diluida foi dividida em dois
frascos (500 pL cada), seguindo-se adicao de &cido férmico ou hidréxido de amdnio
(2%v/v) e posterior andlise, respectivamente, nos modos positivo e negativo. Todas
as amostras foram preparadas em triplicata. Metanol, acido formico e hidréxido de
amonio foram adquiridos junto a J. T. Baker (Xalostoc, México) e utilizados sem

purificacéo adicional.

3.8.2 Espectrometria de Massas de Alta Resolucgéo

Apés a preparacdo, todas as amostras foram analisadas em um instrumento
Orbitrap Discovery ESI-LTQ-XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) com
uma resolugcdo nominal de 30.000 (FWHM). As analises foram realizadas na faixa de

massa de 60 a 600 (baixa massa) e 600 a 1600 (alta massa) m/z.Para a obtencao
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dos espectros o instrumento foi configurado de acordo com 0s seguintes
parametros: taxa de fluxo de 10 pL min™, temperatura capilar de 280 °C, 5 kV de
tensdo de pulverizacéo e gas de bainha em 10 unidades arbitrarias. As aquisi¢coes

foram realizadas em quintuplicatas e, nos modos positivo e negativo.
3.8.3 Analise Estatistica e Identificacdo de Biomarcadores

O método de escolha para analisar a variacao entre os grupos foi o de analise
de discriminacdo de minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA). Trata-se
de um método que utiliza técnicas de regressdo multivariada para extrair
caracteristicas de cada grupo e mostrar a existéncia de diferencas ou semelhancas
entre as amostras analisadas. A significancia estatistica do modelo obtido pelo
OPLS-DA foi avaliada pela aplicacédo do teste de permutacdo (100 permutacdes
para cada teste).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando a plataforma online
MetaboAnalyst 4.0. Para a elucidacao estrutural dos marcadores, a precisdo da
massa foi o parametro principal, comparando-se os valores de massa obtidos
experimentalmente e aqueles disponiveis em bancos de dados online, como o
METLIN (Scripps Center for Metabolomics, La Jolla, CA, EUA). Uma molécula foi
caracterizada quando apresentou um valor de erro de identificacdo menor que 5
ppm.

A escolha de biomarcadores potenciais, para repeticdo de cio e ou fertilidade,
foi feita através da andlise estatistica das massas obtidas por espectrometria de

massas.
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4 RESULTADOS

4.1 Historico reprodutivo

Apés a separacdo dos animais para a formacdo dos grupos propostos, as
analises do historico reprodutivo dos animais foram realizadas com o objetivo de
avaliar, estatisticamente, diferencas significativas entre 0os grupos.

A idade das fémeas selecionadas foi calculada em meses e expressa em mediana.
Como apresentado na (Figura 10), a mediana das fémeas GC foi, aproximadamente,
83 meses; enquanto das fémeas GE ficou em torno de 101 meses.
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Figura 10: Gréfico de distribuicao de idade. A idade das fémeas bovinas foi calculada em meses, os
resultados foram expressos em mediana.

Como descrito em material e métodos, o critério utilizado para separacédo dos
grupos foi o numero de inseminacdes artificiais necessarias para gerar um bezerro,
havendo, portanto, diferenca significativa entre os grupos e, demonstrando que a
separacao ocorreu de forma eficiente (Figura 11). Esta afirmacéo € deduzida pelo

fato de que para que ocorra o nascimento de um bezerro sdo necessarias,
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aproximadamente, cinco inseminacoes artificiais para as fémeas do GE e apenas

8-

‘ I

Razao n° de |A / partos
E-Y

duas inseminagdes para o GC.

Figura 11: Numero de inseminacdes artificiais necessérias para o nascimento de um bezerro. Para a
andlise deste resultado foi calculada a raz&o entre o n° de IA / partos, demonstrando diferenga
significativa entre os grupos; p < 0,01.

No momento de realizar a bidpsia uterina, os ovarios foram avaliados quanto
a sua dimensdao, através de ultrassonografia. Os resultados demonstraram que no
periodo do estro, em ambos os grupos (GC e GE) a dimensdo do ovario foi em
média 3,0 cm3; na fase do diestro a média para a GC foi mantida, enquanto houve
aumento para 3,6 cm3 na dimenséo do ovario no grupo GE, diferenca considerada

nao sendo significante (Figura 12 A e B).
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Figura 12: Volume do ovario em cm3. As medidas do ovario foram obtidas por ultrassonografia
. ~ - 3 D1 D2 ~
aplicando-se a férmula do volume da esfera (volume do ovario = anx7x7). A. Comparacéo do

volume do ovario em cm? entre os grupos GC e GE na fase do estro; B. Comparacado na fase do

diestro. Nao houve diferenca significativa; p< 0,01.

4.2 Histologia

4.2.1 Avaliacéo Histopatoldgica

A principal causa que leva a repeticdo de cio em vacas leiteiras € a
endometrite subclinica, logo, avaliar histologicamente o endométrio € importante
para entender as alteracdes celulares, principalmente as relacionadas a inflamacao.

O endométrio exibiu epitélio de revestimento, na fase do estro, pseudo-
estratificado, raras vezes do tipo cuboidal ou cilindrico (Figura 13A). Na fase do
diestro, o epitélio de revestimento foi predominantemente pseudo-estratificado
(Figura 15C). Em alguns casos o epitélio estava ausente (Figura 16A).

O infiltrado inflamatdrio se mostrou presente em ambos 0s grupos, nas duas
fases estudadas. O infiltrado foi constituido principalmente por células linfécitos
(mononucleadas) e ou leucécitos polimorfonucleares (PMN) (Figura 13B), além
disso, eventos inflamatérios como permeacéo do epitélio de revestimento por células
mononucleadas (MON) e focos linfocitarios na regido sub-epitelial foram visualizados
(Figuras 15A, 15B).

O estroma compacto, constituido por células conjuntivas, exibiu padrdo denso
ou edemaciado. O estroma esponjoso, com padrdao de organizacao do tipo frouxo,
se apresentou edemaciado em alguns casos (Figura 13C).

