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RESUMO

MARUYAMA, A.S. Perfil de cortisol e sinalizacao dos glicocorticoides em corpo luteo
canino. 2018. 48 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

Glicocorticoides (GCs) modulam a reproducéo, interferindo na produgdo de hormdnios
gonadais, estradiol (E2) e progesterona (P4). Concomitantemente, E2 e P4 também
influenciam a liberacéo de cortisol. Além disso, em altas concentra¢es os GCs interferem na
via de sinalizacdo da insulina prejudicando o funcionamento dos 6rgéos, incluindo os do
sistema reprodutivo bem como a producdo de P4 pelo corpo luteo (CL). O CL utiliza glicose
para manter sua atividade, e o cortisol interfere na via de sinalizacdo da glicose em diversos
tecidos, porém ainda nao existem estudos quanto a sua atividade no CL canino, tampouco
quanto a presenca de genes relacionados a via de sinalizacdo dos GCs neste érgdo. Os
objetivos deste estudo foram caracterizar a expressdao dos genes relacionados a via de
sinalizacdo dos GCs e da insulina em CL de cadelas ciclicas e identificar expressao
diferencial destes genes entre os dias 20 e 60 do diestro, que correspondem a fase final de
crescimento do CL e a fase de regressdo luteinica, respectivamente. Ainda, avaliar as
concentragdes basais de cortisol salivar (CS) e metabdlitos fecais de glicocorticoides (MGFs)
em diferentes dias do diestro (10, 20, 30, 40, 50 e 60) de cadelas ciclicas, comparando com 0s
niveis de E2 e P4 ja publicados; correlacionar os valores obtidos nas duas técnicas; e
estabelecer um intervalo de valores basais de CS e MFGs para o diestro. Para esta pesquisa
foram selecionadas 28 cadelas ciclicas saudaveis; foi realizado o sequenciamento de nova
geracdo (RNA-Seq) dos CLs coletados de 18 animais em dias especificos do diestro (dia 10,
20, 30, 40, 50 e 60 pds-ovulacdo); das outras 10 cadelas foram coletadas amostras de fezes e
saliva, durante todo o diestro, e realizada mensuracdo da concentracdo de MFGs e CS. Nos
resultados de RNA-Seq foi identificada a expressdo dos genes NR3C1, HSD11B1, HSD11B2,
SLC2A4, INSR e IRS1. Os genes NR3C1 (p>0,3; FDR>0,6) e SLC2A4 (p>0,02; FDR>0,1)
ndo apresentaram expressdo diferencial no diestro. Os genes HSD11B1 (p=0,0001;
FDR=0,0021), HSD11B2 (p=0,013; FDR=0,06), INSR (p=0,002; FDR=0,01) mostraram
maior expressdo no dia 20 do diestro, quando comparado ao dia 60. O gene IRS1 (p=0,0006;
FDR= 0,006) estava mais expresso no dia 60 do diestro em relacdo do dia 20. As dosagens
hormonais demonstraram que no dia 10 do diestro (CS=0,0656 + 0,0237ug/dL e
MGFs=110,41 + 46,51pg/ng) as duas mensuracOes apresentaram concentracfes menores que
nos demais dias do diestro (CS=0,1027 + 0,0496ug/dL e MFGs=220,22 + 183,74pg/ng). A



concentracdo média de CS=0,0972ug/dL (0,011-0,246pg/dL) e MFGs=189,875pg/ng
(9pa/ng-1067,2pg/ng) foi definida para o diestro canino. Estes resultados sugerem que o CL
canino também é influenciado pelo cortisol circulante da mesma forma que outros tecidos ja
estudados, podendo interferir na via de sinalizacdo da insulina e, consequentemente,
prejudicar seu funcionamento e o sucesso reprodutivo. Além disso, em relagdo aos resultados
das dosagens hormonais, 0s niveis baixos de CS e MFGs no dia 10 do diestro corroboram
com os achados em literatura e com a queda de E2 neste mesmo periodo, 0 que sugere uma

associacdo entre a producao de ambos os hormonios.

Palavras-chave: Cortisol. Corpo lateo. Insulina. Diestro. RNA-Seq.



ABSTRACT

MARUYAMA, A. S. Cortisol profile and glucocorticoid signaling pathways in canine
corpus luteum. 2018. 48 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2018.

Glucocorticoids (GCs) modulate reproduction by interfering in the gonadal hormones
production, estradiol (E2) and progesterone (P4). Likewise, E2 and P4 influence release of
cortisol. Furthermore, high concentrations of GCs may harm the functioning of organs,
including reproductive organs and progesterone (P4) production by the corpus luteum (CL).
CL utilizes glucose to maintain its own activity and cortisol interferes with the glucose
signaling pathway in several tissues. Studies characterizing cortisol activity and expression of
genes related to GC signaling pathways in canine CL are still scarce. The aims of this study
were to characterize the expression of genes related to GCs and insulin signaling pathways in
cyclic canine CL and to identify differential expression of these genes between day 20 and
day 60 of diestrus which correspond, respectively to luteal final growth and regression phases.
Moreover to evaluate the basal concentrations of salivary cortisol (SC) and fecal
glucocorticoid metabolites (FGMs) on different days of diestrus (10, 20, 30, 40, 50 e 60) in
cyclic bitches, moreover to compare E2 and P4 levels already published. As well as to
correlate the values of SC and FGMs, and also to establish an interval of basal concentrations
of SC and FGMs for diestrus. For this research 28 healthy cyclic bitches were selected; RNA-
Seq of the corpora lutea from 18 animals on specific days of diestrus (day 10, 20, 30, 40, 50,
60) was made. Saliva and fecal samples were collected from the other 10 bitches during
diestrus phase. Enzyme immunoassay was made to measure the concentrations of SC and
FGMs. The RNA-Seq results identified the expression of the genes NR3C1, HSD11B1,
HSD11B2, SLC2A4, INSR e IRS1. No difference on the expression of NR3C1 (p>0,3;
FDR>0,6) and SLC2A4 (p>0,02; FDR>0,1) was observed during diestrus. Nevertheless
HSD11B1 (p=0,0001; FDR=0,0021), HSD11B2 (p=0,013; FDR=0,06), INSR (p=0,002;
FDR=0,01) showed a higher expression on day 20 of diestrus and the gene IRS1 (p=0,0006;
FDR= 0,006) presented higher expression on day 60 of diestrus. Results related to hormonal
evatuations showed lower SC and FGMs concentrations on day 10th (SC=0,0656 =+
0,0237ug/dL and FGMs=110,41 + 46,51pg/ng) than on the other days of diestrus (SC=0,1027
+ 0,0496 pg/dL e FGMs=220,22 + 183,74 pg/ng). Average concentrations of
SC=0,0972ug/dL (0,011-0,246ug/dL) and FGMs=189,875pg/ng (9pg/ng-1067,2pg/ng) were
defined for canine diestrus. These data suggest that canine CL is influenced by cortisol



similarly to other tissues in which cortisol may interfere in the insulin signaling pathway and,
consequently, its function. Besides that, lower levels of SC and FGMs on day 10th of the
diestrus corroborate with the literature data and with the decrease in E2 production at the

same period. This data suggest that the production of both hormones are associated.

