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RESUMO

SILVA, R. S. Papel da insulina sobre a esteroidogénese no corpo liteo canino. [Insulin
role on steroidogenesis in canine corpus luteum]. 2017. 98 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2017.

O corpo luteo (CL) canino apresenta periodos regulares de formagao, atividade e regressao,
marcados por intensa remodelagdo tecidual, o que depende diretamente de aporte energético,
em alguns casos mediado pela insulina. Além de seu papel metabolico, a insulina, através de
diferentes genes, pode desempenhar um papel fundamental na regulagdo da esteroidogénese, €
consequentemente nas fun¢des do CL de cadelas ciclicas. Nosso objetivo na primeira parte
experimental foi mapear os genes diferencialmente expressos no CL, em diferentes estagios
do diestro, diretamente relacionados a sinalizacdo insulinica e a esteroidogénese no CL
canino, caracterizando sua expressao génica e proteica. A via secundaria de captagdao de
glicose também decorrente da sinalizacdo insulinica foi abordada. Cadelas ndo gestantes
foram submetidas a ovariosalpingohisterectomia a cada 10 dias entre os dias 10 e 60
(n=5/grupo) apos a ovulagdo. Os CL coletados foram utilizados para sequenciamento de RNA
(RNA-Seq) e validagdo por PCR em tempo real, e proteica por Western blotting e
imunofluorescéncia. Na segunda parte experimental, através de cultivo celular, quantificamos
a expressao dos genes relacionados a esteroidogénese apds estimulo insulinico, e realizamos o
bloqueio das vias phosphoinositide 3-kinase (PI3K), mitogen-activated protein kinase 14
(MAPK14) e mitogen-activated protein kinase 1(MAP2K1) para mensuragdao da producao de
esteroides (n=4/grupo). Foram identificados sete genes diferencialmente expressos
relacionados a sinalizagdo insulinica: insulin receptor substrate (/RS1), phosphoinositide-3-
kinase regulatory subunit 3 (PI3KR3), phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit gamma (P/3KCG), mitogen-activated protein kinase 9 (MAPK9), mitogen-
activated protein kinase 13 (MAPKI3), mitogen-activated protein kinase 14 (MAPKI4) e
suppressor of cytokine signaling 1 (SOCSI), e dois genes, cytochrome P450 family 19
subfamily A member 1 (CYPI941) e hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta
(HSD3B), identificados como envolvidos com a esteroidogénese. A via secundaria de
captacdo de glicose mostrou que adenylyl cyclase-associated protein (CAPI), CRK proto-
oncogene, adaptor protein (CRKII) apresentaram aumento de sua expressdo no periodo em
que ocorre o aumento da producdo de progesterona (P4), diferente de member of RAS
oncogene family (RAP) e ras homolog family member Q (RHOQ) que apresentaram menor

expressao génica nos dias 40, coincidindo com o aumento de estradiol (E2) no diestro. Nos
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experimentos em cultivo celular, sob estimulo insulinico, a expressdo de CYPI941 nao
apresentou diferenga quando as células eram provenientes do dia 20, diferentemente do dia
40, no qual houve aumento de expressdo no grupo tratado com insulina. Em relagdo a
expressdo de HSD3B, houve aumento de expressdo no dia 20 e 40. A producdo de P4
apresentou diminuicdo com o bloqueio de PI3K, MAPKI14 ¢ MAP2KI, enquanto que a
producdo do E2 apresentou diminui¢cdo nos bloqueios com PI3K e MAPK14, e nao houve
diferenca de producdao com o bloqueio de MAP2K1. Em conjunto, estes dados sugerem que
MAPK e PI3K podem modular a esteroidogénese no CL canino, provavelmente via expressao
de HSD3B e CYPI1941. A ativacao da via CAP-CrKII-RHOQ-RAP, ndo esta envolvida neste
processo. Concluimos que a insulina ¢ capaz de modular a esteroidogénese no CL canino e

que a resposta hormonal ao estimulo insulinico depende do dia do diestro.

Palavras-chave: Insulina. Corpo lateo. RNA-Seq. Esteroidogénese.



ABSTRACT

SILVA, R.S. Insulin role on steroidogenesis in canine corpus luteum. [Papel da insulina
sobre a esteroidogénese no corpo luteo canino]. 2017. 98 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdao Paulo, 2017.

The canine corpus luteum (CL) has regular periods of formation, activity and regression
marked by intense tissue remodeling, which depends directly on energy supply in some cases
mediated by insulin. In addition to its metabolic role, insulin, through different genes, may
play a key role in the regulation of steroidogenesis, and consequently in the CL functions of
cyclic bitches. Our objective in the first experimental part was to map the differentially
expressed genes in CL, at different stages of the diestrus, directly related to insulin signaling
and steroidogenesis in canine CL, characterizing their gene and protein expression. The
secondary pathway of glucose uptake also resulting from insulin signaling was addressed.
Non-pregnant dogs were submitted to ovariosalpingohisterectomy every 10 days between
days 10 and 60 (n=5/group) post- ovulation. The collected CL was used for RNA sequencing
(RNA-Seq), validation by real-time PCR and protein for Western blotting and
immunofluorescence. In the second experimental part, through cell culture we identified
different responses of luteal cells after insulin stimulation under the expression of
differentially expressed steroidogenesis genes. We also performed phosphoinositide 3-kinase
(PI3K), Mitogen-activated protein kinase 14 (MAPK14) and mitogen-activated protein kina 1
(MAP2K1) pathway blockade to measure steroids production (n = 4/group). Seven
differentially expressed genes related to insulin signaling were identified: insulin receptor
substrate  IRSI),  phosphoinositide-3-kinase = regulatory  subunit 3  (PI3KR3),
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit gamma (P/3KCG), mitogen-
activated protein kinase 9 (MAPKY), mitogen-activated protein kinase 13 (MAPKI3),
mitogen-activated protein kinase 14 (MAPKI4) and suppressor of cytokine signaling 1
(SOCS1), in addition to two genes, cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1
(CYP19A41) and hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta (HSD3B), identified as being
involved with steroidogenesis. The secondary glucose uptake pathway showed that adenylyl
cyclase-associated protein 1 (CAPI) and CRK Proto-Oncogene, Adaptor Protein (CRKII)
increased expression in the period of increased production of progesterone (P4). different than
member Of RAS Oncogene Family (RAP) and ras homolog family member Q (RHOQ)
showed less gene expression on days 40 p.o., coinciding with the increase of estradiol (E2). In

the cell culture experiments under insulin stimulation, the expression of CYP19A1 did not present


http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:8981
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:8978
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:19383
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:2594
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:17736

difference when the cells were coming from day 20, unlike day 40, in which there was increased
expression in the group treated with insulin.. HSD3B expression increased on days 20 and 40.
The production of P4 presented a decrease with PI3K, MAPKI14 and MAP2KI, while that
production of E2 decreased with PI3K and MAPKI14 blockade, and did not alter with
MAP2K1 blockade. Together, these data suggest that MAPK and PI3K can modulate
steroidogenesis in the canine CL, probably via HSD3B and CYP19A1 expression. The activation of
the CAP-CrKII-RHOQ-RAP pathway is not involved in this process. We conclude that
insulin is able modulate steroidogenesis in canine CL and that hormonal response to insulin

stimulus depends on the day of the diestrus.

Keywords: Insulin. Corpus luteum. RNA-Seq. Steroidogenesis.
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1 INTRODUCAO

O corpo Ihiteo (CL) ¢ uma glandula endocrina complexa com o papel central na
regulacdo de varios processos reprodutivos, tais como, a preparagdo, estabelecimento e
manutengdo da gravidez (LONERGAN; FORDE, 2015), através da secrecdo de progesterona
(P4) realizada por este 6rgao (STOUFFER, 2006; STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007).

A formagdo do CL ocorre durante a fase do ciclo estral conhecida como diestro,
caracterizada por uma alta atividade proliferativa durante sua formacao (HOFFMANN et al.,
2004; PAPA; HOFFMANN, 2011), que sofre uma queda consideravel a partir do dia 25 apds
a ovulacdo (p.o.), quando a formagao do CL esta completa. Dentre os diversos mecanismos de
regulacdo da fun¢do do CL sdo evidenciados mecanismos de regulacdo paracrina e autdcrina,
(ONCLIN;  VERSTEGEN; CONCANNON, 2000; HOFFMANN; BUSGES;
BAUMGARTNER, 2004; HOFFMANN et al., 2004; KOWALEWSKI et al., 2011; PAPA,
HOFFMANN, 2011; KOWALEWSKI, 2014).

Como o CL apresenta periodos regulares de formagao, atividade e regressao marcados
por intensa remodelacao tecidual, um aporte energético torna-se indispensavel para exercer as
atividades ovarianas de maneira plena. Diferentes trabalhos apontam este aporte nutricional
desempenhado pela glicose, considerado o principal substrato energético para a atividade
ovariana (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016), como visto no endométrio (FRANCA et al.,
2015), no foliculo e CL de vacas (NISHIMOTO et al., 2006) ¢ no CL canino (PAPA, et al.,
2014).

Estudos recentes identificaram a presenca do transportador de glicose 4 (GLUT4 /
gene SLC2A44) e do receptor de insulina (/NSR) no CL canino (SOUSA et al., 2016),
elementos diretamente relacionados a cascata de sinalizagdo insulinica para captacao de
glicose em tecidos considerados classicamente insulino-sensiveis, como o tecido adiposo e
muscular esquelético (WHITE; KAHN, 1994). No CL de cadelas, esta expressdo (INSR e
GLUT4 / SLC2A44) ocorre no citoplasma de células luteinicas de forma tempo-dependente ao
longo do diestro, e a menor expressdo dos respectivos genes acontece no dia 40 apds a
ovulagdo, coincidindo com aumento plasmatico de estradiol (E2) (SOUSA et al., 2016). Por
fim, demonstramos que a insulina estimula a captagdo de glicose pelas células luteinicas
aumentando a captacdo na ordem de 2,7 vezes. Estes achados sugerem que a insulina
apresente um papel crucial para a formacdo, manutencdo e atividades do CL (SOUSA et al.,

2016).
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Os efeitos da insulina nos tecidos reprodutivos ja foram estudados por diversos grupos
que demonstraram que esta molécula estd envolvida com a producdo de esteroides em
diferentes espécies (PORETSKY et al., 1999; FAN et al., 2009; SETO-YOUNG et al., 2011;
KIM et al, 2015; DUPONT; SCARAMUZZI, 2016) e apresenta efeito direto sobre as
enzimas envolvidas na esteroidogénese ovariana por meio da atuagdo sobre seu proprio
receptor (NESTLER, 1998). Além disso, evidéncias substanciais indicam que a insulina, o
insulin like growth factor 1 (IGFI) e outros fatores de crescimento intra-ovarianos podem
modular a esteroidogénese basal (URBAN; VELDHUIS, 1992), como visto em estudos in
vitro, nos quais a insulina estimulou a esteroidogénese em células da granulosa e da teca,
aumentando a producdo de P4 e androgenos (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016), agindo
principalmente na modulacao de processos pos-transcricionais para sintese de enzimas que
participam da esteroidogénese.