As glandulas endometriais sdo do tipo cuboidal ou cilindrica e em algumas
ocasides pseudoestratificadas, na fase do estro. No diestro, as glandulas séo do tipo
cilindrica/pseudo-estratificada, sendo o padrao de secrecdo glandular supranuclear
ou supranuclear e infranuclear nas duas fases (Figura 13D). Como citado acima, o
tipo de célula e secrecdo glandular ndo apresentaram diferencas, porém, a
porcentagem da area glandular ocupada no endométrio foi avaliada separadamente
(item 4.2.2).
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Figura 13: Fotomicrografias representativas do endométrio do animal do grupo controle, na fase do
estro, corados pela Hematoxilina-Eosina (HE). A. Epitélio de revestimento do tipo pseudoestratificado
(seta branca). Barra de calibracdo: 100 um; B. Detalhe da Inflamacdo presente no epitélio de
revestimento e no estroma compacto (setas pretas: linfocitos; seta branca: polimorfonuclear). Barra
de calibragédo: 50 um; C. Edema no estroma compacto (Bauersachs et al.) e no estroma esponjoso
(EE). Barra de calibracdo: 500 um; D. Glandulas endometriais do EE revestidas por epitélio cuboidal

contendo granulos de secrecéo supra e infranucleares (seta branca). Barra de calibracdo: 100 um.
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Figura 14: Fotomicrografias representativas do endométrio de animais do grupo controle, na fase do
estro, corados pela Hematoxilina-Eosina. A. Glandulas endometriais do estrato esponjoso exibindo
secrecao supra e infranuclear (seta). Barra de calibracdo: 200 um; B. Células inflamatérias entre as
células epiteliais da glandula (setas). Barra de calibragdo: 50 um; C. Estroma esponjoso exibindo
edema intersticial e grande niimero de capilares sanguineos (setas). Barra de calibragdo: 100 um; D.
Inimeros cortes transversais de capilares sanguineos (seta) em meio ao estroma esponjoso. Barra

de calibrag&o: 50 pm.
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Figura 15: Fotomicrografias representativas do endométrio de animais do grupo controle, na fase do
diestro, corados pela Hematoxilina-Eosina. A. Epitélio de revestimento exibindo foco inflamatorio intra
e subepitelial (seta). Barra de calibracdo: 500 um; B. Foco inflamatdrio intra e subepitelial (seta).
Barra de calibracdo: 50 um; C. Epitélio de revestimento pseudo-estratificado mostrando inflamacéo
intra-epitelial e sub-epitelial (setas). Barra de calibracdo: 100 pm; D. Em meio ao estroma compacto

edemaciado, inlfamacéo periglandular (seta). Barra de calibracdo: 100 um.

48



Figura 16: Fotomicrografias representativas do endométrio de animal do grupo experimental, na fase
do estro, corados pela Hematoxilina-Eosina. A. Epitélio de revestimento ausente. Rarefacdo de
glandulas no endométrio. Barra de calibragdo: 500 um; B. Estroma compacto edemaciado (*). Barra
de calibracdo: 100 pm; C. Epitélio de revestimento pseudo-estratificado, permeado por células
inflamatérias (setas) e estroma compacto edemaciado e com capilares dilatados (seta fina). Barra de
calibracdo: 100 um; D. Glandulas endometriais cuboidais com secre¢do supra e infranuclear (seta

grossa) ou pseudoestratificado (seta fina). Barra de calibragcdo: 100 um.
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Figura 17: Fotomicrografias representativas do endométrio de animal do grupo experimental, na fase
do diestro, corados pela Hematoxilina-Eosina. A. Epitélio de revestimento ausente (seta). Rarefacdo
de glandulas no endométrio. Barra de calibragao: 500 um; B. Estroma compacto edemaciado, foco
inflamatorio (circulo). Barra de calibragdo: 100 um; C. Hemorragia no estroma esponjoso e glandula
endometrial proliferativa. Barra de calibragdo: 100 um; D. Foco inflamatério com eosinéfilo no

estroma esponjoso (circulo). Barra de calibragdo: 50 um.
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Para avaliar possiveis diferencas histologicas entre os grupos estudados,
andlises estatisticas foram realizadas. Para edema e vasos, os dados estdo
apresentados em gréficos de distribuicdo pontuando os scores, por ndo serem
diferentes estatisticamente. Em ambos os grupos avaliados (GC e GE) a maioria dos
animais apresentaram edema estromal. A média para o GC foi 0,7 e para o GE 1,1,
nas duas fases do ciclo estral. A Figura 18A, representa a distribuicdo do edema no
estro, enquanto a 18B corresponde a fase do diestro.

A média dos scores para vasos endometriais foi de 0,8 para GC e 1,3 para o
GE, no estro (Figura 19A); e 0,75 para GC e 1,5 no GE, na fase do diestro (Figura
19B). Apesar, de estatisticamente ndo haver diferenca entre os grupos é possivel
observar que a pontuacdo foi maior no GE, em ambas as fases do ciclo, quando
comparados ao GC.

A inflamacdo do endométrio foi observada nos dois grupos estudados. Os
resultados estatisticos ndo apresentaram diferenca significante quando avaliada a
inflamacédo total. Porém, os resultados obtidos considerando o tipo celular ndo
revelaram diferenca significativa no infiltrado por células PMN no GC, na fase do
estro (Figura 20A). Na mesma fase reprodutiva do ciclo o score para células
mononucleadas foi significativamente maior no GE quando comparado ao GC
(Figura 20B). No diestro, como demonstrado na Figura 20C e D, o infiltrado
inflamatorio por células PMN e mononucleadas foi estatisticamente maior no GE em

relacdo ao GC.
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Figura 18: Grafico de edema do endométrio bovino. O edema endometrial foi pontuado de acordo

com o item 3.6.3 e expresso no grafico comparando os grupos controle e experimental. A.

Corresponde a fase estro; B. Corresponde ao diestro.
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Figura 19: Grafico de vasos do endométrio bovino. Os vasos presentes no endométrio foram

pontuados de acordo com o item 3.6.3 e expressos no grafico comparando os grupos controle e

experimental. A. Corresponde a fase estro; B. Corresponde ao diestro.
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Figura 20: Grafico de inflamacdo do endométrio bovino. A inflamac¢@o endometrial foi pontuada de

acordo com o item 3.6.3 e a analise estatistica foi realizada levando em considera¢éo o tipo celular. O
grafico expressa as médias. A. Infitrado por PMN na fase do estro; B. Infiltrado por células
mononucleadas na fase do estro; C. Infiltrado por PMN na fase do diestro; D. Infiltrado por células
mononucleadas na fase do diestro.