Keywords: Cortisol. Corpus luteum. Insulin. Diestrus. RNA-Seq.
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1 INTRODUCAO

A reproducdo é um dos processos de grande foco tanto na medicina veterinaria
guanto na medicina humana. O estresse e os glicocorticoides (GCs) circulantes afetam a
reproducdo animal (ex: cortisol); altas concentragdes de cortisol estdo associadas a alteragdes
reprodutivas como supressdo do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal (HHG), reducdo da
gametogénese, perda embrionéria e aborto (Dobson e Smith, 2000; Whirledge e Cidlowski,
2010; Geraghty e Kaufer, 2015; Whirledge e Cidlowski, 2017). Assim como 0s GCs podem
afetar a producdo de hormonio gonadais, estradiol (E2) e progesterona (P4), os hormdnios
esteroides gonadais também podem afetar a producdo de GCs, interferindo diretamente no
eixo HHA (Handa e Weiser, 2014; Gallelli et al., 2015).

A elevacdo na concentracdo de cortisol pode estar relacionada a um estimulo
estressante que ativa o eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HHA), induzindo a liberagdo de
ACTH (horménio adrenocorticotréfico), levando a sintese e aumento da secrecéo de cortisol
pelo cortex da adrenal.

A mensuracdo de cortisol plasmatico é um indicador de estresse e bem-estar animal
amplamente utilizado (McDonald, 1980; Beerda et al., 1997). Métodos de dosagens
hormonais ndo invasivos interferem menos nos resultados, principalmente na mensuracéo de
cortisol basal, portanto estdo sendo cada vez mais utilizados; dentre estes métodos, a dosagem
da concentracdo de cortisol salivar e a de metabotitos fecais de glicocorticoides (MFGs) sao
métodos altamente confidveis (Beerda et al., 1998; Schatz & Palme, 2001; Dreschel e
Granger, 2009; Bennet e Hayssen, 2010; Obayashi, 2013; Glenk et al., 2014; Cummings et
al., 2007; Vasconcellos et al., 2011).

Mesmo em concentracdes basais 0s GCs possuem funcdo moduladora em diversos
Orgdos, inclusive nos érgdos do sistema reprodutivo, modulando a acdo e producdo de
diversas citocinas e prostaglandinas necessarias para a ovulagdo, lutedlise, desenvolvimento
placentario, implantagdo embrionaria, crescimento fetal e indugéo do parto (Hillier e Tetsuka,
1998; Andersen, 2002; Michael et al., 2003; Chida et al., 2011; Li et al., 2014; Erichsen et al.,
2010; Wyrwoll, 2014).

A acdo dos GCs depende do momento em que esta ocorrendo, da sua concentracéao e
da regulacdo de sua atuacgdo pela expressdo dos receptores de glicocorticoides (GRs/NR3C1)
e por duas enzimas, 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11BHSD1), que converte
cortisona na forma ativa, cortisol, e 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2
(11BHSD2), que converte cortisol em cortisona (DUONG et al., 2012).
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Tanto os GRs quanto as enzimas 11BHSD1 e 11BHSD2 ja foram identificadas em
diversos 6rgdos do sistema reprodutor de humanos, vacas e camundongos (Benediktsson et
al., 1992; Michael et al., 1997; Tetsuka, 1999; Tetsuka et al., 2003; McDonald et al., 2006),
inclusive em corpo lateo (CL) de ratos e vacas (Waddell, 1996; Michael et al., 1997; Tetsuka
et al.,, 2003; Komiyama et al., 2008), porém ainda ndo foram descritos em cées e 0s
mecanismos moleculares pelos quais os GCs interferem na reproducdo ainda nédo estdo
totalmente esclarecidos. Técnicas de sequenciamento de nova geracdo sdo ferramentas
efetivas para identificar os padrdes de expressdao de transcritos e genes diferentemente
expressos (Ling et al., 2014) e assim podem ajudar a solucionar alguns questionamentos da
acao molecular dos GCs.

O CL ¢ o principal 6rgéo responsavel pela producdo de progesterona (P4) durante o
diestro de cadelas (Canis lupus familiaris). A P4 tem funcdo essencial na manutencdo da
gestacdo, uma vez que as cadelas, diferente das vacas, ndo apresentam esteroidogénese
placentaria (Nishiyama et al., 1999; Tait et al., 2008). Fémeas de cdo domestico s&o
consideradas monoéstricas nao estacionais, porque apresentam apenas um estro a cada ciclo
reprodutivo e este ndo possui nenhuma relacdo com a estacdo do ano. O ciclo reprodutivo
apresenta uma duragdo de 5 a 12 meses, dividido em anestro (periodo de inatividade
ovariana), proestro (fase folicular), estro (fase reprodutiva) e diestro (fase luteinica). O CL
canino tem duracdo de aproximadamente 60 dias p6s-ovulacdo (p.o.), o periodo de formacéo
dura de 0 a 15 dias p.o., a fase secretoria ocorre do dia 15 ao 45 p.o. e a regressao do dia 45 ao
60 p.o. (Hoffmann et al., 1994; Nishiyama et al., 1999).

A falha na manutencéo do CL e da producéo de P4 acarreta em falhas reprodutivas.
Uma das suspeitas pelas quais essa alteracdo ocorra esta relacionada a acdo deste horménio na
via de sinalizacdo da insulina, uma vez que, ja demonstrado em estudos anteriores, altas
concentracdes de GCs aumentam a predisposicdo a resisténcia insulinica (Geer et al., 2014;
Qi et al., 2018) e a resisténcia insulinica pode causar prejuizos na reproducdo, incluindo
reducdo na producdo de progesterona (Fedorcsak et al., 2000; Nandi et al., 2010). Como a
insulina também regula a absorcdo de glicose no CL canino (Sousa et al., 2016), se esta via
for afetada, a funcionalidade e a duragdo do CL serdo afetadas, e consequentemente a
producéo de P4.