Algumas agoes da insulina podem ainda envolver mediadores de baixo peso molecular
como o inositol phosphoglycan (IPG), também conhecido como mediador putativo da
insulina, ou segundo mensageiro (NESTLER, 1998; PORETSKY et al., 1999), que regula
positivamente de forma direta a expressdo de enzimas esteroidogénicas, principalmente a
cholesterol side-chain cleavage enzyme (P450scc), a steroid 17a-monooxygenase, 170-
hydroxylase (P450c17) e a cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 (CYP19A1 /
proteina P450arom). Quando ocorre a associacao da insulina com o seu receptor, os
mediadores sdo gerados por meio de hidrdlise dos lipidios glicosilfosfatidilinositol e/ou por
espécies de proteinas localizadas na monocamada externa da membrana celular (SALTIEL,
1990). Estes medidores sao, entdo, internalizados e alteram as atividades de algumas enzimas
e do metabolismo celular (CHEANG; ESSAH; NESTLER, 2004). Esta associacdao ¢ descrita
como mediadora da estimulacdo insulinica na esteroidogénese, pois a ativacdo e
internaliza¢do desta molécula aumentam a producao de enzimas (NESTLER, 1998).

Com base nas informagdes descritas, na primeira parte dos experimentos, nos
hipotetizamos que a insulina, através da ativagdo de genes especificos, possa interferir na
expressdo de genes ligados a esteroidogénese no CL canino, de forma positiva ou negativa,
contribuindo para a regulacdo das funcdes luteinicas. Com isso, no presente estudo, a
tecnologia de sequenciamento de RNA (RNA-Seq) foi utilizada para determinar o
transcriptoma do CL canino, e, através destes resultados, mapear os genes diferencialmente
expressos diretamente relacionados a sinalizagdo insulinica e a esteroidogénese no CL canino,

caracterizando sua expressao génica e proteica e correlaciona-los entre si.
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Na segunda parte dos experimentos, nossa hipotese foi determinar o ponto especifico
onde os genes ligados a insulina possam interagir diretamente com a esteroidogénese. Com
isso, com o intuito de determinar qual molécula efetora da cascata de sinalizagdo insulinica
interfere na produgao de esteroides no CL realizamos em cultivo celular o bloqueio de pontos
especificos da via de sinalizagdo insulinica seguido de estimulo insulinico, e determinamos as
concentragdes de E2 e P4 no meio de cultivo. Com o auxilio das ferramentas de nova geragao,
podemos explorar de maneira mais ampla todos os genes envolvidos com a sinaliza¢do da

insulina e verificar sua interagdo com a expressao das enzimas esteroidogénicas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICLO REPRODUTIVO DA CADELA

O ciclo estral da cadela difere consideravelmente quando comparado com a maioria
das outras espécies domésticas, por se tratar de um periodo bastante longo (CONCANNON,
2009). A cadela ¢ considerada monoéstrica de ovulagdes espontaneas, com subsequente fase
luteinica que dura de 55 a 75 dias (média de 60 dias) caracterizada pela producdo de
progesterona (P4) (CONCANNON, 2011).

As fases do ciclo estral canino sdo divididas distintamente em anestro, proestro, estro e
diestro, sendo este ciclo controlado pelo eixo hipotalamo-hipofise-ovarios, através da atuagao
dos hormonios foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH), 178 estradiol (E2) e P4
(CONCANNON, 2009).

O anestro ¢ o periodo de quiescéncia do aparelho reprodutivo, sua duragdo pode variar
de 15 a 165 dias, e nesta fase, observam-se flutuagdes pulsateis de FSH, LH e E2, enquanto
que a P4 se mantém em concentragdes extremamente baixas. Esta fase termina com um
aumento na secrecao pulsatil de LH (CONCANNON, MCCANN; TEMPLE, 1989).

O proestro geralmente apresenta uma duragdo de 3 a 17 dias, na qual se observa o
desenvolvimento e amadurecimento dos foliculos ovarianos. A concentracao de FSH durante
o proestro ¢ reduzida gradativamente, concomitante a uma elevagdo nos niveis séricos de E2
que apresenta um pico no final do proestro e entdo declina rapidamente antes da onda de LH e
do inicio do estro. O fim do proestro ¢ caracterizado pelo aumento da concentracdo de P4 e

redugdo do E2 (CONCANNON, 2009).
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O estro tem duragdo variavel de 3 a 21 dias, compreende o periodo de aceitagdo do
macho pela fémea, no qual ocorre queda na concentragdo sérica de E2. Observa-se neste
periodo uma onda pré-ovulatéria de LH, enquanto o FSH ¢ liberado em pulsos que aumentam
sua amplitude antes da ovulagdo, ambos estimulados pelo E2, sendo que a onda de LH ¢ um
indicio do inicio da ovula¢do. A concentracdo de P4 comeca a aumentar antes da ovulacao
devido a luteinizacdo dos foliculos, em conjunto com o pico de LH (CONCANNON, 2009).

A fase que se segue ¢ o diestro (fase luteinica), caracterizada por uma alta atividade
proliferativa durante a formagdo do CL, tal como indicado pelo aumento da expressdo do
antigeno MKI67 (HOFFMANN et al.,, 2004; PAPA, HOFFMANN, 2011), que sofre uma
queda consideravel a partir do dia 25 apds a ovulacdo, quando a formagdo do CL estd
completa.

Em contraste com a maioria das espécies de mamiferos, a cadela tem uma fase
luteinica semelhante entre cadelas prenhes e ndo prenhes (ONCLIN; VERSTEGEN, 1997),
diferenciando-se apenas quando o declinio gradual da P4 se transforma em uma queda
acentuada em cadelas gestantes indicando o inicio do parto (CONCANNON, 2011), ¢ a
prolactina (PRL) que apresenta diminui¢cdo das concentragdes pré-parto (KOWALEWSKI et
al., 2011).

2.2. CORPO LUTEO DA CADELA

O corpo luteo (CL) ¢ uma glandula enddcrina tempordria, que passa por um processo
de desenvolvimento, manutengdo e regressao, atingindo atividade secretoria plena quando sua
formagdo estd completa (STOUFFER, 2006).

A producdo de P4 feita pelo CL tem origem folicular iniciando-se ainda no proestro,
apos a onda de LH e atinge valores de 5ng/mL pouco antes da ovulagdo (CONCANNON,
MCCANN; TEMPLE, 1989). Ocorre entdo um aumento continuo dos niveis de P4 até atingir
30 a 35 ng/mL entre os dias 15 a 25, diminuindo gradativamente para niveis de < 1 ng/mL
(CONCANNON, 1993; HOFFMANN et al., 2004) no inicio do anestro ovariano. Estas
observagdes indicam que a P4 ¢ um dos hormdnios fundamentais que regem o ciclo

reprodutivo da cadela.



29

O E2 apresenta concentragdes varidveis e valores intermediarios de 15 a 30 pg/mL,
sendo mais elevado na metade do diestro em torno do dia 40, declinando depois
(CONCANNON, 2009).

Os mecanismos de regulacdo da fungdo do CL, em cadelas gestantes ou ndo, tém sido
amplamente estudados. Durante as primeiras 2 a 4 semanas de diestro o apoio gonadotréfico
ndo ¢ necessario para a manutengao luteinica (CONCANNON, 1980; OKKENS et al., 1986).
Recentemente, a prostaglandina E2 (PGE2) foi proposta como um dos fatores luteotréficos
mais importantes agindo localmente durante o diestro (KOWALEWSKI; MUTEMBEI;
HOFFMANN, 2008; KOWALEWSKI et al., 2011).

A concentracdo de PRL sérica em cadelas ndo prenhes apresenta aumento de sua
expressao a partir do dia 15 apos a ovulagdo (p.o.) com queda significativa na segunda metade
do diestro, enquanto que em cadelas prenhes a maior expressao ocorre na metade da gestacgao,
com diminuicdo no momento pré-parto (KOWALEWSKI et al, 2011). Quando as
concentragdes de P4 estdo declinando no decorrer do diestro, observa-se um aumento na
disponibilidade do LH (HOFFMANN; RIESENBECK; KLEIN, 1996). Assim, a luteolise
ocorre apesar de um aumento na disponibilidade de hormonios gonadotréficos, hormonios
estes considerados luteotroficos, portanto, mecanismos pardcrinos e/ou autdcrinos devem
estar envolvidos no controle da funcgdo luteinica e precisam ser elucidados.

Além de PGE2 como fator luteotrofico nas primeiras 2 a 4 semanas apos ovulagao,
outros varios fatores estdo potencialmente envolvidos na manutencdo do CL durante este
periodo. Entre eles estdo componentes do sistema imune, por exemplo, cluster of
differentiation 4 ¢ 8 (CD4 e CD8), em conjunto com citocinas produzidas por eles, tais como:
interleukin 8, 10 e 12 (IL8, IL10 e IL12); tumor necrosis factor (TNF) ou transforming
growth factor beta-1 (TGFB); fatores troficos como IGF; e vascular endothelial growth factor
A (VEGF) (HOFFMANN et al., 2004; MARIANI et al., 2006; GRAM et al., 2015).

Nosso grupo apresentou pela primeira vez que as células do CL canino sdo capazes de
realizar captacdo de glicose sob estimulo insulinico mediado pela proteina cinase B (AKT),
seguido pelo aumento do transportador de glicose 4 (GLUT4), além de caracterizar a
expressdo de receptor de insulina (INSR), transportador de soluto 2 membro 4 (SLC2A4/
proteina GLUT4), interleucina 6 (IL6) e o RELA proto-oncogene (RELA/ NFKB p65). Em
adicdo, verificamos a influéncia de baixas concentracdes de O2 sobre a expressdo do fator
indutivel por hipoxia (HIF1A), transportador de soluto 2 membro 1 (SLC2A1), e a produgao
de P4 e expressdo de 3-beta-hidroxiesterdide-desidrogenase (HSD3B) (SOUSA et al., 2016).

Em conjunto, estes dados nos mostraram que a insulina regula algumas acdes do CL, e que o
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ambiente hipdxico interage neste processo € na captagdo de glicose, participando assim da sua
manuteng¢do e funcionalidade (SOUSA et al., 2016).

Em cadelas ndo prenhes, a lenta regressdo da fase do CL ¢é caracterizada pela
diminui¢do na produgdo de P4, conhecida como fase funcional, seguida pela diminui¢do do
tamanho das células, chamada lutedlise estrutural. Esta fase esta diretamente relacionada ao
processo de apoptose que estas células sofrem (SONNACK, 2009), fato este observado a
partir do dia 45 p.o.. Com esta cessagcdo na producdo de P4, ocorre a perda de componentes e
da integridade celular, reducdo do suprimento vascular, aumenta a proliferagdo do tecido
conjuntivo e a desorganizacdo celular, degeneracdo e fagocitose das células luteinicas
(SUGINO; OKUDA, 2007).