4.2.2 Histomorfometria glandular

A andlise descritiva da histologia endometrial revelou a rarefacdo de
glandulas uterinas nas fémeas classificadas como repetidoras de cio. Com este
dado, foram realizadas analises separadas (item 3.6.4). Os resultados obtidos da
histomorfometria glandular revelaram que a area ocupada pelas glandulas uterinas
endometriais foi significativamente maior no GC quando comparado ao GE (Figura
21 A e B). Esta diferenca foi observada em ambas as fases do ciclo estral (estro e
diestro). Além disso, hd também uma elevacdo na area ocupada pelas glandulas

guando o mesmo grupo € comparado nas diferentes fases.
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Figura 21: Dimensdo das glandulas uterinas endometriais. Comparacdo da area ocupada pelas

glandulas (%) / &rea total. A. Andlise entre os grupos GC e GE na fase do estro; B. Andlise na fase do
diestro. p<0,005

4.2.3 Histoquimica

Para avaliar a distribuicdo no endométrio de glicoconjugados, contendo no
dominio glicana, unidades de galactose p1-3 ligadas a unidades de N-
acetilgalactosamina, foi utilizada a lectina biotinilada Jacalina. Para a deteccédo da
unidade terminal de a—L-Fucose foi utilizada a lectina biotinilada UEAI. O padrdo de
marcacdo foi avaliado através da criacdo dos seguintes scores: negativo (-), muito
fraco (-/+), fraco (+), moderado (++) e intenso (+++).

Na fase estro, ambos os grupos demonstraram reatividade para a lectina
Jacalina. O score no epitélio de revestimento e glandulas uterinas foi fraco em
ambos os grupos. No estrato compacto a reatividade foi fraca no GC e muito fraca
no GE. No estrato esponjoso ndo houve marcacao. Ainda na mesma fase do ciclo
estral, utilizando a UEAI, a reatividade no epitélio de revestimento do GC foi fraca,
enquanto no GE foi classificada como muito fraca, no entanto nas glandulas uterinas
o score foi muito fraco para GC e moderado no GE. Em ambos os estratos,
compacto e esponjoso a marcacao foi predominantemente negativa (Tabela 2).

No diestro, utilizando a lectina Jacalina, a reatividade no GC foi fraca no
epitélio de revestimento e nas glandulas uterinas; para o GE o score foi muito fraco
no epitélio de revestimento e fraco nas glandulas uterinas. Em ambos os grupos, no
estrato compacto, a reatividade foi muito fraca, enquanto no estrato esponjoso foi

negativa. Na mesma fase do ciclo utilizando a lectina UEAI, a reatividade no epitélio
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de revestimento e glandulas uterinas foi fraca no GC, ja no GE, a marcacao foi muito
fraca no epitélio de revestimento e moderada nas glandulas uterinas. Nos estratos

do endométrio a classificacédo foi predominantemente negativa.
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Tabela 2: Reatividade de lectinas biotiniladas no endométrio bovino, fase do estro.

Epitélio de
Revestimento

Estrato Compacto

Estrato Esponjoso

Glandulas uterinas

JACALINA UEAI JACALINA UEAI JACALINA UEAI JACALINA UEAI
GC + + + -/+ - - + -/+
GE + -/+ -/+ - - - + ++

Tabela 3: Reatividade de lectinas biotiniladas no endométrio bovino, fase do diestro.

Epitélio de
Revestimento

Estrato Compacto

Estrato Esponjoso

Glandulas uterinas

JACALINA UEAI JACALINA UEAI JACALINA UEAI JACALINA UEAI
GC + + -/+ +/- - - + +
GE -/+ -/+ -/+ - - - + ++
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Figura 22: Fotomicrografias representativas de endométrio de animal controle, na fase do estro,
coradas pela técnica histoquimica para lectinas. Lectinas biotiniladas foram detectadas pela
estreptavidina conjugada a peroxidase. O substrato cromdgeno para a detec¢do da peroxidase foi a
diaminobenzidina seguida de contracoloracdo pela hematoxilina. Reatividade para a lectina jacalina
no epitélio de revestimento do endométrio A. e nas glandulas endometriais; B. Reatividade para a
lectina UEAI biotinilada no epitélio de revestimento endometrial; C. e nas glandulas endometriais D.

Barra de calibrag&o: 100 ym.
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Figura 23. Fotomicrografias representativas de endométrio de animal controle, na fase do diestro,
coradas pela técnica histoquimica para lectinas. Lectinas biotiniladas foram detectadas pela
estreptavidina conjugada a peroxidase. O substrato cromo6geno para a deteccdo da peroxidase foi a
diaminobenzidina seguida de contracoloracdo pela hematoxilina. Reatividade para a lectina jacalina
no epitélio de revestimento do endométrio A. e nas glandulas endometriais B. Reatividade para a
lectina UEAI biotinilada no epitélio de revestimento endometrial C. e nas glandulas endometriais D.

Barra de calibragdo: 100 ym.
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do estro, coradas pela técnica histoquimica para lectinas. Lectinas biotiniladas foram detectadas pela
estreptavidina conjugada a peroxidase. O substrato cromdgeno para a detecgdo da peroxidase foi a
diaminobenzidina seguida de contracoloracdo pela hematoxilina. Reatividade para a lectina jacalina
no epitélio de revestimento do endométrio A. e nas glandulas endometriais B. Reatividade para a
lectina UEAI biotinilada no epitélio de revestimento endometrial C. e nas glandulas endometriais D.

Barra de calibrag&o: 100 ym.
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Figura 25. Fotomicrografias representativas de endomeétrio de animal do grupo experimental, na fase
do diestro, corado pela técnica histoquimica para lectinas. Lectinas biotiniladas foram detectadas pela
estreptavidina conjugada a peroxidase. O substrato cromoégeno para a deteccdo da peroxidase foi a
diaminobenzidina seguida de contracoloracdo pela hematoxilina. Reatividade para a lectina jacalina
no epitélio de revestimento do endométrio A. e nas glandulas endometriais B. Reatividade para a
lectina UEAI biotinilada no epitélio de revestimento endometrial C. e nas glandulas endometriais D.
Barra de calibracdo: 100 pm.
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4.3 Purificagdo de mucinas do lavado uterino