Os objetivos destes estudos foram caracterizar a expressdo de genes relacionados as
vias de sinalizacdo dos GCs e da insulina que séo afetados pelos GCs em corpo luteo de

cadelas ciclicas saudaveis durante o diestro e indentificar expressdo diferencial destes genes.
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Além de avaliar as concentragdes basais de cortisol salivar e MGFs em diferentes dias do
diestro (dia 10, 20, 30, 40, 50 e 60) de cadelas ciclicas.
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Resumo

Os glicocorticoides (GCs) interferem na via de sinalizagdo da insulina e em altas
concentracfes prejudicam o funcionamento dos 6rgéos, incluindo os do sistema reprodutivo
bem como a producdo de progesterona (P4) pelo corpo luteo (CL). O CL utiliza glicose para
manter sua atividade, e o cortisol, principal glicocorticoide produzido pelos caes, interfere na
via de sinalizac&o da glicose em diversos tecidos, porém ainda ndo existem estudos quanto a
sua atividade no CL canino, tampouco quanto a presenca de genes relacionados a via de
sinalizacdo dos GCs neste 6rgdo. Os objetivos deste estudo foram caracterizar a expressdo dos
genes relacionados a via de sinalizacdo dos GCs e da insulina em CL de cadelas ciclicas e
identificar expressdo diferencial destes genes entre os dias 20 e 60 do diestro, que
correspondem a fase final de crescimento do CL e a fase de regressdo luteinica,
respectivamente. Para esta pesquisa foi realizado o sequenciamento de nova geragédo (RNA-
Seq) dos CLs de 18 cadelas ciclicas saudaveis em dias especificos do diestro (dia 10, 20, 30,

40, 50 e 60 pds-ovulacédo). Nos resultados foi identificada a expressdo dos genes NR3Cl1,
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HSD11B1, HSD11B2, SLC2A4, INSR e IRS1. Os genes NR3C1 (p>0,3; FDR>0,6) e
SLC2A4 (p>0,02; FDR>0,1) ndo apresentaram expressdo diferencial no diestro. Os genes
HSD11B1 (p=0,0001; FDR=0,0021), HSD11B2 (p=0,013; FDR=0,06), INSR (p=0,002;
FDR=0,01) mostraram maior expressao no dia 20 do diestro, quando comparado ao dia 60. O
gene IRS1 (p=0,0006; FDR= 0,006) estava mais expresso no dia 60 do diestro em relagéo do
dia 20. Estes resultados sugerem que o CL canino também é influenciado pelo cortisol
circulante da mesma forma que outros tecidos ja estudados, podendo interferir na via de
sinalizacdo da insulina e, consequentemente, prejudicar seu funcionamento e 0 sucesso

reprodutivo.

Palavras-chave: Corpo luteo. Cortisol. Insulina. Reproducdo. RNA-Seq.

Abstract

Glucocorticoids (GCs) interfere with the insulin signaling pathway. It may harm the
functioning of organs, including progesterone (P4) production by the corpus luteum (CL). The
aims of this study were to characterize the expression of genes related to GCs and insulin
signaling pathways in cyclic canine CL and to identify differential expression of these genes
between day 20 and day 60 of diestrus which correspond, respectively to luteal final growth
and regression phases. For this research RNA-Seq of the corpora lutea from 18 cyclic bitches
on specific days of diestrus (day 10, 20, 30, 40, 50, 60) was made. This work identified the
expression of the genes NR3C1, HSD11B1, HSD11B2, SLC2A4, INSR e IRS1. No
difference on the expression of NR3C1 (p>0,3; FDR>0,6) and SLC2A4 (p>0,02; FDR>0,1)
was observed during diestrus. Nevertheless HSD11B1 (p=0,0001; FDR=0,0021), HSD11B2
(p=0,013; FDR=0,06), INSR (p=0,002; FDR=0,01) showed a higher expression on day 20 of
diestrus and the gene IRS1 (p=0,0006; FDR= 0,006) presented higher expression on day 60 of
diestrus. These data suggest that canine CL is influenced by cortisol similarly to other tissues
in which cortisol may interfere in the insulin signaling pathway and, consequently, its

function.

Keywords: Corpus luteum. Cortisol. Insulin. Reproduction. RNA-Seq.
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2.1 Introducao

Os glicocorticoides (GCs) possuem fun¢do moduladora em diversos 6rgaos, inclusive
nos 6rgdos do sistema reprodutivo. Quando em condicGes de estresse hd aumento na producao
de GCs, principalmente pela glandula adrenal. Concentragdes elevadas de GCs podem levar a
alteracdes reprodutivas, inibindo o eixo hormonal que regula a reproducéo tanto de forma
central como periférica (Whirledge e Cidlowski, 2010; Geraghty e Kaufer, 2015; Whirledge e
Cidlowski, 2017).

As alteracOes na concentracdo de GCs, quando agudas, possuem valor benéfico para o
animal, uma vez que a energia estara direcionada para sua sobrevivéncia. No entanto, quando
esta alteragcdo persiste as falhas reprodutivas podem perdurar (Geraghty e Kaufer, 2015),
trazendo prejuizos em diversas areas da medicina veterinaria, biologia e medicina humana
(Wingfield et al., 1997; Nepomnsachy et al.,2006; Ellenberg et al., 2007; Von Keyserlingk,
2009; Watson et al,. 2014; Vaughan et al., 2016; Polsky, 2017).

Além de sua acdo anti-inflamatdria os GCs, em doses fisioldgicas, também modulam a
acao e producdo de diversas citocinas e prostaglandinas necessarias para a ovulacao, lutedlise,
desenvolvimento placentario, implantacdo embrionaria, crescimento fetal e inducdo do parto
(Hillier e Tetsuka, 1998; Andersen, 2002; Michael et al., 2003; Chida et al., 2011; Li et al.,
2014; Erichsen et al., 2010; Wyrwoll, 2014).

Desta forma, os GCs sdo essenciais para a manutencdo da funcéo reprodutiva e agem
em momentos e concentracdes especificas. A regulacdo da atuacdo deste horménio se da pela
expressao dos receptores de glicocorticoides (GRs/NR3C1) e por duas enzimas, 11-beta-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11BHSD1), que converte cortisona na forma ativa,
cortisol, e 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (11BHSD2), que converte cortisol em
cortisona (DUONG et al., 2012).

Tanto os GRs quanto as enzimas 11BHSDI1 e 11BHSD2 ja foram identificadas em
diversos 6rgdos do sistema reprodutor de humanos, vacas e camundongos (Benediktsson et
al., 1992; Michael et al., 1997; Tetsuka, 1999; Tetsuka et al., 2003; McDonald et al., 2006),
porém o0s mecanismos moleculares pelos quais os GCs interferem na reproducdo ainda ndo
estéo totalmente esclarecidos.

Uma das suspeitas esta relacionada a acdo deste hormonio na via de sinalizacdo da
insulina e sua relagdo com a producéo de progesterona pelo corpo lateo (CL), uma vez que, ja
foi mostrado em estudos anteriores que altas concentragdes de GCs aumentam a predisposi¢éo

a resisténcia insulinica (Geer et al., 2014; Qi et al., 2018) e a resisténcia insulinica pode
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causar prejuizos na reproducdo, incluindo reducdo na producdo de progesterona (Fedorcsék et
al., 2000; Nandi et al., 2010).

O entendimento mais profundo destas vias moleculares nas quais o cortisol pode atuar
e afetar na reproducdo podera guiar novas pesquisas e novos direcionamentos para o estudo
de terapias para problemas de fertilidade. Em musculatura esquelética e tecido adiposo 0s
GCs reduzem a absorcdo e consumo de glicose antagonizando a resposta insulinica e
prejudicando a translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a
membrana celular (Piroli et al., 2007). Ainda, em musculatura esquelética, GCs causam
resisténcia insulinica por reduzirem a transcrigdo do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-
1) (Giogino et al., 1993; Morgan et al., 2009). O IRS-1 pertence a familia IRS de moléculas
adaptadoras e é fosforilado em tirosina em resposta a insulina, além disso, desempenha um
papel importante na via de sinalizacdo da insulina, favorecendo a absorcéo de glicose pela
celula (Gual et al., 2005).