O lento declinio de P4 ¢ associado com a progressiva reducdo na expressao da enzima
HSD3B (KOWALEWSKI, et al, 2006; KOWALEWSKI; HOFFMANN, 2008). A
prostaglandina F2 alfa (PGF) enddgena, ao contrario do que ocorre em cadelas prenhes,
parece nao desempenhar um papel crucial na regressdo luteinica, para a qual a atividade
luteinica do cytochrome c oxidase I (COX1) ¢ baixa durante o diestro, enquanto a do
cytochrome ¢ oxidase Il (COX2) aumenta apenas durante o rapido crescimento observado nas
primeiras semanas apos a onda de LH e, embora o receptor de prostaglandina seja
constitutivamente expresso, o que explica a sensibilidade as prostaglandinas ex6genas, nao ha
evidéncia de expressao da PGF sintetase (KOWALEWSKI,. et al., 2006).

Esta regressdo parece envolver funcdes celulares constitutivas: envolve baixa, mas
evidente atividade apoptdtica, onde células imunologicas CD8 e TNF positivas aumentam do
dia 45 aos dias 60 a 75 (ENGEL et al., 2005), porém ndo apresenta indicios de producao de
prostaglandina enddgena e citocinas ao longo do diestro (LUZ et al., 2006; CONCANNON,
2009). Além destes fatores, nao foram encontradas alteracdes na sintese de prostaglandina,
citocinas, LH, prolactina ou expressdo de receptores que pudessem justificar essa lenta
regressao (FERNANDES et al., 1987). Mesmo diante de muitas tentativas, os mecanismos
desencadeadores desse processo ainda ndo foram completamente elucidados e tém sido
extensivamente estudados.

Com especial interesse em contribuir para o entendimento dos processos que levam a
regressao luteinica, nosso grupo atualmente trabalha buscando elucidar o papel do E2 no
processo de regressdo luteinica na cadela ndo-gestante. Dados preliminares indicam que os
genes relacionados a apoptose aumentam sua expressdao apds o aumento plasmatico de E2

observado no dia 40 ap6s a ovulacdo (BONFIM NETO, 2014).
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2.3. MECANISMOS DE ACAO DA INSULINA

A transducdo do sinal da insulina tem sido intensivamente estudada principalmente em
musculos, figado e tecido adiposo, porém, quando falamos de reproducdo, algumas, sendo
todas as vias que participam da sinalizagdo insulinica parecem apresentar funcionalidade em
células do ovario de diferentes espécies (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016).

A sinalizacdo intracelular da insulina em tecidos insulino-sensiveis tem inicio com a
ligacdo do hormonio a um receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica
com atividade cinase intrinseca (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). Uma vez
ligada a subunidade, a insulina estimula a autofosforilacio da regido intracelular
(TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006), apos esta acdo o INSR ativa a fosforilagao de
varios substratos proteicos, como os membros da familia dos substratos do receptor de
insulina (IRS1, 2, 3 e 4), She, Gab-1 e Cbl (PESSIN; SALTIEL, 2000).

Os principais IRS sao IRS1 e o IRS2, que quando fosforilados em residuos de tirosina
se ligam e ativam proteinas com dominio homologas sarcomas (SH), como a
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006).

A PI3K ¢ uma das principais proteinas envolvidas na mediacao do sinal insulinico,
visto que participa facilitando diferentes vias ligadas a agdo da insulina, tais como: a captagao
de glicose, o efeito anti-lipolitico, a sintese de glicogénio, a supressao da gliconeogénese € o
transporte de glicose (ENGELMAN; LUO; CANTLEY, 2006). Estes transportadores, GLUT,
atuam por difusdo facilitada, sendo sua capacidade de transporte bidirecional e, de fato, ¢ o
gradiente do substrato que determinara a diregdo intra ou extracelular da glicose (THORENS;
MUECKLER, 2010; DENG; YAN, 2016). PI3K possui uma subunidade regulatoria (p85) e
uma subunidade catalitica (p110). A p85 contém dominio SH2, que se liga ao IRS1 e a pl110
possui um dominio SH3, que se ligard a outras proteinas (ENGELMAN; LUO; CANTLEY,
2006). A PI3K atua diretamente na fosforilagdo e ativacdo da AKT (PESSIN; SALTIEL,
2000; HEMMINGS; RESTUCCIA, 2015).

A AKT ¢ composta de duas isoformas (AKT1 e AKT2), sendo uma das principais
efetoras da PI3K e medeiam muitas das respostas da insulina, fosforilando diversos substratos
(SALE; SALE, 2007). A AKT pode regular o metabolismo da glicose em diversos niveis,
pois aumenta a captacdo de glicose via tecidos responsivos a insulina (HEMMINGS;
RESTUCCIA, 2015), induzindo a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica
(THORENS; MUECKLER, 2010); pode estimular a sintese de glicogénio no figado e
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musculo; estimula a lipogénese no tecido adiposo, além da transcri¢cdo de genes especificos
(ACCILI, 2001).

Vale ressaltar que para ocorrer uma eficiente sinalizacdo insulinica sdo necessarias
vias alternativas que complementam o funcionamento adequado desta cascata de eventos. A
ativagdo da via Ras-Raf-Mek-Erk resulta na ativagdo das proteinas cinases ativadoras de
mitoses (MAPK) (DOMINICI et al., 2005). A via MAPK, apesar de apresentar um possivel
efeito sobre a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica, parece estar envolvida
com a regulacdo da expressdo génica e controle do crescimento e diferenciagdo celular,
envolvida com os efeitos promotores do crescimento deste hormonio e parecendo ser
relativamente dispensdvel na regulacdo metabdlica estimulada pela insulina (SALTIEL;
KAHN, 2001; PIROLA; JOHNSTON; VAN OBBERGHEN, 2004).

Além disso, para a captacao de glicose, a insulina apresenta uma via de sinalizagdo
secundaria, onde, Cbl proto-oncogene (Cbl) esta associado com a adenylyl cyclase-associated
protein 1CAP (RIBON et al., 1998). Apds a fosforilagdo, o complexo Cbl-CAP migra para a
membrana celular e interage com a proteina CRK proto-oncogene adaptor protein (CrklII), que
também esta constitutivamente associada com a proteina C3G, que ¢ uma proteina trocadora
de nucleotideos que catalisa a troca de GTP por GDP da proteina ras homolog family member
Q (RHOQ) ativando-a. Uma vez ativada, RHOQ causa um segundo sinal para a translocagao

da proteina GLUT4, em paralelo a ativagao da via da PI3K (CHIANG et al., 2001).

2.4 O PAPEL DA INSULINA NA REPRODUCAO

Os efeitos da insulina nos tecidos reprodutivos ja foram estudados por diversos grupos
que demonstraram que esta molécula estd envolvida com a producdo de esteroides em
diferentes espécies (PORETSKY et al., 1999; FAN et al., 2009; SETO-YOUNG et al., 2011;
KIM et al., 2015; DUPONT; SCARAMUZZI, 2016).

Algumas agdes neste processo podem envolver mediadores de baixo peso molecular
como o inositol phosphoglycans (IPG), também conhecido como mediador putativo da
insulina, ou segundo mensageiro (NESTLER, 1998; PORETSKY et al., 1999), que regula
positivamente de forma direta a expressdo de enzimas esteroidogénicas, principalmente a
cholesterol side-chain cleavage (P450scc), steroid-17a-monooxygenase, 17a-hydroxylase

(P450c17) e a cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 (CYP19Al / proteina


http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:1541
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:17736
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:17736
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:2594
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P450arom). Quando ocorre a associa¢do da insulina com o seu receptor, os mediadores sdo
gerados por meio de hidrélise dos lipidios glicosilfosfatidilinositol e/ou por espécies de
proteinas localizadas na monocamada externa da membrana celular (SALTIEL, 1990). Estes
medidores s3o entdo internalizados e alteram as atividades de algumas enzimas e do
metabolismo celular (CHEANG; ESSAH; NESTLER, 2004). Esta associagdo ¢ descrita como
mediadora da estimulacdo insulinica na esteroidogénese, pois a ativacdo e internaliza¢do desta
molécula aumentam a produgao de enzimas (NESTLER, 1998).

Outro mecanismo descrito relacionado a essa interacao € a ligagdo pela ativacao da via
Ras-Raf-Mek-Erk (PORETSKY et al., 1999), principalmente pela ativagao da P38 mitogen-
activated protein kinases (MAPKp38) da sinalizag¢do insulinica (SETO-YOUNG et al., 2011).

Diferentes estudos in vivo visam compreender como esta interagdo ¢ estabelecida. Em
células luteinicas de ratas, a insulina aumenta a clivagem da cadeia lateral do colesterol,
resultando em maior produgdo de P4, o que ¢ atribuido ao aumento da concentragao proteica
do citocromo P450scc, sistema responsavel pela conversdo do colesterol em P4 (STEIN;
BUSSMANN; TESONE, 1995).

Esta bem estabelecido que a insulina interfere na diferenciagdo e proliferagao de
c¢lulas somaticas no desenvolvimento das gonadas e a maturagao dos oodcitos (DEVOTO et
al., 1999; SEKAR; GARMEY; VELDHUIS, 2000; BEHL; KAUL, 2002), além da
esteroidogénese gonadal, na medida que foliculos e os CL vao crescendo, ocorre um aumento
na capacidade esteroidogénica de ambos, que resulta em aumento da producao de E2 ¢ P4
respectivamente.

O efeito da insulina sobre a esteroidogénese parece ainda ser associado com a
diminui¢do dos seus principais efetores ligados a captacdo de glicose, com a queda da
fosforilagao de Akt, ERK e AMPK (SCARAMUZZI et al., 2015). Com o aumento da
ingestdo de dietas ricas em glicogénicos, os tratamentos além de aumentarem as
concentragdes de glicose no plasma, aumentaram também o numero de foliculos em vacas
(SCARAMUZZI et al., 2006), porém, reduziam a concentracdo de E2 e da expressdo de
CYPI941.

Foi observado o aumento nos niveis de E2 circulante em resposta ao tratamento com
insulina: os principais mecanismos propostos para esta interacdo foram que a insulina tem
efeito direto nos fungdes ovarianas, principalmente em relacdo a expressdo de aromatase, e
este processo ocorre independente da pulsatilidade de LH (BUTLER; PELTON; BUTLER,
2004).
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In vitro, ja foi observado que em hepatocitos, a insulina exerce um efeito conservador
da expressdao génica da CYPI1AI 2C e 3A, que s3o sistemas enzimaticos responsaveis pelo
catabolismo hepatico da P4, conforme verificado em bovinos sob elevadas concentragdes de
insulina (LEMLEY et al., 2008). Mao e colaboradores (MAO et al., 2001) observaram que
células luteinicas de suinos tratadas com insulina produzem mais P4 que as células do grupo
controle, ¢ este efeito ¢ atribuido a maior produgdo do mRNA da proteina STAR ¢ do
citocromo CYPIIAI, o que levou estes autores a concluirem que o aumento da insulina na
fase de maturagao folicular interfere na fungdo luteinica subsequente.