ApOs a dialise e centrifugacdo os sobrenadantes dos lavados uterinos foram
liofilizados, dissolvidos em 10 mM de tampéo Tris-Cl pH 7,0 contendo 170mM de NaCl e
fracionados em uma coluna de TSK gel SW 4000G. Os cromatogramas obtidos
mostraram a presenca de dois picos simétricos principais a um comprimento de onda
de 280 nm, tanto para lavados uterinos de vacas repetidoras de cios (GE) como para as
nao repetidoras (GC) (Fig. 4). O primeiro pico foi eluido no volume de exclusdo da
coluna, cujo limite de exclusdo para proteinas globulares é 7.00.000 Da, enquanto o
segundo pico apresentou uma massa molecular aparente de 67,000 Da. A analise dos
dois picos principais de proteinas, pela reagcdo com PAS, demonstrou que apenas o
primeiro pico era constituido por glicoproteinas. As fracbes identificadas como
glicoproteinas foram reunidas, concentradas, dialisadas contra &gua destilada,

liofilizadas e caracterizadas como mucinas, pela composi¢cdo monossacaridica.
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Figura 26: Cromatografia do lavado uterino, em coluna TSK G4000 SW. Tampéo de corrida: Tris

HCI 10 mM em NaCl 170 mM, pH 7. A &rea destacada corresponde as fragdes que foram reunidas
apos o ensaio/PAS. A. GC; B. GE.
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4.3.1 Determinagdo da composi¢cao da mucina uterina

A composicdo dos monossacarideos foi determinada utilizando cromatografia
gas-liquida (GC) e cromatografia gas liquida acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS). Os cromatogramas obtidos mostraram a presenca dos metil-glicosideos
trimetilsililados derivados de unidades de Fuc, Gal, GalNAc e GIcNAc em todas as
mucinas purificadas (Figuras 27A e 27B). O derivado do Neu5Ac estava presente
em quantidade traco. Os tempos de retencdes dos derivados foram idénticos aos
encontrados para metil-glicosideos trimetilsillados de amostras auténticas as
unidades de Fuc, Gal, GalNAc, GIcNAc e Neu5Ac. O padrao de fragmentacao
observado nos espectros de massas do cromatograma de ions totais confirmou a
presenca destas unidades monossacaridicas (Figura 28A cromatograma de ions
totais e do grupo controle e 28B cromatograma de ions totais do grupo
experimental).

A origem de alguns ions-fragmentos considerados representativos para a
identificacdo dos metil-glicosideos trimetilsililados estdo representados nas figuras
29, 30 e 31; e foram incluidos, também, para facilitar o entendimento dos espectros
de massas apresentados nas figuras 32, 33, 34 e 35. Apesar dos espectros de
massas derivados de hexofuranose e hexopiranose apresentarem, basicamente, 0s
mesmos fragmentos, eles podem ser facilmente identificados pela intensidade
relativa entre os fragmentos m/e 204 e m/e 217, sendo o de m/e 204 mais
abundante, nos espectros derivados de hexopiranose.

A relacdo molar entre Fuc:Gal:GalNAc:GIcNAc obtida pela integracdo das
suas respectivas areas pela cromatografia gas-liquida demonstrou uma marcante
diferenca na composicdo das cadeias oligossacaridcas das mucinas isoladas entre
0S grupos das vacas repetidoras as ndo repetidoras de cio (Tabelas 4 e 5), a analise

estatistica demonstrou que a diferenca entra os grupos € significativa.
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Figura 27: Perfil cromatogréfico dos metil-glicosideos trimetilsililados obtidos apds metandlise e

trimetilsililagdo da mucina purificada do lavado uterino. Os picos assinalados correspondem aos metil-
glicosideos trimetilsililados derivados de (1) Fuc, (2) Gal, (3) GalNAC, (4) GIcNAc. A. Corresponde ao

cromatograma do GC; B. Corresponde ao cromatograma do GE.
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Figura 28: Perfil cromatografico obtido pela andlise por CG-MS dos metil-glicosideos trimetilsililados

obtidos apés metandlise e trimetilsililagdo da mucina purificada do lavado uterino. Os picos

assinalados correspondem a Fucose, Galfuranose (Galf), Galpiranose (Galp), GalNAC e GIcNAC.

A. GC; B. GE.

65



373 m/z + OTMSH

T

363 m/z + OTMS

T

— 1+ B 1 +
CHs
OTMS
—~ OTMS
OTMS
OTMS
m/z 217
m/z 452 m/z 452

LT e

/\/ OTMS CHj .
TMSC OTMS - TMSO
Sy B f
m/z 204 -~
N OTMS
\ OTMS
m/z 452 STMO m/z 305
OTMS 6
TMSOWOTMS HC—_~
m/z 290 OTMS
m/z 147

!

m/z 132 + CH2

Figura 29: Esquema de fragmentacdode metil-6-deoxi-hexopiranosideos trimetilsililados.
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Figura 32: Espectro de massas referente aos picos de Fuc obtidos do cromatograma da figura 28.
Deteccao por impacto de elétrons.
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Figura 33: Espectro de massas referentes aos picos de Galf obtidos do cromatograma da figura 28.

Deteccao por impacto de elétrons.
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Figura 34: Espectro de massas referentes aos picos Galp obtidos do cromatograma da figura 28.

Deteccao por impacto de elétrons.
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Figura 35: Espectros de massas referentes aos picos GalNAc e GIcNAc obtidos do cromatograma da

figura 28. Deteccéo por impacto de elétrons.
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Tabela 4: Composicao quimica das mucinas do lavado uterino das fémeas do grupo controle

Relagdao molar

Animal | Galactose Fucose N-acetilgalactosamina N-acetilglucosamina  Acido Sialico
1 4.8 0.8 1.0 1.5 *
2 4.9 0.7 1.0 1.4 *
3 4.7 0.7 1.0 1.5 *
4 4.8 0.7 1.0 1.5 *
* Tragos

Tabela 5: Composicdo quimica das mucinas do lavado uterino das fémeas do grupo experimental

Relacdo molar

Animal | Galactose Fucose N-acetilgalactosamina N-acetilglucosamina  Acido Sialico
1 2.2 0.3 1.0 1.00 *
2 2.3 0.25 1.0 1.0 *
3 21 0.28 1.0 0.9 *
4 2.0 0.27 1.0 0.8 *
* Tracos
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4.4 Andlise dos lipidios endometriais por espectrometria de massas