O principal 6rgdo responsavel pela produgdo de progesterona (P4) nas cadelas é o
corpo luteo (CL). A P4 tem funcgdo essencial na manutencdo da gestacdo, principalmente em
sua fase inicial, uma vez que as cadelas, diferente das vacas, ndo apresentam esteroidogénese
placentaria. O CL canino tem duracdo de aproximadamente 60 dias pds-ovulacdo (p.o.), 0
periodo de formacdo dura de 0 a 15 dias p.o., a fase secret6ria ocorre do dia 15 ao 45 p.o. e a
regressdo do dia 45 ao 60 p.o. (Hoffmann et al., 1994; Nishiyama et al., 1999).

A presenca do GRs e das enzimas 11BHSD1 e 11BHSD?2 ja foram identificadas em
corpo lateo de ratos e vacas (Waddell, 1996; Michael et al., 1997; Tetsuka et al., 2003;
Komiyama et al., 2008), porém ainda ndo existem estudos evidenciando a expressdo génica
de GR ou destas enzimas em CL canino. Ainda, segundo Sousa et al. (2016), a insulina regula
a utilizacdo de glicose pelas células luteinicas, participando na manutencéo e funcionalidade
do CL; sendo assim, se o cortisol interfere na via de sinalizacdo da insulina ele pode
prejudicar a producdo de P4. Em bovinos, por exemplo, o cortisol aumenta a sintese de P4
pelo CL em estagio inicial de desenvolvimento, porém no final do estdgio de
desenvolvimento luteinico o cortisol reduz a producdo de P4 e acelera a regressao luteinica
(Duong et al., 2012).

Técnicas de sequenciamento de nova geracdo sdo ferramentas efetivas para o estudo
de transcriptoma em larga escala, podendo ser utilizadas para a criacdo de bibliotecas de
sequenciamento de cDNA (Lan et al., 2014). A técnica de sequenciamento de RNA (RNA-
Seq) é capaz de identificar os padrGes de expressdo de transcritos, transcritos raros e

transcritos desconhecidos, variantes de splice, eventos de fusdo de genes e formacdo de
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quimeras, polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) e genes diferentemente expressos (Ling
etal., 2014)

Estas técnicas ja foram realizadas em foliculo ovariano de ovelhas e mulheres (Bonnet
et al., 2013; Yerushalmi et al., 2014), tecidos relacionados ao tecido ovariano de primatas,
vacas e cabras (Babbit et al., 2012; Céanovas et al., 2014; Lan et al., 2014; Ling et al., 2014) e
CL canino (Sousa et al., 2016), porém sem caracterizacdo dos genes envolvidos na via de
sinalizacdo do cortisol e sua variacao durante o diestro em cadelas ciclicas ndo prenhes.

Os objetivos deste estudo foram caracterizar a expressdo de genes relacionados as vias
de sinalizagdo dos GCs e da insulina que séo afetados pelos GCs em corpo luteo de cadelas
ciclicas saudaveis durante o diestro e indentificar expressao diferencial destes genes durante a
fase inicial (dia 20 p.o.) e final (dia 60 p.o.) do diestro, que correspondem a fase secretoria e a

fase de regressdo luteinica respectivamente.

2.2 Material e métodos
2.2.1 Animais e coleta de amostras

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso e Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil (nimero do
protocolo 2385/2016). Corpos luteos (CLs) de dezoito cadelas sem raca definida, clinicamente
saudaveis, foram coletados através do procedimento de ovariosalpingohisterectomia (OSH).
As coletas foram realizadas em dias especificos do diestro (dia 10, 20, 30, 40, 50 e 60). O dia
exato do diestro foi confirmado através de coletas de sangue, realizadas a cada dois dias ap6s
o inicio do proestro (vulva edemaciada e secre¢do vulvar sanguinolenta), para a determinacao
da concentracdo serica de progesterona (P4). Sendo considerado o dia da ovula¢do como o dia
em que a concentracdo sérica de P4 atingiu 5ng/ml (Concannon et al., 1989). As amostras de
CLs foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido até 0 memento da extracdo de
RNA.

2.2.2 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido utilizando o protocolo de TRIzol (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucbes do fabricante. Para determinar a
concentracdo e a razdo A260/A280 foi utilizado o Biophotometro (Eppendorf, Hamburg,

Germany) e em seguida as amostras foram diluidas para a concentracdo de 150ng/pL de
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RNA. Foi realizada anélise da integridade do RNA pelo Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent
Technologies).

2.2.3 Construcao das bibliotecas de cDNA e sequenciamento de RNA

Todas as bibliotecas RNA-seq foram construidas a partir de 150ng de RNA utilitando
TruSeq RNA Sample Preparation (Ilumina, San Diego, CA, USA) e a qualidade do material
mensurada atraves do Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Todas as amostras utilizadas apresentaram fragmentos de aproximadamente 260 pares
de bases. Em seguida foi realizada quantificacdo das bibliotecas individuais pela técnica de
PCR em tempo real, kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems, Willmigton, MA,
USA). O sequenciamento de nova geracdo foi realizado utilizando llumina HigSeq 200
(llumina, San Diego, CA, USA).

2.2.4 Anélise de dados

Os reads foram mapeados confrontando o genoma de referéncia
(Canis_familiaris.CanFam3.1.75.dna.toplevel.fa) usindo o software Hisat (‘Our Galaxy’ —
ETH-Zurich), que gerou os arquivos em format BAM (Binary Alignment/Map). As analyses
estatisticas dos dados foram realizadas pelo programa Cuffdiff (pipeline Cufflinks) e a
quantidade relativa de transcritos relacionados a via de sinalizacdo dos GCs e da insulina
afetados pelo mesmo foi mensurada em FPKM (Fragmentos por quilobase de exon por
milhGes de fragmentos mapeados). Para cada gene foi comparado o nivel de expressdo par a
par entre os grupos. Cufflinks forneceu o logaritmo da razdo de FPKM entre 0s sujeitos
dentro de cada grupo e utilizou 0 método delta para estimar a variancia da razdo de log. O
método estatistico utilizou a razdo log de FPKM dividido pelo desvio padrdo da razdo log
(Trapnell et al., 2012). Os genes foram considerados diferencialmente expressos se o valor de

p ajustado ao FDS fosse < 0,05.

2.3 Resultados

O total de 15.240 genes foram identificados como expressos, em algum nivel, no CL
canino durante o diestro ndo gestacional. Destes genes foi caracterizada a expressao de seis
genes relacionados as vias de sinalizagdo dos GCs e da insulina afetados pelos GCs, sendo
eles NR3C1, responsavel pela transcricdo do GR; HSD11B1, responsavel pela transcri¢do da
enzima 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1; HSD11B2, responsavel pela

transcrigdo da enzima 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2; SLC2A4, responsavel
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pela transcricdo do GLUT4; INSR, pela expressdo do receptor de insulina; IRS1, pelo
substrato 1 do receptor de insulina.