Em células da granulosa de humanos foi visto que a insulina tem a capacidade de
modular a proteina STAR, fator limitante da velocidade na biossintese dos hormodnios
esteroides (DEVOTO et al., 1999), e tal processo parece ser promovido por mecanismos pos-
transcricionais, neste caso aumentando a estabilidade do mRNA.

Em peixes, estudos indicam que a insulina pode estimular a produgdao de E2 em
foliculos ovarianos pela atividade estimulante do gene CYPI/4Il (PAUL et al, 2010). Em
concentragdes supra-fisiologicas, houve um efeito estimulador na clivagem e maturacdo de
oocitos de vacas (GONG et al.,, 2002) e como consequéncia, aumento na producao de
esteroides, no entanto, em células da granulosa de bovinos, doses elevadas de insulina nao
estimulam a atividade da aromatase (BHATIA; PRICE, 2001).

A producao de P4 induzida por insulina em ovario humano ¢ dependente da ativagao
de MAPKp38, mas nao ¢ dependente da MAPK-ERK-1 como visto por Seto-Young e
colaboradores (SETO-YOUNG et al., 2011), que bloquearam as vias PI3K, MAPKp38 ¢
MAPKI1 em cultura.

Com base nas evidéncias relatadas, a relagdo insulina e esteroidogenese no CL canino
bem como sua dependéncia e/ou influéncia do perfil hormonal necessitam de melhor
caracterizacdo para que a regulacdo da funcdo luteinica nas cadelas possa ser compreendida

de maneira mais ampla.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil (protocolo
comissdao de ética 2719/2012). Foram utilizadas 30 cadelas sem raca definida (com idade
entre 1 e 3 anos e peso médio de 10 Kg) e clinicamente sadias. A fun¢do ovariana foi
monitorada por meio da determinagdo dos niveis séricos de P4, em dias alternados (a cada 2
dias), a partir do surgimento dos sinais de proestro (edema e secre¢ao vulvar sanguinolenta) e
o dia da ovulacao (dia 0) foi definido como o dia em que a concentragdo de P4 atingiu valores
> 5 ng/mL (CONCANNON, MCCANN; TEMPLE, 1989).

As fémeas foram distribuidas em 6 grupos, de acordo com o dia em que foram
submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH): 10 (n =5), 20 (n =5), 30 (n=15), 40 (n =
5), 50 (n=15) ou 60 (n=5) dias apds a ovulagdo. No dia da interven¢ao cirurgica, foi utilizado
o seguinte protocolo anestésico: medica¢do pré-anestésica composta por acepromazina 0,2%
na dose de 0,05 mg/Kg de peso vivo associada ao cloridrato de tramadol na dose de 3 mg/Kg.
Para inducdo anestésica foi utilizado propofol na dose de 3 mg/Kg e cloridrato de quetamina 1
mg/Kg; e para a manutengdo, o firmaco de escolha foi o isofluorano.

Ap6s a dissecagdo, os corpos luteos (CLL) coletados foram divididos em 2 partes: (1)
a primeira parte foi imediatamente armazenada em nitrogénio liquido para extracdo de RNA e
sequenciamento de RNA (RNA-Seq), além de validagdo por PCR em tempo real e Western
blotting; e (2) a outra parte do material foi fixada em solucdo paraformoaldeido 4% por 24
horas para imunofluorescéncia.

No dia da intervengdo cirirgica, amostras de sangue (3 ml) foram coletadas para
determinacdo dos niveis hormonais de P4, E2, insulina e glicose durante o diestro através dos
niveis plasmaticos. Para P4, o menor nivel de deteccdo a ser considerado foi de 0,02 ng/ml,
com coeficiente de variagdo de inter-ensaio (CV) de 6,93%, e intra-ensaio de 10%. Para o E2,
o menor nivel de deteccdo foi de 0,5 pg/ml, com inter-ensaio de CV de 7,03 e intra-ensaio de
10%. Para a dosagem de insulina foram utilizados Kits de radioimunoensaio onde, a curva

padrao variou de 2 a 200 uU/ml, com sensibilidade de 89%, enquanto a glicemia foi analisada
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através do método enzimatico colorimétrico de glicoseoxidase da empresa CELM a 505 nm

(LOTT; TURNER, 1975).

3.2 CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS E SEQUENCIAMENTO

Foram utilizadas 3 cadelas de cada um dos 6 momentos apds a ovulagao (10, 20, 30,
40 50 ou 60 dias) para o sequenciamento de RNA (n = 18 ao todo). Todas as bibliotecas
RNA-Seq foram construidas a partir de 150 ng de RNA, usando Truseq RNA sample Prep
(Ilumina, San Diego, CA, EUA), de acordo com o procedimento padrdao do fabricante. A
qualidade das bibliotecas produzidas foi avaliada usando o Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) utilizando um chip de DNA 1000.

As amostras foram consideradas validas quando apresentados fragmentos de 260 pares
de bases (pb). A quantificacao das bibliotecas individuais foi realizada utilizando o PCR em
tempo real por meio do kit de KAPA Biblioteca de Quantificagdo (KAPA Biosystems,
Willmigton, MA, EUA).

O sequenciamento foi realizado com Ilumina HigSeq 200 usando o protocolo pair-end
reads e o Ilumina TruSeq PE kit cluster v3-cBotHS (Ilumina, San Diego, CA, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Em cada lane, 6 amostras foram sequenciadas

gerando 42 milhdes de reads por amostra.

3.3 ANALISES DE DADOS RNA-SEQ

O Software Casava 8.2 (Ilumina, San Diego, CA, EUA) foi utilizado para obter os
dados processados. As leituras foram mapeadas em relacdo ao genoma de referéncia
(canis_familiaris. CanFam 3.1.75.dna.toplevel.fa) usando TopHat v2.0.9 e as transcrigdes
foram montadas usando o pacote Cuftlinks. A abundancia relativa de transcritos de
fragmentos de RNA-Seq foi medida pelo Cufflinks em FPKM (fragmentos por quilobase de
exons por milhdo de fragmentos mapeados).

Para cada gene, os niveis de expressdo foram comparados entre os grupos. A

expressao diferencial dos genes foi analisada pela razao do log de FPKM dividido pelo desvio
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padrdo da razdo log. Um gene expresso diferencialmente foi considerado se o valor de P
ajustado foi de FDR < 0,05. Em seguida, realizou-se uma andlise de enriquecimento de
categorias, usando o Gene Ontology, entre os genes diferencialmente expressos para se

determinar quais genes estavam relacionados a sinalizac¢ao insulinica e a esteroidogénese.

3.4 PCR EM TEMPO REAL

Apbs a técnica de RNA-Seq, os genes escolhidos para validagdo que apresentaram
expressao diferencial em relagdo a sinalizagdo insulinica e a esteroidogénese foram
submetidos ao PCR em tempo real a partir de todas as amostras coletadas (n = 30).

A concentragdo e a qualidade do RNA foi determinada usando o biofotometro
BioPhotometer Thermo Scientific NanoDrop™ 2000c (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA) e a integridade foi analisada por electroforese através de gel de agarose 2%. As
amostras (1 mg de RNA total) foram transcritas para cDNA (DNA complementar) utilizando
Superscript III transcriptase reversa (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com
as instrugdes do fabricante. As reagdes de PCR foram realizadas utilizando um fluordémetro
automatizado ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e placas de 96 pocos oOpticos. Cada amostra (250 ng de RNA total) foi analisada em
duplicata.

Como controle interno das reacdes foi utilizado a amplificagdo dos genes
constitutivamente expressos gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), proteina
ribossomal 32 (RPL32) e ciclofilina (peptidylprolyl isomerase A, PPIA4), a fim de normalizar
os resultados obtidos para os genes-alvo. Baseado no programa Normfinder (ANDERSEN;
JENSEN; ORNTOFT, 2004), os genes GAPDH e PPIA foram selecionados como os genes de
referéncia ideais para as analises.

Os genes alvo utilizados encontram-se listados na tabela 1. O célculo da eficiéncia para os
genes alvo e referéncia foram feitos através do programa “LinRegPCR” (RAMAKERS et al.,
2003) seguido do método matematico de Livak e Schmittgen (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). Para isso, considerou-se a eficiéncia média com base na curva de amplificacdo

individual de cada amostra.
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Tabela 1 - Primers e sondas utilizados no PCR em tempo real

Gene Sequencia Sondas GenBank n® "
(TagMan Assays)
IRS1 Forward ACCTGCGTTCAAGGAGGTCTG XM543274
Reverse CGGTAGATGCCAATCAGGTTC
MAPKY Cf02700828 ml XM _843410.1
MAPKI3 Cf02740243 sl XM _845291.1
MAPKI14 Cf02727830_ml NM_001003206.1
PI3KR3 Cf02666180_ml XM 856314.1
PI3KCG Cf02700696_ml XM 540385.2
SO0CS1 Cf02702129 sl XM_547126.2
HSD3B Forward GGGTACTCAGCTCCTGTTGGAA TGCCCAGGCTAGTGTGCCGATCTT
Reverse GCCACCTCTATGGTGCTGGTAT
CYP1941 Forward CCCCAAGCCCAATGA ATTTACTCTT CCTGTAAGGAACATTCTTTG
Reverse CGAGGTCCAAAGCCAAA TGG
RHOQ Cf02730625_ml XM _531808.2
CAPI Cf02705995_gl XM _532545.2
CRK Cf02723159_ml XM _003435202.3
RAP Cf02689453 gl XM _531808.2
PPIA ID Cf03986523_Gh XM _843327.1
GAPDH Forward ACGGGAAGTCCATCTCCATCTT ATGTTGGCAGGATCTC
Reverse CACCAGCATCACCCCATTTG
RPL32 Cf03986518 ml XM _854019.1

Fonte: (SILVA, RS, 2017).

3.5 IMUNOFLUORESCENCIA

Os CL (n = 30) foram fixados em paraformaldeido 4% e embebidos em resina

Paraplast® seguindo o procedimento padrdo para inclusdo de material. Os cortes teciduais (2

um) foram desparafinizados em xilol (duas vezes de 5 minutos), rehidratados em uma série de
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etanol em concentracdes decrescentes (duas vezes em etanol a 100%, e uma vez em etanol a
95%, 70%, e 50% durante 2 min) e em agua destilada por 20 minutos.

As laminas foram incubadas com solug¢do peroxidade 0.3% por 30 minutos, seguido de
rapida lavagem com agua destilada. Os cortes foram incubados em solugdo PBS com Kodak
Photo-Flo, solu¢cdo PBS com Triton X-100 e solucdo PBS/ABB (Antibody Blocking Buffer -
Sml de Protein block, 1.5g de BSA 3%, 25ul Triton-X 0.05%, 45 ml PBS) por 10 minutos
cada. Apos estes procedimentos, os cortes foram incubados com seus respectivos anticorpos
primarios em temperatura ambiente (tabela 2). Todos os anticorpos primdrios e secundarios
foram diluidos no reagente DakoCytomation (Dako Laboratories, USA).