Um conjunto de pseudo-ions moleculares foi obtido dos componentes
moleculares presentes no endométrio de vacas repetidoras e néo repetidoras de cio,
em um espectrometro de massa ORBITRAP equipado com uma fonte de ionizacao
de electrospray. Posteriormente, 0 conjunto destes ions foi submetido a uma analise
multivariada usando o modelo OPLS-DA para investigar as diferencas endometriais
no estro e diestro entre as vacas repetidoras e néo repetidoras de cio. As figuras 36
e 37 mostram uma tendéncia de separacdo completa entre os dois grupos,
indicando distintos perfis moleculares no endométrio de fémeas repetidoras de cio
(n=10) quando comparadas a fémeas férteis (n=10). No estro os ions de m/z 615.3,
765.5, 969.6, 619.5, 635.5, 649.5, 651.5, 659.5, 793.6, 864.5, 865.5, 1176.7, 1388.9,
937.7 e 729.5 atribuidos a glicerolipidios, glicerofosfolipidios e esfingolipidios
respectivamente foram responsaveis pela separacdo dos dois grupos enquanto que
no diestro os grupos foram separados pelos ions também atribuidos a glicerolipidios,
glicerofosfolipidios e esfingolipidios de m/z 723.4, 806.6, 874.4, 875.4, 1057.5,
1135.7, 701.4, 832.6, 833.7, 957.5, 1058.5, 1062.8, 937.4, 725.6, 897.4 e 938.4. As
constituicbes desses ions obtidas por espectrometria de massa de alta resolucéo e
pesquisa em banco de dados como o Metlin estdo apresentadas nas Tabelas 6, 7, 8
e9.
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Figura 36: Pseudo-ions moleculares foram obtidos em espectrdmetro de massa ORBITRAP.
Posteriormente, o conjunto destes ions foi submetido a uma analise multivariada usando o modelo
OPLS-DA para investigar as diferencas endometriais entre os grupos controle e experimental na fase
estro, grupo controle (pontos vermelhos) e grupo experimental (pontos verdes).
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Figura 37: Pseudo-ions moleculares foram obtidos em espectrometro de massa ORBITRAP.
Posteriormente, o conjunto destes ions foi submetido a uma analise multivariada usando o modelo
OPLS-DA para investigar as diferencas endometriais entre os grupos controle e experimental na fase

diestro, grupo controle (pontos vermelhos) e grupo experimental (pontos verdes).
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Tabela 6: Fosfolipidios endometriais responsaveis pela discriminagdo entre vacas nédo repetidoras e repetidoras de cio no estro

Experimental Massa Teérica Estrutura Quimica Composto Aduto Erro

(m/z) (NC-LD) (ppm)
615.3865 615.3868 C29H59011P PI (20:0) [M+H]" 0
GC 765.5946 765.5980 C43H8308P PA (40:1) [M+2Na-H]" 4
969.6407 969.6402 C51H95013P Pl (42:2) [M+Na]” 0
619.5282 619.5272 C37H7205 DG (34:0) [M+Na]* 1
635.5219 635.5227 C40H6805 DG (37:5) [M+Li]* 1
649.5404 649.5383 C41H7005 DG (38:5) [M+Li]* 3
GE 651.5516 651.5505 C47H7202 DG (44:4) [M+Li]* 1
659.5439 659.5462 C45H7405 DG (42:7) [M+H-2H20]" 4
793.6077 793.6082 C45H8707P PA (42:0) [M+Na]” 0
864.5316 864.5367 C48H76NO10P PS (42:9) [M+Li]* 5
865.5364 865.5355 C46H83010P PG (40:4) [M+K]* 0

Tabela 7: Fosfolipidios endometriais responséaveis pela discriminacdo entre vacas néo repetidoras e repetidoras de cio no diestro

Experimental Massa Tedrica Estrutura Quimica Composto Aduto Erro
(m/z) (NC-LD) (ppm)
723.4914 723.4935 C39H7308P PA (38:5) [M+Na]” 2
806.6026 806.6010 C47H86NO7P PE (42:4) [M+2Na-H]" 1
e 874.4612 874.4605 C46H72NO10P PS (40:9) [M+2Na-H]" 0
875.4626 875.4657 C43H75013P Pl (34:4) [M+2Na-H]" 3
1057.5351 1057.5371 C47H89019P3 PIP2 (38:2) [M+Li]* 1
1135.7977 1135.8532 C41H20D62022P4 PIP3 (32:0) [M+Na]" 4
701.4389 701.4388 C37H65010P PG (31:4) [M+H] 0
832.6185 832.6191 CA47H88NO7P PE (42:4) [M+Na]” 0
GE 833.6221 833.6266 C46H89010P PG (40:1) [M+H] 5
860.7417 860.7394 C50H102NO7P PC (42:0) [M+H] 5
957.5477 957.5463 C51H83013P Pl (42:8) [M+Na]” 1




Tabela 8: Esfingolipidios endometriais responsaveis pela discriminacdo entre vacas nao repetidoras e repetidoras de cio no estro

Experimental Massa Teérica Estrutura Quimica Composto Aduto Erro
(m/z) (NC-LD) (ppm)
1176.7485 1176.7445 C58H107N0O22 H3F1Cer (42:1) [M+Li]* 3
GC 1388.9152 1388.9146 C72H131N3023 H2N2 Cer (44:2) [M+H-H20]" 0
937.7702 937.7689 C121H207N7063 H2N1A5 Cer (40:1) [M+2Na+H]*" 1
GE 729.5919 729.5905 C41H81N206P SM (36:2) [M+H]* 1

Tabela 9: Esfingolipidios endometriais responsaveis pela discriminagdo entre vacas nao repetidoras e repetidoras de cio no diestro

Experimental Massa Teérica Estrutura Quimica Composto Aduto Erro

(m/z) (NC-LD) (ppm)
1058.5385 1058.5366 C94H168N2048 H8N1Cer (38:1) [M+H+Na]2+ 1
1162.8254 1162.8187 C62H115N018 H3Cer (44:2) [M+H]" 5
GC 937.4732 937.4739 C84H146N4040 H3N1A2Cer (34:1) [M+H+Na]2+ 0
725.6923 725.6896 C95H167N5047 H2N1F1A2Cer (36:1) [M+2Na+H]3+ 3
897.4804 897.4802 C82H144N4038 H2N1F1Cer (34:1) [M+2H]2+ 0
938.4769 938.4817 C84H148N4040 H3N1A2Cer(36:1) [M+H+Na]2+ 5
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4.4.1 Biomarcadores lipidicos de fertilidade e ou repeti¢cdo de cio

Os dados da tabela demonstram que na fase do estro no grupo controle foram
identificados, fosfatidilinositois, acido fosfatidico, triosilceramida,
pentasialilgangliosideo (GP2c) e na fase do diestro, acido fosfatidico,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilinositolbis-fosfato,
fosfatidilinositoltris-fosfato, triosilceramidas, disialilgangliosideos (GD1).