Né&o foi identificada expressao diferencial dos genes NR3C1 (p>0,3; FDR>0,6) e do
SLC2A4 (p>0,02; FDR>0,1) durante os diferentes periodos do diestro (dias 10, 20, 30, 40, 50
e 60 po), ou seja, a expressdo destes genes se manteve estavel durante todo o diestro. Por
outro lado, os genes HSD11B1 (p=0,0001; FDR=0,0021), HSD11B2 (p=0,013; FDR=0,06),
INSR (p=0,002; FDR=0,01) e IRS1 (p=0,0006; FDR= 0,006) apresentaram expressao
diferencial no diestro, quando comparados os dias 20 e 60 ap0s a ovulacéo (tabela 1).

Os genes HSD11B1, HSD11B2 e INSR apresentaram maior quantidade de reads no
dia 20 do diestro quando comparado ao dia 60 da mesma fase do ciclo estral.
Adicionalmente, o IRS1 apresentou uma maior expressdo no dia 60 e menor no dia 20 do

diestro (figura 1).

2.4 Discusséo

Os resultados indicam que o corpo luteo canino também pode ser afetado por cortisol
circulante, uma vez que ele possui a expressdo dos genes do receptor de glicocorticoides e das
enzimas 11pB-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 e tipo 2. Os dados obtidos condizem com
0s ja relatados na literatura em corpo luteo de ratos e vacas (Waddell, 1996; Michael et al.,
1997; Tetsuka et al., 2003; Komiyama et al., 2008).

Uma vez que o gene NR3C1 (GR) esta expresso sem alteracGes significativas durante
toda a fase de diestro e os genes HSD11B1 e HSD11B2 codificadores das enzimas 11pHSD1
e 11BHSD2, respectivamente, apresentaram-se mais expressos no inicio do diestro, isso indica
que estas enzimas podem desempenhar um papel chave na concentracdo de cortisol
intracelular, como ocorre em outros tipos de tecido (Tetsuka et al., 2003; Komiyama et al.,
2008).

A maior expressdo do gene INSR durante a fase luteinica inicial encontrada nos
resultados condiz com o periodo de desenvolvimento do CL e inicio do aumento da secrecéo
de P4, sendo o periodo com necessidade de maior absor¢do de glicose. Embora o gene
SLC2A4, responsavel pela transcricdo do GLUT4, ndo ter apresentado expresséo diferencial
no RNA-Seq, dados anteriores de PCR quantitativo mostraram queda na transcri¢do deste
gene do dia 20 para o dia 60 pos-ovulacdo (Sousa et al., 2016), o que condiz com o padrao de
reducdo da expressdo do gene INSR. Além disso, a auséncia de expressao diferencial do gene
SLC2A4 pode ter ocorrido devido a sua baixa expressdo no RNA-Seq, o que dificultou sua

analise estatistica, mas também porque as diferentes concentragdes basais de glicocorticoides
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ndo afetem a sua transcricdo, apenas a translocagdo da proteina codificada por este gene
(GLUT4) para a membrana celular (Piroli et al., 2007).

O aumento na expressdo de IRS1 pode indicar que as cadelas ndo estavam sob
influéncia de altas concentracGes de cortisol, ou que as concentracdes de cortisol ndo foram
suficientes para reduzir a expressdo do gene IRS1, uma vez que, trabalhos anteriores ja
demonstraram que quando o tecido esta sob altas influéncias de cortisol a expressdo do IRS1 é
reduzida (Giogino et al., 1993; Morgan et al., 2009). Além disso, apesar de ndo terem sido
realizadas dosagens de cortisol plasmatico das cadelas, esse resultado condiz com o status de
salde dos animais, que ndo apresentavam alteracGes que pudessem causar elevacao dos niveis

séricos de cortisol.

2.5 Concluséo

Estes dados sugerem que o CL canino também pode ser influenciado pelo cortisol
circulante, assim como pela insulina, de forma similar a outros tecidos nos quais o cortisol
interfere na via de sinalizagdo da insulina, podendo causar reducdo da sensibilidade a insulina
e prejuizo na funcdo do tecido ou 6rgdo. Desta forma, o cortisol pode ter papel fundamental
no prejuizo da fungdo luteinica através de sua atuagdo nesta via de sinalizacdo, favorecendo a

ocorréncia de falhas reprodutivas.
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Tabela 1. Valor de p e FDR dos genes diferentemente expressos entre os dias 20 e 60 p6s-ovulagao.

Gene Valor de p FDR
NR3C1 0,8727 0,9328
SLC2A4 0,2747 0,4745
HSD11B1 0,0001 * 0,0021
HSD11B2 0,013 * 0,06
INSR 0,002 * 0,01
IRS1 0,0006 * 0,006

(Fonte: Maruyama, A. M., 2018)



Figura 1. NUmero de reads dos genes expressos nos dias 20 e 60 pds-ovulagao.
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3 Caracterizacao do perfil de cortisol salivar e metabdlitos fecais de glicocorticoides em
cadelas durante o diestro ndo gestacional.

Characterization of salivary cortisol and fecal glucocorticoid metabolites profiles in

bitches during non-gestational diestrus.
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Resumo

Glicocorticoides (GCs) modulam a reproducdo, interferindo na producdo de hormonios
gonadais, estradiol (E2) e progesterona (P4). Concomitantemente, E2 e P4 também
influenciam a liberacéo de cortisol. Os objetivos deste trabalho foram avaliar as concentragdes
basais de cortisol salivar (CS) e metabdlitos fecais de glicocorticoides (MGFs) em diferentes
dias do diestro (10, 20, 30, 40, 50 e 60) de cadelas ciclicas, comparando com os niveis de E2 e
P4 ja publicados; correlacionar os valores obtidos nas duas técnicas; e estabelecer um
intervalo de valores basais de CS e MFGs para o diestro. Foram coletadas amostras de fezes e
saliva de 10 cadelas durante o diestro, e realizada mensuragdo da concentracdo de MFGs e
CS. Os resultados demonstraram que no dia 10 do diestro (CS=0,0656 + 0,0237ug/dL e
MGFs=110,41 + 46,51pg/ng) as duas mensuracdes apresentaram concentracbes menores que
nos demais dias do diestro (CS=0,1027 + 0,0496 pg/dL e MFGs=220,22 + 183,74 pg/ng). A
concentracdo média de CS=0,0972ug/dL (0,011-0,246ug/dL) e MFGs=189,875pg/ng
(9pag/ng-1067,2pg/ng) foi definida para o diestro canino. Os niveis baixos de CS e MFGs
corroboram com os achados em literatura e com a queda de E2 neste mesmo periodo, o que

sugere uma associacao entre a producdo de ambos 0s hormonios.