No dia seguinte, os cortes foram lavados em &gua destilada, seguido lavagem com
PBS com Kodak Photo-Flo, PBS com Triton X-100 ¢ PBS/ABB por 10 minutos cada. As
laminas foram incubadas com anticorpos secundarios especificos para cada corte por 60
minutos em temperatura ambiente (Tabela 2). Apds este periodo, os cortes foram lavados em
agua destilada, seguido de lavagem com PBS com Kodak Photo-Flo, PBS com Triton X-100 e
novamente com PBS com Kodak Photo-Flo por 10 minutos, solu¢do Kodak Photo-Flo diluida
em agua destilada por cinco minutos e lavagem com agua destilada por trés minutos. Antes da
montagem, as laminas secaram em temperatura ambiente no escuro por 60 minutos.

Ap6s este periodo, as laminas foram montadas utilizando VectaShield contendo DAPI
para coloracdo nuclear (azul; Vector Laboratories). As laminas foram fotografadas em
microscopio com marcador fluorescente Nikon Eclipse Invertido (Nikon Canadd) e as
imagens foram captadas usando uma camera Nikon DS-QI1MC monocromatica conectada a
um computador ¢ NISElements Dell HP Workstation com o Software Imaging (Nikon

Canada).
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Anticorpos Primarios Isotipo Fornecedor (n°ordem) Dilui¢ao
IRS1 IgG monoclonal de camundongo NP_005535.1 1:500
MAPK9 IgG monoclonal de coelho Ab179461 1:200
MAPK13 1gG monoclonal de camundongo TA505878 1:100
MAPK14 1gG policlonal de coelho Ab7952 1:100
PI3KR3 1gG policlonal de coelho Ab74136 1:50
PI3KCG 1gG monoclonal de camundongo TA505226 1:150
SOCS1 1gG policlonal de coelho TA321592 1:50
HSD3B IgG policlonal de coelho Orb5478 1:100
P450arom IgG policlonal de coelho NB100-1596 1:100
Anticorpos Secundarios
Alexa Fluor® 488 IgG policlonal de coelho A-11008 1:400
Texas Red-X IgG Monoclonal de camundongo T-6391 1:100

Fonte: (SILVA, RS, 2017).

3.6 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS PARA WESTERN BLOTTING

Para determinacdo das proteinas, foi realizada a extra¢do das proteinas totais. Os CL
(n=5 por grupo) foram homogeneizados em Polytron PT 3000 KINEMATICA® (Brinkman,
Westbury, USA) em tampao de lise hipotonico contendo 10 mM de TRIS/HCL 5 mM de

EDTA, pH 7,5, na presenga de uma mistura de inibidores de proteases, tais como

benzamidina (20ug/ml), pepstatina (1pg/ml), leupeptina (0,5pg/ml), apoproteina (0,1pg/ml) e

PMSF (fenilmetasulfonilfluoreto, 100pug/ml). O homogenato foi centrifugado a 1000g durante
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dez minutos a 4 °C, ap6s o procedimento, o sobrenadante foi armazenado para os
experimentos posteriores. A concentracdo proteica das amostras foi analisada através do
método de Bradford (BRADFORD, 1976) (Protein Assay Kit; Bio-Rad, Califérnia, USA),
comparando as medidas obtidas para as amostras com a curva padrao de albumina lida a 595

nm.

3.7 WESTERN BLOTTING

As amostras de proteina (50-100 pg) foram separadas em um mini gel SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis), de concentragdo entre 8 e
12%, a 100 V. Antes da aplicagdo no gel, as amostras foram acrescidas de solugcdo de
Laemmli (glicerol 15%, Tris 0,05M, azul de bromofenol a 0,05%, SDS 9%) com 6% de 2-
mercaptoetanol. Apos a separagdo em gel, foi realizada a transferéncia eletroforética para uma
membrana de imuno-blot PVDF (Trans-Blot, BIORAD), sob corrente constante de 120 mA,
durante 2 horas, a 4°C, em tampao Tris (Tris HCI 12,5 mM, glicina 95 mM, metanol 20%, pH
8,3).

Em seguida, a membrana foi bloqueada usando a solugcdo RapidBlock 10x
(AMRESCO, Catalog M325) por cinco minutos, seguido com incubacdo com anticorpo
primario 4° C por 16 horas (Tabela 3). As diluigdes foram determinadas de acordo com a
recomendagao do fabricante, quando necessario, foi realizacao testes de dilui¢do para uma
determinada proteina. Apos a incubagdo com o primeiro anticorpo, foram realizadas trés
lavagens em TTBS e incubagdo com o anticorpo secundario, ligado a HRP (horseradish
peroxidase). Apds lavagens em TTBS, o sinal foi detectado pela adigdo de um substrato para
peroxidase (ECL Western blotting analysis system, GE Healthcare). As membranas foram

analisadas no aparelho Bio-Rad ChemiDoc™ MP e no programa Image Lab 4.0.1 (BioRad).



Tabela 3 - Anticorpos primarios utilizados na técnica de Western blotting.
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Anticorpos Primarios Isotipo Fornecedor (n°ordem) GEL Peso Diluicao
IRS1 IgG monoclonal de camundongo NP_005535.1 8% ~185kDa  1:1000
MAPK9 IgG monoclonal de coelho Ab179461 12%  ~48kDa 1:1000
MAPK13 IgG monoclonal de camundongo TAS505878 12%  ~40kDa  1:200
MAPK14 1gG policlonal de coelho Ab7952 12%  ~38kDa  1:200
PI3KR3 1gG policlonal de coelho Ab74136 8% ~84kDa  1:500
PI3KCG 1gG monoclonal de camundongo TAS505226 8% ~110kDa  1:200
SOCS1 1gG policlonal de coelho TA321592 12%  ~24kDa  1:1000
HSD3B IgG policlonal de coelho Orb5478 12%  ~41kDa  1:100
P450arom IgG policlonal de coelho NB100-1596 12%  ~55kDa  1:500
RHOQ IgG monoclonal de camundongo NB110-57616 10% ~25kDa  1:1000
CAP1 IgG policlonal de coelho NBP1-31718 10% ~55kDa  1:1000
CRK IgG policlonal de coelho bs-2763R 10% ~40kDa  1:500
RAP IgG policlonal de coelho NM_198679 10%  ~123kDa 1:1000
GAPDH Policlonal de camundongo AH996 - ~40kDa  1:10000

Fonte: (SILVA, RS, 2017).
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3.8 CULTIVO CELULAR

Para o primeiro experimento em cultivo celular, foram utilizados ovarios com CL de
cadelas da primeira metade do diestro (10-30 dias / n=4). Para o segundo experimento, foram
utilizados CL do dia 20 p.o, quando P4 sérica atinge concentragdo maxima, (n=4) ¢ CL do dia
40, quando E2 sérico atinge concentracdo maxima durante o diestro (n=4).

ApoOs remocdo cirirgica, os CL foram imersos imediatamente em solucdo tampao
fosfato (PBS) contendo solugdo antibidtica e antimicotica a 1% (10.000 UI de penicilina, 10
mg de estreptomicina e 25 pg de anfotericina B por ml; A5955; Sigma Aldrich, USA) e
transportados em gelo ao laboratorio.

Em capela de fluxo laminar (Pachane Pa420, Pachane Equipamentos para
Laboratorios LTDA, Brasil), o tecido ovariano adjacente foi dissecado e o tecido luteinico
remanescente foi dissociado enzimaticamente com colagenase tipo 1 (1 mg/ml; C0130; Sigma
Aldrich, USA) diluida em DMEM pH 7,2 - 7,4 (41965-039; Gibco BRL) por 1 hora sob
agitacao (60 movimentos / min) a temperatura de 37 °C, em atmosfera umida com 5% de
COa,.

A suspensao foi centrifugada por 10 min a 200g, a amostra ressuspensa em DMEM e
filtrada em rede de 150 pm de didmetro para remover os tecidos nao digeridos. O filtrado foi
novamente centrifugado por 10 min a 200g, ressuspenso em solucdo tampao de lise de
eritrécitos (0,16 M NH4Cl; 0,01 M Tris-HCI pH 7,2-7,4) diluido em DMEM por 10 min,
centrifugado por 10 min a 200g e ressuspenso em DMEM. As células, foram colocadas em
placas de 96 pocos e incubadas a 37 °C sob atmosfera umidificada (5% de CO.). As células
foram observadas e fotografadas e a troca do meio de cultivo foi realizada a cada 24 horas.

Previamente, realizamos uma curva dose-resposta para determinagdo da concentragao
de insulina a ser utilizada. Determinada a concentra¢ao de insulina, uma nova curva foi
realizada, para definir o tempo de tratamento para a insulina permanecer em cultivo celular.
Foi realizado teste em meio suplementado com insulina a 100ng/mL (100mg, 16634; Sigma
Aldrich, USA), nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas. As amostras apresentaram aumento da
concentragdo de progesterona apenas em 24 horas, sendo este tempo utilizado para os
experimentos posteriores. Para determinar qual a concentracdo dos bloqueadores de
MAP2K1, MAPK14 e PI3K deveria ser utilizada, também foram realizadas curvas dose-

resposta.
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Para o primeiro experimento, o delineamento foi definido da seguinte forma: células
mantidas em meio livre de insulina (C = grupo controle); meio suplementado com de insulina
(CI = grupo controle tratado com insulina) (100mg, 16634; Sigma Aldrich, USA); e grupo
com bloqueadores especificos + estimulo insulinico: 50 uM de bloqueador de MAP2K1
(PD98059 sigma); 25uM de bloqueador de MAPKI14 (SB203580 sigma); ¢ SuM de
bloqueador de PI3K (LY294002 sigma). Os bloqueios ocorreram durante 1 hora, seguido de
estimulo com insulina por 24 horas, € apds este periodo as amostras de meio de cultivo foram
coletadas para dosagem de P4 e E2 (Figura 1). Para cada tratamento, foram coletados um total

de cinco pocgos de cada placa de cultivo.

Figura 1 — Etapas do cultivo celular para o bloqueio de PI3K, MAP2K1 e MAPK14. (A) Células luteinicas
foram mantidas em DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10% até atingirem 90% de confluéncia (B)
Bloqueio por 1 hora das vias PI3K, MAP2K1 ¢ MAPK14. (C) Estimulo com insulina por 24 horas. (D) Coleta
do meio de cultivo e mensuracdo de P4 e E2.
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Fonte: (SILVA,RS, 2017).