Na fase do estro, no grupo experimental, foram identificados: diacilglicerois,
acido fosfatidico, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina e esfingomielina e na fase do

diestro fosfatidilglicerois, fostadidiletanolamina, fosfatidilcolina e fosfatidilinositol.
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5 DISCUSSAO

A pecuaria leiteira pode ser afetada por diversos fatores, sendo, a eficiéncia
reprodutiva considerada uma das mais importantes para manter, do ponto de vista
econdmico, a producdo vidvel. O numero de artigos que descrevem as possiveis
causas de doencas reprodutivas é crescente. Destaque € dado a repeticdo de cio
em vacas leiteiras. A repeticdo de cio é definida pelo numero de inseminacfes
necessarias para o nascimento de um bezerro vivo saudavel (Zemjanis, 1980).
Acima de trés inseminacdes fracassadas, a repeticdo de cio pode ser considerada.
Nesta dissertacdo as fémeas classificadas como repetidoras de cio passaram, em
meédia, cinco vezes pelo procedimento de inseminacdo, até o nascimento do
bezerro.

A repeticdo de cio em vacas leiteiras pode ter diferentes etiologias, porém, a
que ocorre com maior frequéncia é a endometrite sub-clinica, que consiste em um
qguadro de infec¢cdo persistente do endométrio, mucosa uterina, sem sintomatologia
clinica. De acordo com Leblanc (2014) até 30% das vacas recém-paridas
desenvolvem endometrite sub-clinica.

Sendo o utero o 6rgdo determinante para que ocorra uma gestacao bem-
sucedida, os remodelamentos celulares e moleculares sédo fundamentais em cada
fase do ciclo gestacional para permitir a fecundacdo, implantacdo e gestacéo
(Imakawa et al., 2017). Com essa premissa, 0 nosso trabalho teve o objetivo de
identificar as possiveis alteracbes no contetdo de glicoproteinas e lipidios que
possam ocorrer no endométrio bovino, comparando fémeas férteis com as
repetidoras de cio. Paralelamente, a avaliacdo histopatologica do tecido endometrial,
nos dois grupos de animais foi determinada.

Atualmente, um dos métodos de diagndstico utilizados para repeticdo de cio,
causada por endometrite subclinica, é a analise citolégica através da contagem de
neutréfilos PMN, por ser a primeira resposta do sistema imune inato. A contagem de
PMN acima de 14% ja pode indicar a patologia e levar ao aumento de intervalo entre
partos (Lee et al., 2018). Os resultados obtidos neste trabalho demonstram infiltrado
inflamatorio, na classificacdo da inflamacéo total, sem diferenca significativa em
ambos os grupos estudados. No entanto, na analise do tipo celular, foi possivel
evidenciar maior infiltrado inflamatério por PMN no grupo controle na fase do estro.

Por outro lado, as células mononucleares, incluindo linfécitos, foram predominantes
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no grupo de fémeas repetidoras de cio. Os resultados histologicos obtidos no grupo
controle podem indicar uma resposta imunoldgica imediata que auxilia 0 organismo
na depuragdo bacteriana e involugdo uterina, como sugerido por Chapwanya et al.
(2012). Esses autores observaram que a contagem de neutrofilos e o aumento da
expressdo de genes pro-inflamatorios ocorrem de maneira fisiologica em fémeas
recém-paridas e sugerem que a desregulacdo deste processo € que pode gerar
doencas reprodutivas. Em contrapartida, em fémeas classificadas como repetidoras
de cio a contagem de células MON, incluindo focos linfocitarios, foi predominante.
Os resultados obtidos nesta dissertagdo sugerem uma condicdo de inflamacéo
cronica, confirmada nao apenas pela presenca de células mononucleadas, mas
também pela rarefacdo das glandulas uterinas nas fémeas repetidoras. O artigo de
Palomares et al. (2018) demonstra que fémeas bovinas, consideradas subférteis,
possuem infiltracdo de células MON distribuidas pelo endométrio e ao redor das
glandulas uterinas, além de glandulas cisticas e fibrose periglandular, sugerindo que
as alteracbes encontradas sdo caracteristicas de infeccdo cronica e estdo
diretamente relacionadas a diminuicdo da eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras.
Varios trabalhos demonstraram que, durante o ciclo estral, ocorrem no
endométrio alteracdes celulares e moleculares que sao vitais para a implantacdo do
embrido. Uma importante modificacdo observada no epitélio uterino e no epitélio
glandular, necessaria para a prenhez, é a expressao regulada de mucina-1 (MUC1)
durante o ciclo estral (Achache e Revel, 2006). Nesta dissertacéo, visando identificar
as diferencas na distribuicdo e expressdo de glico-epitopos caracteristicos desta
mucina (MUC1), realizamos um estudo histoquimico do endométrio de vacas
repetidoras e ndo repetidoras, utilizando as lectinas Jacalina e UEAI. Nossos
resultados demonstraram que a MUC1, presente no tecido endometrial bovino,
apresenta terminais de GalB1-3GalNAc e a-Fucose e que estes glico-epitopos estéo
presentes em ambas as fases do ciclo estral de todas as fémeas do GC e GE. A
intensidade das marcac¢des pelas duas lectinas demonstrou, também, que néo
ocorre variacio na abundancia destes glico-epitopos durante o ciclo estral, entre as
vacas repetidoras e ndo repetidoras de cio. A marcacdo com a lectina Jacalina
demonstrou que as unidades terminais de GalB1-3-GalNAc estavam distribuidas no
epitélio de revestimento, estrato compacto e glandulas uterinas. O resultado de

marcagdo com a lectina UEAI apresentou um padrdo de distribuicdo, para as
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unidades terminais de L-Fucose, semelhante ao observado para as unidade
terminais de GalB1-3GalNAc. Estudos realizados em ratos demonstraram, também,
que a expressao da MUCL1 do tecido endometrial estava inalterada durante o ciclo
estral (Desouza et al., 1998). No entanto, como a MUC1 atua como um molécula
antiaderente, a sua expressdo precisa ser reduzida na superficie do tecido
endometrial, durante a fase receptiva de implantacdo. A propriedade antiaderente da
MUC1 é atribuida a presenca do ectodominio longo que se estende para além do
glicocalice (Meseguer et al., 1998). Esta projecdo impede estericamente, a
interacdo do blastocisto com os receptores de adesdo que estdo presentes na
superficie do endométrio. Assim, varios trabalhos sugerem que a MUC1 exerce uma
acao repelente sobre o embrido até que ele encontre o local adequado para a
implantagéo (Wesseling et al., 1996; Aplin, 1997; 1999). Carson et al. 1998