Palavras-chave: Estresse. Saliva. Fezes. Diestro. Canis lupus familiaris
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Abstract

Glucocorticoids (GCs) modulate reproduction by interfering in the gonadal hormones
production, estradiol (E2) and progesterone (P4). Likewise, E2 and P4 influence release of
cortisol. The aims of this research were to evaluate the basal concentrations of salivary
cortisol (SC) and fecal glucocorticoid metabolites (FGMs) on different days of diestrus (10,
20, 30, 40, 50 e 60) in cyclic bitches, moreover to compare E2 and P4 levels already
published. As well as to correlate the values of SC and FGMs, and also to establish an interval
of basal concentrations of SC and FGMs for diestrus. Saliva and fecal samples were collected
from 10 bitches during diestrus phase. Enzyme immunoassay was made to measure the
concentrations of SC and FGMs. The results showed lower SC and FGMs concentrations on
day 10th (SC=0,0656 + 0,0237ug/dL and FGMs=110,41 + 46,51pg/ng) than on the other days
of diestrus (SC=0,1027 + 0,0496 pg/dL e FGMs=220,22 + 183,74 pg/ng). Average
concentrations of SC=0,0972ug/dL (0,011-0,246ug/dL) and FGMs=189,875pg/ng (9pg/ng-
1067,2pg/ng) were defined for canine diestrus. Lower levels of SC and FGMs corroborate
with the literature data and with the decrease in E2 production at the same period. This data
suggest that the production of both hormones are associated.

Keywords: Stress. Saliva. Feces. Diestrus. Canis lupus familiaris.

3.1 Introducéo

A reproducdo animal é afetada pelo estresse e pelo cortisol circulante; altas
concentracdes de cortisol estdo associadas a alteracdes reprodutivas como supressdo do eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG), reducdo da gametogénese, perda embrionaria e aborto
(Dobson e Smith, 2000; Whirledge e Cidlowski, 2010; Geraghty e Kaufer, 2015; Whirledge e
Cidlowski, 2017). Além disso, o cortisol em concentracdo basal age como modulador da acao
e producdo de diversas citocinas e prostaglandinas necessarias para a ovulacgdo,
desenvolvimento placentéario, implantacdo embrionaria, crescimento fetal e lutedlise (Hillier e
Tetsuka, 1998; Andersen, 2002; Michael et al., 2003; Chida et al., 2011; Li et al., 2014,
Erichsen et al., 2010; Wyrwoll, 2014).

A elevagdo na concentracdo de cortisol pode estar relacionada a um estimulo
estressante que induz a liberacdo de ACTH (hormonio adrenocorticotréfico), pela ativagdo do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), levando a sintese e aumento da secrecao de cortisol
pelo cortex da adrenal. A caracterizacdo das concentracdes plasmaticas de cortisol é
amplamente utilizada como indicadora de estresse (McDonald, 1980), que pode, inclusive,

refletir o bem-estar animal (Beerda et al., 1997). Os métodos de mensuracdo de cortisol
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salivar e de metabdtitos fecais de glicocorticoides (MFGs) vem sendo, cada vez mais,
escolhidos para a mensuracdo deste hormdnio ou de seus metabdlitos (Dreschel e Granger,
2009; Bennet e Hayssen, 2010; Glenk et al., 2014; Cummings et al., 2007; Vasconcellos et
al., 2011), uma vez que sdo métodos nédo invasivos, de facil coleta de amostras e confiaveis
para avaliar a atividade adrenocortical (Beerda et al., 1998; Obayashi, 2013; Schatz & Palme,
2001).

Fémeas de cdo domeéstico (Canis familiaris) sdo consideradas monoéstricas néo
estacionais, porque apresentam apenas um estro a cada ciclo reprodutivo e este ndo possui
nenhuma relagcdo com a estacdo do ano. O ciclo reprodutivo apresenta uma duracdo de 5 a 12
meses, dividido em anestro (periodo de inatividade ovariana), proestro (fase folicular), estro
(fase reprodutiva) e diestro (fase luteinica). O diestro possui duracdo média de dois meses,
sendo a fase na qual ha intensa producdo de progesterona (P4) pelo corpo lateo (CL)
(Concannon et al., 1989). A P4 tem funcdo essencial no desenvolvimento e manutencdo da
gestacdo, uma vez que as cadelas, diferente das vacas, ndo apresentam esteroidogénese
placentaria (Nishiyama et al., 1999; Tait et al., 2008).

No diestro, o cortisol age sobre o CL influenciando sua atividade e duracdo; em vacas
ja foi relatado que o cortisol elevado no inicio do diestro reduz a atividade luteolitica
(Komiyama et al., 2008; Duong et al., 2012). Em mulheres com a doenga de Addison, nas
quais ocorre deficiéncia na funcdo da glandula adrenal, foi relatada faléncia precoce dos
ovarios (Erichsen et al., 2010). Concomitantemente, os hormonios esteroides gonadais
também podem afetar a producéo de cortisol interferindo diretamente no eixo HHA (Handa e
Weiser, 2014; Gallelli et al., 2015).

A influéncia dos horménios esteroides gonadais no eixo HHA também € indicada
como uma das variantes responsaveis pela variacdo na concentracdo plasmatica do cortisol em
diferentes fases do ciclo estral de cadelas. Ratos tratados com estradiol e ratos tratados com
progesterona e estradiol secretaram mais corticosterona apds um estimulo estressor (Viau e
Meaney, 1991). Gallelli et al. (2015), em seu trabalho com cadelas, demonstrou que na fase
entre proestro e estro a concentracdo de estrogeno (E2) plasmético sofre uma queda e é
acompanhada pela queda na concentracdo de ACTH, reforcando a correlagdo destes dois
horménios, mostrando que o E2 possui acdo estimulatoria na produgdo de ACTH.

A P4, por outro lado, parece ter fungdo inibitoria do eixo HHA (Keller-Wood, 1998;
Roy et al., 1999). Existem poucos trabalhos relatando a variagdo dos niveis de cortisol durante
o ciclo estral de cadelas (Reimers et al., 1984; Gallelli et al., 2015). Apenas um trabalho

mensurou a concentracdo plasmatica de cortisol durante o diestro gestacional de cadelas,



34

mostrando que a concentracdo deste horménio oscila durante todo o periodo de gestacdo, sem
diferenga estatistica entre os dias; apenas no final do diestro gestacional apresenta um pico de
cortisol (Benetti et al., 2004), porém ndo ha nenhum relato sobre os valores basais de cortisol
salivar e MFGs em cadelas durante a fase de diestro em cadelas ciclicas.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar as concentragcfes basais de cortisol salivar e
MGFs em diferentes dias do diestro (dia 10, 20, 30, 40, 50 e 60), avaliar a correlacdo entre 0s
valores obtidos nos dois metodos de mensuracdo e estabelecer um intervalo de confianca para

os valores basais de cortisol salivar e MFGs em diestro ndo gestacional de cadelas.

3.2 Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso e Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil (nimero do
protocolo 3114/2017). Foram selecionadas dez cadelas (Canis lupus familiaris), de diferentes
tutores, com idades entre 1 e 8 anos, clinicamente higidas, sem padrdo racial definido e que
ndo haviam passado por gestacdo prévia. Todas as cadelas eram mantidas como pets e viviam
com seus tutores em casa ou apartamento, com acesso livre a agua e alimento fornecido pelo
menos duas vezes ao dia. As amostras de saliva e fezes foram coletadas em suas residéncias
ou durante passeio na rua, seguindo a rotina normal de cada animal, visando minimizar os
estimulos estressores, para possibilitar a mensuragcdo dos niveis basais de cortisol salivar e
metabolitos fecais de glicocorticoides (MFGs) (Bennett e Hayssen, 2010).