Para o segundo experimento, os grupos experimentais foram divididos da seguinte
maneira: grupo controle, cultivado em meio livre de insulina; e meio suplementado com
insulina a 100ng/mL (100mg, 16634; Sigma Aldrich, USA). O estimulo com insulina ocorreu

pelo periodo de 24 horas. Para a determinagdo da expressdo dos genes relacionados a
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esteroidogénese, considerados como diferencialmente expressos apés o RNA-Seq, as células
foram raspadas e colocadas em tubos livres de RNAse contendo 250 ul de TRIzol® (foram
coletados cinco pogos por placa para cada tratamento), congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -80 °C para analise por PCR em tempo real apds a extragdo do RNA total.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de expressao génica e proteica e dosagens hormonais foram avaliados quanto
a sua normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov) e variancias (teste de Bartlett) para a escolha
adequada do teste a ser realizado, sendo que, para distribui¢gdo normal e variancias iguais foi
aplicado o teste paramétrico ANOVA seguido pelo pos-teste de comparagdo multipla
Bonferroni, ¢ quando ndo paramétrico, foi aplicado o teste de Kruskal Wallis seguido pelo
pos-teste de comparagdo multipla de Dunn. Além disso, as variaveis foram confrontadas entre
si pelo teste de correlagdo de Pearson. A andlise de correlagdo linear foi utilizada para avaliar
a correlagdo entre os (1) hormonios insulina, glicose, P4 ¢ E2 e os genes e proteinas; (2) genes
e proteinas relacionados a esteroidogénese em relagdo aos genes e proteinas da sinalizagao
insulinica. Os dados de validagao foram analisados através do programa estatistico GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA) e os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo. Os valores considerados significativos apresentam

coeficiente de variagdo acima de 0,8 com significancia de P <0,05.

4 RESULTADOS

4.1 RNA-SEQ.

Um total de 771.208.718 reads foram gerados pelo Illumina HiScanSeq, com um
tamanho médio de 100 bp, média de 42 milhdes de reads por amostra. Através do software
TopHat, 673.577.446 (87,3%) reads foram mapeados no genoma canino de referéncia. A

analise de bioinformatica detectou a presenca de 34.408 genes nas amostras analisadas, sendo
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que deste total 9.000 ainda ndo foram anotados no genoma de Canis familiaris. Observou-se
que 29.011 genes apresentaram algum nivel de expressdo génica em algum momento do
diestro, porém, a andlise de expressdo génica temporal revelou a presenga de 5.116 genes
diferencialmente expressos em pelo menos uma comparagdo. Foram identificados sete genes
diretamente relacionados a sinaliza¢do insulinica: o insulin receptor substrate 1 (/RS1),
envolvido com o inicio da sinalizagcdo insulinica, o phosphoinositide-3-kinase regulatory
subunit 3 (PI3KR3) e phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit gamma
(PI3KCG), que sao isoformas da PI3K envolvidas na fosforilacio de AKT, as mitogen-
activated protein kinase 9 (MAPKY9), mitogen-activated protein kinase 133 (MAPKI3) e
mitogen-activated protein kinase 14 (MAPKI4) envolvidas na proliferacdo celular e o
suppressor of cytokine signaling 1 (SOCSI), conhecido como um dos principais reguladores
da sinalizagdo insulinica. Das enzimas esteroidogénicas, foram identificadas dois transcritos
diferencialmente expressos, a hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta (HSD3B) e a
cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 (CYP19A1 / Aromatase).

Utilizou-se a analise de PCR em tempo real para validar os resultados obtidos pelo
RNA-Seq. Os genes foram selecionados depois de terem sido identificados como
diferencialmente expressos. Os resultados de correlagdo () mostram que os niveis de
expressao dos genes detectados por qPCR foram consistentes com os resultados da analise de
RNA-Seq: CYP19A1 - r = 0,9651 e P = 0,0018, HSD3B - r = 0,9727 ¢ P = 0,001, IRS] - r =
0,9607 e P =0,0023, MAPK13 - r = 0,9652 ¢ P =0,0018, MAPKI14 - r = 0,9453 ¢ P = 0,0044,
PI3KCG - r =0,9212 ¢ P =0,0091 e SOCSI - r = 10,9317 ¢ P = 0,0068. Apenas a MAPKY (r
= 0,2074 ¢ P = 0,6933) e PI3KR3 (r = 0,7771 ¢ P = 0,0690), nao apresentaram alto

coeficiente de variagao.

4.2 EXPRESSAO GENICA DE IRS1, MAPK9, MAPK13, MAPKI14, PI3KCG, PI3KR3,
SOCS1, HSD3B E CYP1941 NO CL CANINO

No CL canino, a analise do transcriptoma mostra que a expressao de /RS/ ¢ menor aos
10, 20 e 30 dias p.o., apresentando um aumento significativo na segunda metade do diestro, a
partir do dia 40 (Figura 2A). Os valores apresentados entre os membros da familia MAPK
diferem entre si em relacdo a sua expressao: MAPK9 e MAPK14 ndo apresentam diferenga de

expressao (Figura 2B e 2D); MAPK13 apresentou sua expressao de forma constante ao longo


http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:8981
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:8981
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:8978
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:19383
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:2594
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do ciclo, apresentando elevagdo de sua expressdo no dia 60 (Figura 2C), . Diferentemente do
que apresenta a expressdo de PI3KCG (Figura 2E) e PI3KR3(Figura 2F), que diminui
perceptivelmente no final do diestro. SOCS/ apresenta expressdo constante ao longo do
diestro, com diminuicao entre dias 30 e 60 (Figura 2G). A expressdo da HSD3B diminui no
decorrer do ciclo, significativamente a partir do dia 40, (Figura 2H), enquanto a CYPI9A41

apresenta aumento de sua expressdo do dia 20 permanecendo elevada (Figura 2I).

Figura 2 —Expressdo génica de IRS1 (A), MAPK9 (B), MAPK13 (C), MAPK 14 (D), PI3KCG (E), PI3KR3(F),
SOCSI1 (G), HSD3B (H) e CYP19A1 (I) no CL canino durante o diestro (10 — 60 dias apos a ovulagdo). Dados

apresentam as médias + desvio padrdo da expressdo relativa dos genes (n = 30). Barras com letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos (P < 0,05).
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4.3 QUANTIFICACAO E LOCALIZACAO DAS PROTEINAS IRS1, MAPKOY,
MAPK13, MAPK14, PI3KCG, PI3KR3, SOCS1, HSD3B E P450AROM NO CL
CANINO

A andlise proteica no CL canino apresenta na maioria dos casos semelhangca com os
resultados da expressdao génica dos genes diferencialmente expressos da sinaliza¢do insulinica
e da esteroidogénese. IRS1 (Figura 3A), MAPKI13 (Figura 3C), MAPKI14 (Figura 3D)
apresentam maior expressao proteica no dia 60 do diestro, no periodo de regressao do CL,
enquanto que, MAPKKY9 (Figura 3B) PI3KCG (Figura 3E), PI3KR3 (Figura 3F), e SOCS1
(Figura 3G) apresentam maior expressao no dia 10 do diestro canino. HSD3B apresenta maior
expressao na primeira metade do diestro canino (Figura 3H). Apenas a expressdo da
P450arom apresenta perfil diferente de expressdo em relagdo ao seu gene, onde a proteina

diminui sua expressao a partir do dia 30 (Figura 3I).

Figura 3 - Expressdo proteica dos genes diferencialmente expressos relacionados a sinalizagdo
insulinica e a esteroidogénese no CL canino. Blots ilustrativos e graficos representam o contetido expresso em
unidades arbitrarias (UA)/50-100 pg de proteina em relagdo ao GAPDH. As barras representam a média +

desvio padrdo de n = 30. Barras com letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos.
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Através da imunofluorescéncia foi possivel verificar a intensidade da marcagdo
apresentada entre os principais momentos do diestro canino, para ilustrar as diferengas de

marcagdo detectadas pelos experimentos de Western blotting, (Figura 4).

Figura 4 - Fotomicrografia de imunofluorescéncia de CL de cadelas em diferentes momentos do diestro. Setas
brancas indicam a marcacdo citoplasmatica tecidual em vermelho ou verde. Aumento 40x. Barra 50 um. A:
IRS1; B MAPK9; C: MAPK13; D: MAPK14; E: PI3KR3; F: PI3KCG; G: SOCS1; H: HSD3B; I: P450arom.
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Fonte: (SILVA, RS, 2017).
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44 CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE
INSULINA, GLICOSE, P4 E E2 E OS GENES E PROTEINAS, E CORRELACAO
ENTRE A EXPRESSAO DOS GENES E PROTEINAS DA ESTEROIDOGENESE E
GENES E PROTEINAS DA SINALIZACAO INSULINICA

Através da regressdo linear, realizamos as seguintes correlagdes: niveis hormonais de
insulina, glicose, P4 e E2, em relacdo a expressdo de genes e proteinas, e ainda, correlagdes
entre as enzimas esteroidogénicas em relagdo aos genes da sinalizacao insulinica, assim como
correlagdo entre estas proteinas (Tabela 4).

A insulina apresentou correlacdo com o gene e proteina PI3KCG (r =0,012140427,
r=0,047730685). Enquanto a glicose apresentou correlacio com o gene HSD3B (r=
0,015873896) e com as proteinas CYP19A1 (r= 0,030213144) e IRS1 (r= 0,056497412).

O E2 apresentou correlagio com o gene CYPI941 (r= 0,050237221) e com as
proteinas IRS1 (r= 0,050237221), SOCS1 (r= 0,048853349) e MAPK13 (r= 0,047884083).
Enquanto a P4, apresentou correlagdo génica e proteica com HSD3B (r= 0,005205679; r=
0,000252), MAPK13 (r= 0,022473671; r= 0,00544288). O gene HSD3B, ainda apresentou
correlagdo com o gene PI3KR3 (r= 0,0500197). Por fim, sua proteina apresentou correlagao
com as proteinas IRS1 (r= 0,0436804) e MAPK14 (r=0,000314411).

Nas correlagdes entre as enzimas esteroidogénicas e a sinalizagdo insulinica, vimos
que, gene ¢ proteina CYPI9A1 apresenta correlacdo com o gene e proteina /RSI (1=
0,00026997; r= 0,035703567) e PI3KCG (r= 0,048493172; r= 4,89983E-07), e ainda a
proteina CYP19AL1 apresentou correlagdo com as proteinas MAPKO (r= 0,025902), PI3KR3
(r=2,47E-06) e SOCS1 (r= 0,000158148).

Gene e proteina HSD3B apresentaram correlacdo com gene e proteina IRSI (r=
0,008835415; r= 0,046339498). O gene HSD3B ainda apresentou correlagdo com o gene
PI3KR3 (r=0,032693559). Em relagdo as proteinas ainda foi visto correlagdo entre HSD3B e
a MAPK13 (r=0,028241072), MAPK14 (r= 0,024548622) e a PI3KCG (r= 0,021594062).
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Tabela 4 — Regressdo linear com as correlagdes realizadas em diferentes comparagdes durante o diestro canino:
hormoénios em relagdo aos genes; hormdnios em relagdo as proteinas; genes da esteroidogéneses em relagdo aos
genes da sinalizagdo insulinica e proteinas da esteroidogénese em relagdo as proteinas da sinalizacdo insulinica.