A distribuicdo e regulacdo da expressdo de MUC1 variam ao longo do ciclo
estral e entre as espécies. Em alguns animais como camundongo, rato e porco, a
MUC1 é regulada negativamente no endométrio receptivo, antes da implantacédo do
blastocisto, quando os niveis de progesterona sdo altos (Braga e Gendler, 1993;
Surveyor et al., 1995; Bowen et al., 1996; Desouza et al., 1998). Em humanos foi
verificado que ocorre um aumento da expressdao da MUC1 no periodo de pré-
implantacéo, sugerindo que a MUCL1 seja responsavel em direcionar o embrido,
temporal e espacialmente, para o local adequado, sendo necessario um processo de
remocado da MUC1 para que ocorra a implantacdo (Aplin, 1997; Meseguer et al.,
1998; Meseguer et al., 2001; Thathiah e Carson, 2004)

Em conjunto, 0s nossos resultados demonstram que nao € possivel separar
as vacas repetidoras e ndo repetidoras de cio, baseando-se na expressao e na
distribuicdo dos glico-epitopos presentes na MUC1, do tecido endometrial.

Outro fator essencial para o desenvolvimento do concepto é a secrecdo
endometrial, presente no limen uterino conhecido como histotrofo. O histotrofo,
além de interagir diretamente com o embrido, durante todo o processo de
implantagcdo no endométrio, protege o tecido uterino do atague de microrganismos.
O histotrofo € uma mistura complexa, rica em glicoproteinas que contém, entre
outros componentes, secrecfes das glandulas endometriais, proteinas seéricas,
fatores de crescimento, carboidratos e lipidios, representando um microambiente

para o desenvolvimento embrionario (Ashworth, 1995).
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Em bovino, o principal componente glicoprotéico do histotrofo foi identificado
como sendo constituido de mucinas formadoras de gel do tipo MUC-2 e MUC-5B
(Alfattan et al.,, 2015) O conhecimento sobre a estrutura das cadeias
oligossacaridicas destas mucinas é fundamental para a descoberta de glico-
marcadores que permitem distinguir vacas repetidoras de cio das nao repetidoras.
Como as alterac6es estruturais das cadeias oligossacaridicas de mucinas modificam
as suas propriedades biologicas, em diversos eventos, incluindo o reconhecimento
celular (Varki e Gagneux, 2017), nesta dissertacdo foi realizada a andlise da
composicdo monossacaridica das mucinas purificadas do fluido uterino, visando
diferenciar vacas repetidoras das nao repetidoras de cio.

Os resultados das andlises de determinacdo monossacaridica demonstraram
gue as cadeias oligossacaridicas das mucinas purificadas do lavado uterino bovino
sdo constituidas de fucose, galactose, N-acetilgalactosamina e N-acetilglucosamina.
Surpreendentemente, a andlise ndo demonstrou a ocorréncia de acido sialico, um
componente sempre presente em mucinas. O acido sialico € o nome genérico de
uma familia de monossacarideos acidos de nove atomos de carbonos que esta,
predominantemente, localizado nas extremidades n&o redutoras das cadeias de
oligossacaridicas de glicoproteinas e glicolipidios (Varki e Gagneux, 2017). A
auséncia de &cido sialico nas mucinas isoladas dos lavados uterinos pode ser
atribuida a acdo de sialidases endometriais e ou bacterianas presentes no tecido
uterino; ou ao fato de que a expressdo de sialiltranferases nas glandulas
endometrias esteja sob um processo de regulacao negativa, durante o ciclo estral.

Embora as cadeias oligossacaridicas das mucinas do lavado uterino sejam
constituidas de fucose, galactose, N-acetilgalactosamina e N-acetilglucosamina, os
dados obtidos da relagcdo molar entre estes monossacarideos mostram diferencas
significativas marcantes entre o grupo de vacas repetidoras e néo repetidoras de cio.
Sugerimos, assim, que o padrdo da relacdo molar entre os monossacarideos
constituintes das cadeias oligossacaridicas, das mucinas do lavado, possa ser um
potencial glico-marcador, para discriminar vacas repetidoras e ndo repetidoras de
cio. Neste contexto, a caracterizacao estrutural das cadeias oligossacaridicas das
mucinas é fundamental para validar o padréo de relagcdo molar como glico-marcador.

Além de glicoproteinas, os lipidios sdo componentes estruturais de membrana

das células que compdem o endométrio e, funcionam, também, como moléculas de
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sinalizacdo, modulando o0s processos envolvidos com o desenvolvimento
embrionério. Nesta dissertacdo, ndés identificamos nas fases estro e diestro os
lipidios endometriais que discriminam as vacas repetidoras e nao repetidoras de cio.
A maioria dos lipidios identificados estd envolvida em vias de sinalizagcdo que
regulam varios fendbmenos celulares essenciais, como transducdo de sinal, trafego
de vesiculas, dindmica do citoesqueleto de actina, adeséo, proliferacdo e motilidade
(Toker, 2002; Di Paolo e De Camilli, 2006; Hammond e Balla, 2015). Em nosso
trabalho, nés observamos a predominancia de diacilgliceréis como os lipidios
caracteristicos de vacas repetidoras de cio, sugerindo que o acumulo deste
mensageiro secundario possa alterar os componentes moleculares do tecido
endometrial, comprometendo o desenvolvimento embrionario. Uma funcéo
importante descrita para os diacilglicerdis, em particular daqueles derivados do
fostatidilinositol, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato e
fosfatidilcolina, € a modulacdo de processos vitais na fisiologia celular, ativando
membros da familia de enzimas proteina cinase ¢ (PKC) (Sun et al., 2013). Além de
sua funcdo como mensageiro secundario, os diacilgliceréis sdo uma fonte importante
de acido araquidénico, uma molécula sinalizadora e precursora de prostaglandinas e
leucotrienos (Funk, 2001). A importancia das prostaglandinas, no processo da
implantacdo embrionéaria, é conhecida e estd bem demonstrada em modelos
animais. Em camundongos, as prostaglandina 12 e prostaglandina E2 formadas pela
acdo da COX-2 sdo essenciais para a ovulacdo, fertilizacdo, implantacdo e
decidualizacdo (Chakraborty et al., 1996; Lim et al., 1997; Segi et al., 2003). Outro
lipidio identificado nesta dissertacdo e caracteristico de vacas repetidoras de cio foi
a esfingomielina (36:2) que apresenta funcdo de modular os componentes do tecido
endometrial. As esfingomielinas sédo importantes componentes estruturais de
membranas bioldgicas e, quando hidrolisada produzem metabolitos bioativos como
ceramida, esfingosina, e esfingosina 1-fosfato que desempenham papel importante
na proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celulares (Hannun e Obeid, 1995). Belaz
et al. (2016) estudando a distribuicéo de fosfolipidios presentes no oviduto e Utero de
bovinos, demonstraram que o aumento do conteudo de esfingomielina correlaciona
com a maior receptividade do endométrio ao embrido. Outro exemplo do papel
critico dos esfingolipidios na reproducdo foi a demonstracdo de que a eliminacdo