Durante os 60 dias da fase de diestro foram coletadas amostras de fezes e saliva para
avaliacdo dos perfis de MFGs e cortisol salivar, respectivamente. Para a definicdo do dia zero
do diestro foi realizada citologia vaginal em dias alternados, iniciada 10 dias apds 0s
primeiros sinais de proestro (edema de vulva e presenca de secrecdo sanguinolenta). O dia
zero do diestro foi definido como o dia em que ocorreu mudanga repentina no nimero relativo
de células epiteliais superficiais para células intermediarias (parabasais) na citologia vaginal
(Johnston et al., 2001).

As amostras de fezes foram coletadas preferencialmente no periodo da manha,
imediatamente apds a defecagdo; cada amostra foi alocada em pote coletor universal estéril e
rapidamente identificada e armazenada em freezer -20°C até o momento da extragcdo dos
MFGs. O total de 149 amostras de fezes foram coletadas.

As amostras de saliva também foram coletadas no periodo da manha, com o auxilio de
um algodao gentilmente alocado, pelo tutor, na boca do animal, entre a bochecha e a gengiva,

até o material ficar saturado de saliva (60 segundos aproximadamente). O algoddo embebido
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de saliva foi alocado em dentro de uma seringa estéril e prensado o émbolo para extrair a
saliva do algod&o. Trinta minutos antes da coleta o animal ndo teve acesso a &gua, higiene
bucal ou alimentacdo, para evitar contaminacdo das amostras (Dreschel e Granger, 2009).
Cada amostra de saliva foi armazenada em tubo tipo eppendorf (1,5mL), identificada e
congelada em freezer -20°C até 0 momento das analises, totalizando 115 amostras de saliva
coletadas. Todas as coletas tiveram duracdo de até 4 minutos para evitar que o estimulo
estressor da coleta, por menor que fosse, afetasse nos resultados (Kobelt et al., 2003).

Para a extracdo dos MFGs cada amostra de fezes foi descongelada e homogeneizada.
0,29 de cada amostra de fezes homogeneizada foi coletada em tubo pléstico individual e em
seguida foram adicionados 2mL de solucdo de metanol 80%, a mistura foi entédo
homogeneizada em vortex por 30 segundos e em seguida agitada em shaker por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds os 30 minutos o tubo contendo a mistura foi centrifugado por 10
minutos a 3000 rpm e o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer -20°C, de acordo
com o protocolo estabelecido por Palme et al. (1997).

As anélises dos MFGs foram realizadas através da técnica de imunoensaio enzimatico
(EIA) altamente especifico para cortisol, de acordo com o protocolo de Palme e Mostl (1997),
ja utilizado anteriormente para mensuracdo de MFGs em cées (Schatz e Palme, 2001). As
amostras foram testadas em duplicata sendo considerado o coeficiente de variancia intra e
interensaio menor que 15% para ambos.

O processo de mensuracdo de cortisol através das amostras de saliva foi realizado no
Laboratorio para Estudos Morfofuncionais e Endocrinologia, Universidade de Séo Paulo, Séo
Paulo, Brasil, utilizando o Salimetrics® EIA (imunoensaio enzimético) kit para cortisol
salivar (Salimetrics cortisol assay kit, State College, PA, USA), conforme especificacdes do
fabricante.

Este kit foi escolhido por ter sido previamente utilizado para mensurar cortisol salivar
em cées (Bennett e Hayssen, 2010; Dreschel e Granger, 2009). As amostras foram testadas em
duplicata sendo considerado o coeficiente de variancia intra e interensaio menor que 15% para
ambos. Em amostras onde o volume de saliva era insuficiente foi realizada diluicdo da
amostra (1:2, 1:4 e 1:10) ou foram mensuradas em apenas um poco da placa.

Para as analises estatisticas, foi realizada comparacdo da concentracdo de cortisol
salivar e MFGs aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias do diestro através do teste de Kruskal-Wallis.
Em seguida foi feita a comparacéo da concentracdo de cortisol salivar e MFGs no inicio (dia
10) e final do diestro (dia 20 ao dia 60) utilizando o teste de Mann-Whitney. Também foi

realizada correlacdo de Pearson entre a concentracdo de cortisol salivar e de MFGs. As
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andlises estatisticas foram realizadas no programa SAS utilizando nivel de significancia de
5% (p<0,05).

3.3 Resultados

Os resultados obtidos com as andlises demonstraram que h& variagdo nas
concentrag0es de cortisol salivar, assim como nas concentragdes de MFGs, quando
comparada a fase inicial do diestro (dia 10 do diestro) com as demais fases do diestro (dia 20,
30, 40, 50 e 60); tanto o cortisol salivar (p=0,048) quanto os MFGs (p=0,01) apresentaram
diferenca estatistica entre estes periodos, sendo encontrados em menor concentracdo durante o
inicio do diestro (dia 10) e em maior concentracdo durante os demais dias do diestro (figuras
1 e 2). Os valores médios e os desvios padrdo da concentracdo de cortisol salivar e de MFGs

encontra-se na tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo da concentragdo de cortisol salivar (ug/dL) e de
metabolitos fecais de glicocorticoides (pg/ng) de cadelas aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias do
diestro.

Dias Cortisol Salivar Metabdlitos fecais de

glicocorticoides

10 0,0656 = 0,0237 (n=5)** 110,41 + 46,51 (n=9)
20 0,1197 + 0,0820 (n=5) 214,82 + 104,89 (n=8)
30 0,0977 % 0,0432 (n=6) 205,98 + 122,21 (n=8)
40 0,1015 + 0,0591 (n=4) 192,84 + 171,25 (n=8)
50 0,0923 + 0,0277 (n=7) 226,23 + 158,25 (n=8)
60 0,1080 * 0,0504 (n=4) 256,66 + 309,87 (n=9)

*n=tamanho da amostra
(Fonte: Maruyama, A. S., 2018)

Figura 1 — Grafico da variagdo da concentracdo de cortisol salivar (ug/dL) no dia 10 do diestro e nos
demais dias do diestro (dia 20, 30, 40, 50 e 60). No dia 10 do diestro a média do valor de cortisol
salivar foi 0,0656 + 0,0237ug/dL, nos demais dias do diestro a concentracdo foi 0,1027 + 0,0496
pg/dL, p=0,048.
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Figura 2 — Grafico da variagdo da concentragdo de metabolitos fecais de glicocorticoides (pg/ng) no
dia 10 do diestro e nos demais dias do diestro (dia 20, 30, 40, 50 e 60). No dia 10 do diestro a média
do valor de cortisol salivar foi 110,41 £ 46,51 pg/ng, nos demais dias do diestro a concentracéo foi de

220,22 + 183,74 pg/ng, p=0,01.
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Né&o foi encontrada correlagcdo de Pearson entre a concentracdo do cortisol salivar e a

concentracdo de MFGs aos dias 10, 20, 30, 40 e 50, apenas no dia 60 do diestro foi observada

correlacdo negativa entre as duas mensuragoes (tabela 2).
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Tabela 2 — Correlacdo de Pearson entre a concentracdo do cortisol salivar (pg/dL) e a
concentracdo de metabolitos fecais de glicocorticoides (pg/ng) aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias
do diestro.