Genes vs Hormones R2 P-value Equation
Insulin x PI3KCG 0,243727  0,012140427 y=0,0055x?-0,2196x + 2,2055
Glucose x HSD3B 0,227665  0,015873896 y = 3E+06x73:529
E2 x HSD3B 0,175426  0,037169733 y =-0,0003x?+ 0,0093x + 0,4799
P4 x HSD3B 0,292948  0,005205679 y =-0,0009%? + 0,0548x - 0,1121
P4 x IRS1 0,165343 0,0436804  y=0,0025x>-0,1602x + 3,8907
P4 x MAPK13 0,206533046 0,022473671 y=0,0012x*-0,072x + 1,6257
P4 x PI3KR3 0,156846  0,050019721 vy =-0,0006x?+ 0,0685x + 0,1029
Protein vs Hormones R2 P-value Equation
Insulin x PI3KCG 0,159786 0,047730685 vy =1473,8x*-221554x + 7E+06
Glucose x CYP19A1 0,188304 0,030213144 vy =4884,5x* - 1E+06x + 1E+08
Glucose x IRS1 0,149194 0,056497412 vy =-1422,5x*>+421203x - 2E+07
E2 x CYP19A1 0,156574  0,050237221 y=784,27x*-298017x + 2E+07
E2 x MAPK13 0,159585  0,047884083 'y =1444,7x*- 135566x + 6E+06
E2 x SOSC1 0,158327  0,048853349 y=664,29x*-215588x + 1E+07
P4 x HSD3B 0,448295 0,000252  y=-5880,9x> + 783148x - 1E+06
P4 x MAPK13 0,290418  0,005442884 vy =3180,2x*- 182469x + 5E+06
P4 x MAPK14 0,437997  0,000314411 vy =8340x%-525276x + 1E+07
GENES VS GENES R2 P-value Equation
CYP19A1 x IRS1 0,445066 0,00026997 vy =-0,0261x?+ 0,6225x + 0,6867
CYP19A1 X PI3KCG 0,158792  0,048493172 y=0,0178x*>-0,2532x + 1,1699
HSD3B X IRS1 0,262475  0,008835415 y=-0,7967x%-1,334x + 3,1103
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HSD3B X PI3KR3 0,183411 0,032693559 vy =-4,0698x* + 5,5399x - 0,0624
PROTEIN VS PROTEINS R2 P-value Equation
CYP19A1 x IRS1 0,177934 0,035703567 y=-3E-10x*- 0,2185x + 1E+07

CYP19A1 X MAPK9 0,197814 0,025902 y = -6E-09x? + 0,4236x + 2E+06

CYP19A1 X PI3KCG 0,674370726 4,89983E-07 y = 94085x? - 3E+06x + 4E+07

CYP19A1 X PI3KR3 0,626216 2,47E-06 y = 1E-09x* + 1,0926x + 1E+07
CYP19A1 X SOCS1 0,469239 0,000158148 vy =1E-08x?+ 0,0139x + 4E+06
HSD3B X IRS1 0,161641 0,046339498  y=4E-08x?- 1,0175x + 1E+07
HSD3B X MAPK13 0,192479 0,028241072  y=1E-09x?-0,0811x + 3E+06
HSD3B X MAPK14 0,201115 0,024548622 vy =-9E-10x*- 0,1297x + 7E+06
HSD3B X PI3KCG 0,208976  0,021594062 y=-2E-08x?+ 0,5153x + 3E+06

Fonte: (SILVA, RS, 2017).

4.5 EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DE CAP, CRKII, RHOQ E RAP DA VIA
SECUNDARIA DA SINALIZACAO INSULINICA PARA CAPTACAO DE GLICOSE
NO CL CANINO

A fim de verificar se outros genes da sinalizacdo insulinica que ndo se apresentaram
diferencialmente expressos pela técnica de RNA-Seq, possam estabelecer alguma modulagdo
da esteroidogénese, selecionamos a via secunddria para a captacdo se glicose para observar
sua expressao génica e proteica no CL canino.

A representacdo quantitativa do gene member of RAS Oncogene Family (RAPI)
mostra maior expressdo na primeira metade do diestro (Figura 5A), enquanto a marcagao
proteica apresenta um aumento significativo de sua expressdo a partir do dia 20 do diestro
(Figura SE). O gene ras homolog family member Q (RHOQ / antigo TCI0), apresenta
diminui¢do de sua expressdo apenas no dia 40 do ciclo (Figura 5B), enquanto sua expressao

proteica permanece constante ao longo do diestro (Figura 5F). A expressdo génica da


http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:17736
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proteina adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAPI) mantém-se constante até o dia 30
(Figura 5C), sendo que no dia 40 ha queda brusca em sua expressdo, enquanto a expressao
proteica apresenta menor expressao no dia 20 e 50 do diestro (Figura 5G). A expressdao do
gene CRK Proto-Oncogene, Adaptor Protein (CRKII) mantém-se estavel até o dia 20,
diminuindo de maneira brusca no dia 30 (Figura 5D), enquanto sua expressdo proteica

apresenta diminui¢do de sua expressao apenas no dia 50 do diestro canino (Figura SH).

Figura 5 - Expressdo génica e proteica de CAP, CRKII, RHOQ e RAP. Expressdo génica: dados apresentam as
médias &+ desvio padrdo da expressdo relativa dos genes (n = 30). Barras com letras diferentes indicam diferenga
significativa entre os grupos. Expressdo da proteina no corpo liteo canino: blots ilustrativos e graficos
representam o contetido expresso em unidades arbitrarias (UA)/50-100 pg de proteina em relagdo ao GAPDH.
As barras representam a média = desvio padrdo de n = 4. Barras com letras diferentes indicam diferenca
significativa (P < 0,05) entre os grupos. Genes - A: RAP; B: RHOQ; C: CAPI; D: CRKII; Proteinas - E: RAP; F:
RHOQ; G: CAPI1; H: CRKIL.
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Fonte: (SILVA, RS, 2017).

4.6 PERFIL PLASMATICO DE INSULINA, GLICOSE, PROGESTERONA E
ESTRADIOL DURANTE O DIESTRO

A insulinemia foi maior no dia 40 (Figura 6A), enquanto ndo houve diferenca

significativa entre as médias de glicemia no decorrer do diestro (P > 0,05) (Figura 6B).
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Figura 6 — Perfis metabolicos de insulina (mU/mL; A) e de glicose (mg/dl; B) durante o diestro canino (n = 30; 5
animais por grupo). Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo. O asterisco indica uma diferenca
significativa (P <0,05).
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Fonte: (SILVA, RS, 2017).

O perfil plasmatico esteroidogénico das cadelas variou em relagcdo ao diestro. P4 ¢
abundante durante a fase de desenvolvimento e apresentou a maior concentracdo plasmatica
no dia 20 p.o. (P <0,0001) decrescendo gradualmente depois (Figura 7A). As concentragdes
de E2 atingiram as concentragdes plasmaticas mais elevadas no dia 50 p.o., que diferiram

significativamente dos dias 10 e 60 p.o. (Figura 7B).

Figura 7 - Concentracdo média + SEM de P4 (A) e E2 (B) no plasma periférico cadelas durante o diestro.
Diferentes letras indicam diferenca significativa (p <0,05)
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Fonte: (SILVA, RS, 2017).
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4.7 BLOQUEIO DE VIAS ESPECIFICAS DA SINALIZACAO INSULINICA PARA A
PRODUCAO DE ESTEROIDES

Para determinacdo da concentracdo de insulina, previamente o meio de cultivo foi
suplementado com diferentes doses de insulina: insulina a 1, 10 e 100ng/mL (100mg, 16634;
Sigma Aldrich, USA) para estabelecimento de uma curva dose resposta. As amostras de meio
de cultivo foram coletadas apds 24 horas para dosagem de P4. A concentracdo de 100ng/ml
de insulina apresentou diferenca significativa em relacdo as demais concentragoes testadas (P
= 0,01), com isso, foi utilizada como concentracdo padrdo para os posteriores tratamentos
com bloqueadores (figura 8A). A mensuracdo de P4 e E2 foi realizada sob estimulo insulinico
de 100ng/ml, onde observamos o aumento das concentragdes hormonais em relacdo ao grupo

controle tanto de P4 (P=0.0023), como de E2 (P=0.0016) (figura 8B e 8C).

Figura 8 — (A) Curva dose resposta - concentracdo de progesterona (ng/,ml) em meio de cultivo de células
luteinicas caninas do dia 30 p6s ovulag@o tratadas com diferentes concentracoes de insulina. (B) Mensuragio de
progesterona (ng/ml) em meio de cultura sob estimulo insulinico (100 ng/ml). (C) Mensuracdo de estradiol

(pg/ml) em meio de cultura sob estimulo insulinico (100 ng/ml).
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Fonte: (SILVA, RS, 2017).

A producdo de esteroides sofreu uma modificagdo significativa de sua expressdo, a
depender do bloqueio realizado. A concentragdo de P4 diminuiu com o bloqueio de PI3K
(P=0.0026; r=0.8671) (Figura 9A), MAPK14 (P=0.0009; r=0.9072) (Figura 9B) e MAP2K1
(P=0.0407; 1=0.6493) (Figura 9C), enquanto que a concentra¢do do E2 apresentou diminui¢ao
de sua expressdo nos bloqueios com PI3K (P=0.0008; r=0.9676) (Figura 9D) e MAPK14
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(P=<0.0001; r=0.9902) (Figura 9E), ndo houve diferenca de expressdo com o bloqueio de
MAP2K1 (P=0.0704; r=0.4639) (Figura 9F).

Figura 9 — Concentragdo de progesterona e estradiol em meio de cultivo de células luteinicas caninas com adigdo
de insulina e bloqueio das vias PI3K, MAPK14 ¢ MAP2K1 por 1 hora. (A) Concentragdo de Progesterona
(ng/ml); controle com insulina e tratamento com insulina + bloqueio de PI3K. (B) Concentragdo de Progesterona
(ng/ml); controle com insulina e tratamento com insulina + bloqueio de MAPK14. (C) Concentracdo de
Progesterona (ng/ml); controle com insulina e tratamento com insulina + bloqueio de MAP2KI1. (D)
Concentragdo de Estradiol (pg/ml); controle com insulina e tratamento com insulina + bloqueio de PI3K. (E)
Concentragdo de Estradiol (pg/ml); controle com insulina e tratamento com insulina + bloqueio de MAPK14. (F)
Concentragdo de Estradiol (pg/ml); controle com insulina e tratamento com insulina + bloqueio de MAP2K1.
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Fonte: (SILVA, RS 2017).

4.8 EFEITO DO ESTIMULO INSULINICO NA EXPRESSAO CYP1941 E HSD3B EM
CELULAS LUTEINICAS CANINAS

A expressdo dos genes diferencialmente expressos CYPI1941 e HSD3B apresenta
diferenca apos estimulo insulinico em cultivo celular, em células do dia 20 (com aumento
plasmatico de P4) e 40 (aumento plasmatico de E2). A expressdo de CYP1941 ndo apresentou
diferenca de sua expressdao no dia 20 (P=0.0682; r=0.5745) (Figura 10A), diferentemente do
dia 40 (P= <0.0001; r=0.9655) que apresentou aumento de sua expressdo em relagdo ao
controle (Figura 10B). Em relacdo a expressdo de HSD3B, houve aumento de sua expressao
no dia 20 (P=<0.0001; r=1.0) (Figura 10C) e 40 (P=0.0042; r=0.7134) em relag¢do ao grupo
controle (Figura 10C).
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Figura 10 — Expressao génica de CYP19A1 no dia 20 (A) e 40 (B), e expressao génica de HSD3B do dia 20 (C)
e 40 (D), no CL canino durante o diestro em cultivo celular com estimulo insulinico. Dados apresentam as
médias + desvio padrdo da expressdo relativa dos genes (n = 4). * indica diferenga estatistica entre os grupos (P
<0,05).
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Fonte: (SILVA, RS, 2017).