dos genes da esfingosinacinase causa o acumulo da base esfingoide e a reducao de
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fosfatidiletanolamina, induzindo a perda precoce da gravidez, pelo comprometimento
da decidualizacao e perda da estabilidade dos vasos sanguineos uterinos (Mizugishi
et al., 2007). Por outro lado, ha evidéncias de que a esfingosina 1-fosfato, o produto
do metabolismo da esfingomielina, desempenha importante papel na adaptacédo do
Gtero a gravidez (Jeng et al., 2007). Como o ciclo da esfingomielina produz
moléculas que induzem sinais apoptéticos e mitogénicosos quais ajudam a regular o
arranjo molecular no tecido uterino, visando tornar o endométrio receptivo, 0
desequilibrio destes sinais durante o ciclo estral pode comprometer o
desenvolvimento embrionario.

Em vacas néo repetidoras de cio, diferente dos resultados encontrados em
vacas repetidoras de cio, os lipidios de sinalizacdo celular predominante sdo da
familia dos fosfoinositideos e gangliosideos. Os fosfoinositideos sdo fosfolipidios
formados pela fosforilacdo sequencial no anel mio-inositol do fosfatifidilinositol,
produzindo fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) e fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato
(PIP3), entre outros compostos (Hammond e Balla, 2015). O PIP2 e o PIP3 sao
importantes lipidios que regulam véarias fungdes celulares, incluindo a sobrevivéncia
celular, a proliferacdo, o trafego de membranas, o rearranjo do citoesqueleto, e a
expressdo génica (Hammond e Balla, 2015). Eles podem exercer sua funcao
indiretamente como precursores de mensageiros secundarios, como o diacilglicerol
e o inositol 1,4,5-trifosfato, ou diretamente interagindo com moléculas de proteinas
efetoras e, assim, orquestrar a organizacdo espaco-temporal das cascatas de
transducdo de sinal intracelular. Embora o papel que os fosfoinositideos
desempenham no tecido uterino de bovinos relacionado com a receptividade
endometrial ndo seja conhecido, alteracées na producdo e no metabolismo destes
fosfolipididios estdo associadas com varias doencas, incluindo cancer, diabetes,
inflamacédo e doencas cardiacas. Com relacdo aos gangliosideos, as vacas nao
repetidoras de cio apresentam, no estro, um pentasialogangliosideo (GP2c) e no
diestro trés trisialgangliosideos (GD1). Se, esta mudanca no perfil de gangliosideos
estd associada a um papel importante na biologia uterina, relacionado ao
desenvolvimento embrionario, permanece a ser estudado. Em mamiferos, alguns
gangliosideos podem interferir na resposta imunoldgica mediada por célula
(Ravindranath et al., 2007; Mahata et al., 2015). Por exemplo, GM1 e GM2 podem

suprimir a proliferacdo de células T mediada por interleucina IL-2; e GM3 e GDla
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podem induzir a producédo de IL-10 por linfécito T humanos (Bergelson, 1995). Além
disso, o0os gangliosideos sdo glico-marcadores de diferenciacdo durante a
embriogénese, oncogénese e diferenciacéo linfoide (Hakomori, 2004).

Um resultado original obtido nestes estudos foi a identificacdo do
pentasialogangliosideo (GP2c). Até o momento, ndo h& descricdo na literatura da
presenca deste gangliosideo em sistemas biologicos. H& relato da presenca de
pentasialogangliosideos (GP1c) no cérebro humano (Miller-Podraza et al., 1991). E
possivel correlacionar a presenca de GP2c em vacas nao repetidoras de cio, fase
estral, no entanto, mais estudos sédo necessarios para esta afirmacéo.

Em relacé@o aos fosfolipidios poli-insaturados PG (31:4); PG (40:4); Pl (34:4);
Pl (42:8); PA (38:5); PS (40:9); PS (42:9); e PE (42:4) uma particularidade destes
lipidios € modular a funcdo endometrial por serem potencial fonte de &cido
araquidénico. Nos GC e GE estes fosfolipidios poli-insaturados foram identificados.
Trabalhos realizados em camundongos demonstram que fosfolipidios contendo o
acido araquidénico quando co-localizados com a COX-2 desempenham um
importante papel no desenvolvimento embrionario através do aumento da
angiogénese do tecido endometrial (Burnum et al., 2009).

Apdés a andlise e discussao do conjunto dos resultados obtidos nesta
dissertacdo € possivel propor dominios glicidicos variacdes quantitativas nos
componentes sacaridicos de mucinas isoladas do lavado uterino; e dominios
lipidicos obtidos do tecido endometrial presenca de esfingomielina e auséncia do
gangliosideo GP2c como biomarcadores em fémeas bovinas com repeticdo
de cio.

6 CONCLUSAO

Uma gestacdo bem-sucedida é dependente da composicédo e funcdo do trato
reprodutivo. Nesta dissertacdo foram comparadas fémeas bovinas férteis e
repetidoras de cio, as analises histopatoldgicas evidenciaram diferencas
inflamatorias entre os grupos, assim como foram identificados lipidios diferentes. A
caracterizagdo das mucinas evidenciou a mesma composi¢cdo monossacaridica,
porém com relacdo molar diferente entre as fémeas néo repetidoras e repetidoras de

cio.
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