Dias n* R 1C95% Valor de p*
10 4 -0,3709  -0,98a0,92 0,6291
20 5 -0,3899  -0,95a0,75 0,5164
30 5 0,7109 -0,46 a 0,98 0,1783
40 4 -0,6985  -0,99a0,80 0,3014
50 7 -0,4860 -0,91a0,42 0,2687
60 4 -0,9662  -1,00a-0,07 0,0338

*n=nUmero de pares
**Coeficiente de Pearson
***Intervalo de confianca de 95%
(Fonte: Maruyama, A. S., 2018)

Através de uma analise descritiva das concentracdes de cortisol salivar e MFGs foi
possivel identificar que ambos os graficos apresentaram um padrdo semelhante de variacdo
das concentracfes, com menores concentracdes do horménio e seus metabolitos no dia 10 e

concentracdes mais elevadas nos demais dias do diestro (figuras 3 e 4).

Figura 3 — Grafico da concentragdo de cortisol salivar (ug/dL) durante os diferentes dias do diestro ndo
gestacional de cadelas. Apresenta menor concentracdo do cortisol salivar no dia 10 quando comparado
aos demais dias (dia 20, 30, 40, 50 e 60) do diestro, p=0,048. Letras sobre escritas diferentes
representam diferenca estatistica significativa.
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Figura 4 — Gréfico da concentracdo de metabolitos fecais de glicocorticoides (pg/ng) durante os
diferentes dias do diestro ndo gestacional de cadelas. Apresenta menor concentra¢do dos metabolitos
no dia 10 quando comparado aos demais dias (dia 20, 30, 40, 50 e 60) do diestro, p=0,01. Letras sobre
escritas diferentes representam diferenca estatistica significativa.
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(Fonte: Maruyama, A. S., 2018)

Cadelas ndo gestantes em fase de diestro apresentaram concentracdo média de cortisol
salivar de 0,0972 ug/dL, variando de 0,011 pg/dL a 0,246 pg/dL. A concentracdo média de
MFGs para as mesmas cadelas durante 0 mesmo periodo foi igual a 189,875 pg/ng de fezes,
variando de 9 pg/ng a 1067,2pg/ng de fezes.

3.4 Discusséo

No sistema reprodutor existe uma complexa relagdo entre o cortisol e os hormonios
gonadais; tanto o cortisol pode interferir na producdo de E2 e P4 (Dobson e Smith, 2000),
guanto estes hormdnios gonadais podem afetar a producéo de cortisol pelo cértex da adrenal
(Handa e Weiser, 2014; Gallelli et al., 2015). A menor concentracdo de cortisol salivar e de
MFGs no dia 10 do diestro, quando comparado aos demais dias desta fase, condiz com o
padrdo de concentracdo plasmatica de cortisol encontrado por Benetti et al. (2004), além
disso, segundo Papa e Hoffmann (2011), no dia 10 do diestro a concentracdo de E2 sofre
queda acentuada. O E2 estimula a producéo de glicocorticoides (Viau e Meaney, 1991), sendo
assim, a queda acentuada da producéo de E2 deste periodo pode estar relacionada a queda na
concentracdo de cortisol que demonstrada nos resultados.

Apesar das concentragOes tanto do cortisol salivar quanto dos MFGs seguirem um
mesmo padréo de variacdo, conforme demonstrado nas figuras 3 e 4, foi identificada auséncia

de correlagdo de Pearson entre as duas dosagens hormonais. A auséncia da correlacdo de
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Pearson entre as concentrac@es de cortisol salivar e metabdlitos fecais de glicocorticoides é
explicada pelo fato da concentracéo de cortisol salivar ser relativa a um momento especifico
da producdo do cortisol, e reflete a concentracdo de cortisol de um intervalo de tempo de
poucos minutos; enquanto a concentracdo de metabdlitos fecais de glicocorticoides reflete a
média de um intervalo de tempo muito maior na producdo deste hormonio, para cdes pode
refletir a média da producdo de cortisol de 24 horas (Schatz e Palme, 2001; Dreschel e
Granger, 2009; Bennet e Hayssen, 2010; Glenk et al., 2014; Cummings et al., 2007;
Vasconcellos et al., 2011)

Este é o primeiro trabalho que definiu a média e o intervalo minimo e maximo da
concentracéo basal, tanto de cortisol salivar, quanto de MFGs para cadelas em fase de diestro

ndo gestacional.

3.5 Concluséo

A relagéo entre os efeitos do cortisol na reproducgéo e a influéncia dos horménios
reprodutivos na producdo de cortisol ainda é uma area com poucos estudos, mas possui
grande importancia. O conhecimento da interferéncia do E2 e da P4 na producao de cortisol
favorece o cuidado com a reducdo de vieses em estudos que avaliam o estresse e bem-estar
animal através da dosagem de cortisol, mostrando a necessidade de relacionar os resultados
obtidos com a fase do ciclo estral ou com a concentragédo de E2 e P4 do animal avaliado.
Ainda, o cortisol em concentracdo basal € um modulador da reproducdo, sendo assim, a
definicdo deste valor é de grande utilidade para a realizacdo de estudos futuros que
relacionem problemas reprodutivos com a concentragcdo de cortisol salivar ou MFGs em

cadelas.
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6 CONCLUSOES

Estes dados sugerem que o CL canino também pode ser influenciado pelo cortisol
circulante, assim como pela insulina, de forma similar a outros tecidos nos quais o cortisol
interfere na via de sinalizagdo da insulina, podendo causar reducdo da sensibilidade a insulina
e prejuizo na fungdo do tecido ou 6rgdo. Sendo assim, o cortisol pode ter papel fundamental
na funcdo luteinica, favorecendo a ocorréncia de falhas reprodutivas. Ainda, o conhecimento
da interferéncia do E2 e da P4 na producédo de cortisol favorece o cuidado com a reducéo de
vieses em estudos que avaliam o estresse e bem-estar animal através da dosagem de cortisol,
mostrando a necessidade de relacionar os resultados obtidos com a fase do ciclo estral ou com
a concentracdo de E2 e P4 do animal avaliado. Como cortisol, em concentracdo basal, € um
modulador da reproducdo, a definicdo deste valor é de grande utilidade para a realizacdo de
estudos futuros que relacionem problemas reprodutivos com a concentracdo de cortisol salivar
ou MFGs em cadelas. O melhor entendimento tanto das a¢6es moleculares dos GCs, como
das interferéncias fisioldgicas dos horménios gonadais na producdo do cortisol ajudam a
entender a complexidade da atuacdo dos GCs no organismo e especificamente na reproducao
animal, servindo como base para futuras pesquisas que visam o estudo do estresse e das falhas

reprodutivas.
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