5 DISCUSSAO

Esta pesquisa traz um estudo inédito sobre o transcriptoma do CL de cadelas, assim
como as inter-relacdes moleculares entre a via insulinica e a esteroidogénese. Baseado nos
genes diferencialmente expressos detectados através da andlise de RNA-seq, este estudo
sugere que exista uma interacdo especifica entre a via insulinica e a esteroidogénese ao longo
do diestro de cadelas. Além disso, foi demonstrado que o estimulo insulinico pode modular a
expressdo de enzimas esteroidogénicas e a producdo hormonal em células luteinicas.

A andlise entre os resultados RNA-Seq e qPCR apresentou alta correlagdo para os
genes CYP19A41, HSD3B, IRS1, MAPKI3,, MAPKI4, PI3KCG, SOCSI, mostrando que
RNA-Seq torna-se uma ferramenta eficiente para encontrar genes diferencialmente expressos,
como ja demonstrado por outros pesquisadores (NAGALAKSHMI et al, 2008;
SAMBORSKI et al., 2013; MARTINEZ-LOPEZ; OCHOA-ALEJO; MARTINEZ, 2014).
Apesar de recente, quando falamos de estudos relacionados a reproducdo animal, a analise dos
transcriptomas, utilizando ferramentas de nova geracdo, ja ¢ descrita em diferentes 6rgaos

reprodutivos, como em foliculo ovariano de ovinos e mulheres (BONNET et al., 2013;
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YERUSHALMI et al.,, 2014) e em tecido ovariano de primatas, bovinos e caprinos
(BABBITT et al., 2012; CANOVAS et al., 2014; LAN et al., 2014; LING et al., 2014). A
avaliagdo do transcriptoma é um passo fundamental para a compreensdo do complexo
processo de formacdo de tecido, especialmente quando genes pouco expressos estao
envolvidos, mesmo que apresente baixa correlagdo na comparagdo de algum gene validado
pelo PCR com o RNA-Seq, como visto no caso dos genes MAPKY9 e PI3KR3
(NAGALAKSHMI et al., 2008).

O gene [IRSI ativa a via PI3K para a captacdo de glicose e a via MAPK para a
diferenciacdo celular (PESSIN; SALTIEL, 2000). Como os genes PI3KCG e PI3KR3
apresentam diminuicao da sua expressao durante o diestro, ¢ esperado que ocorra diminui¢ao
captacao de glicose principalmente na fase de regressao do CL.

No CL canino a analise do transcriptoma mostra que a expressao de /RS/ ¢ maior na
segunda metade do diestro, indo de encontro com a diminui¢do das enzimas esteroidogénicas
HSD3B que apresenta queda na sua expressao a partir do dia 40, como visto nas correlagdes
tanto génicas, como proteica. Tal agdo sugere um feedback negativo desempenhado pelo
IRS1, dando indicios da interacdo entre estas vias. O /RSI apresenta a fungdo de regulador
negativo das enzimas esteroidogenicas apds sua fosforilacao e ativagao da PI3K (PORETSKY
et al., 1999). A modulagdo da esteroidogénese via IRS1 ocorre com a associagdo com a PI3K,
através da interacdo com os sitios de ligacdo YMXM/YXXM e SH2, onde, quando ocorre a
ativacdo desta associagdo, induz a esteroidogénese, tal efeito foi descrito em foliculos
ovarianos de carpas por Mukherjee e colaboradores (MUKHERIJEE et al., 2017).

Porém, indiretamente, diferentes genes modulam a expressdo de /RS!/ interferindo
diretamente em suas acdes. Uma correlacdo negativa entre a expressdo de SOCSI e a
expressao de /RS foi evidenciada no CL canino em nossos experimentos, demonstrando
fortemente a importancia da modulagdo de /RS! por SOCS e como consequéncia a modulagao
da sinalizac¢ao insulinica. SOCSI tém sido extensivamente estudado, no contexto da acao da
insulina, demonstrando-se principalmente que seus membros sdo capazes de inibir a via de
sinaliza¢do da insulina através da inibicdo da fosforilagdo do /RS!, devido a competicdo no
local de encaixe sobre o receptor de insulina (LEBRUN; VAN OBBERGHEN, 2008). Neste
contexto, apesar da clara correlacdo entre o /RS/ e a enzima HSD3B, fica evidente que tal
acdo sO poderia ser estabelecida uma vez que a interacdo [RSI-SOCSI ocorra
simultaneamente, demonstrando assim a complexidade deste processo.

Ainda em rela¢do a importancia de SOCS/ na interagdo com a sinalizagdo insulinica,

este gene apresenta um forte impacto na modulagdo do INSR (GALIC, 2014), causando sua
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fosforilagdo via inibicdo de JAKs (KAWAZOE et al., 2001); no CL canino o /NSR apresenta
expressdo gé€nica e proteica durante todo o diestro, como visto em trabalho recente (SOUSA
et al., 2016). Adicionalmente, SOCS1 ¢ descrito ainda como regulador de IGF1 (ZONG et al.,
2000), gene este que nos resultados de RNA-seq apresenta-se também diferencialmente
expresso.

O estimulo insulinico no cultivo celular demonstrou a capacidade direta de modulagao
nao apenas sobre a produ¢do de P4 e E2, como também dos genes CYP1941 e HSD3B, que
sofreram aumento da expressdo relativa em relagdo ao controle. Em geral, os efeitos desse
hormonio nas células ovarianas de mamiferos sdo positivos, estimulando a proliferacao das
células da granulosa, do CL, a atividade da aromatase e a producdo de esteroides, além de ser
um fator regulador da maturagdo oocitaria (DULEBA et al, 1997). Esta interacao
demonstrada no CL canino esta em concordancia com resultados semelhantes na literatura,
que descreve, a expressao relativa dos genes HSD3B e CYP19A41 maior em todos os foliculos
cultivados com elevada concentracdo de insulina, além de apresentar niveis elevados de E2
(FERREIRA et al., 2016), semelhante ao encontrado em estudos em células ovarianas de
caprinos que evidenciaram o mesmo comportamento (CHAVES et al.,, 2011). Itoh e
colaboradores (ITOH et al., 2002) relataram que s6 a presenga de concentragdes de insulina
promove a producao de E2 nos foliculos de bovinos, assim como em foliculos de caprinos
(FERREIRA et al., 2016) e carpas (PAUL et al., 2013). Adicionalmente, uma vez que no dia
40 a expressdo de HSD3B encontra-se diminuida, em comparagdo a primeira metade do
diestro, apos estimulo insulinico sua expressao aumenta de maneira significativa, o que sugere
modulacao positiva direta. Tal comportamento sugere co-dependéncia entre estas vias € como
consequéncia uma importancia substancial da insulina na modulagdo de enzimas chaves para
a esteroidogénese. Apesar da interagdo direta entre a insulina e esteroidogénese ter sido
evidenciada nestes experimentos, um passo crucial para definir como este processo acontece,
foi o bloqueio de pontos especificos para melhor caracterizacao funcional desta agao.

O bloqueio de vias especificas da sinalizacdo insulinica mostra que essa interagdo
possa ocorrer principalmente pela via PI3K e MAPK, uma vez que o bloqueio destes
elementos causou a diminui¢do evidente da producdo de P4 e E2.

A PI3K, ja € descrita por sua interagdo com o E2 via fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(PtdIns (3,4,5) P3) e 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDK(PDPK1)) que ativa
AKT (SCHEID; WOODGETT, 2003). Em estudo semelhante ao descrito em nosso trabalho,
em ovarios de carpas, diferentes concentragdes do bloqueador para PI3K, LY294002, foram

utilizadas com posterior adicdo de insulina, e os resultados demonstraram a diminui¢cdo da
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producdo de esteroides in vitro (PAUL et al., 2013). Estes resultados corroboram com a ideia
de que esta ligacdo PI3K regule a esteroidogénese, e sugerimos ainda que esta interagdo
ocorra principalmente com a modula¢do das enzimas CYPI941 e HSD3B, uma vez que
CYP19A1 apresentou correlagdo direta com o gene e proteina PI3KCG e ainda com o gene
PI3KR3, e HSD3B apresentou correlagdo com o gene PI3KR3 ¢ a proteina PI3KCG durante o
diestro canino. Em adicdo, estudos sugerem que o aumento da esteroidogénese mediada pela
insulina ¢ dependente da ativacdo da via PI3K: foi demonstrado que a falha no inibidor
especifico de PI3K estingue o efeito estimulador da insulina na produgdo de P4 em culturas de
células da granulosa de humanos (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016) diferente do que ocorre
quando ha a indugdo de insulina com ativa¢do da PI3K em foliculos ovarianos de carpas, onde
foi demonstrado o aumento da producao de E2 (PAUL et al., 2013).

O bloqueio de MAPK, no CL de diferentes espécies in vitro € in vivo, indica que as
MAPK podem participar da regulacao estrutural e funcional do CL (MAIZELS et al., 2001;
DEWI; ABAYASEKARA; WHEELER-JONES, 2002). O bloqueio da MAP2K1 ¢ MAPK14
em cultivo celular demonstra com mais clareza que a depender da isoforma expressa no CL
canino, sua interacdo na modulagdo da producdo de esteroides pode ocorrer de maneira
distinta, uma vez que apenas o bloqueio de MAPKI14 apresentou efeito na diminuicdo da
producdo tanto de P4 quanto de E2, o que ndo ocorreu com o bloqueio de MAP2K1 em
relacdo a produgao de E2.

Nossos dados demonstram que a expressdo proteica de CYPI9A41 encontra-se
positivamente correlacionada com MAPK9, e em contrapartida, a proteina HSD3B apresenta
correlagdo negativa com MAPK13 e MAPK14. Em relagdao ao perfil hormonal E2 ¢ P4
apresentaram correlacdo com a MAPK13 e a P4 ainda apresenta correlagdo com a MAPK14.
Diferentes ensaios sugerem a sinergia destas duas vias, como por exemplo, estudos da sintese
de P4 em células luteinas, células da granulosa e células da teca, demonstram que a ativagao
dependente de MAPK pela insulina/LH aumenta a produgdo de P4 (DEWI;
ABAYASEKARA; WHEELER-JONES, 2002; TAJIMA et al., 2003), assim como em cultura
de células da teca, na qual o aumento da sinalizagdo da MAPK leva a inibicdo da producao de
esteroides e diminui a atividade da CYPI9A41 e de outras enzimas. Sabe-se ainda que a
ativacdo de genes especificos interfere na regulagdo das enzimas produtoras de esteroides pela
ativacdo da via Ras-Raf-Mek-Erk (PORETSKY et al., 1999), principalmente pela ativacio da
MAPKp38 (SETO-YOUNG et al., 2011). Diante deste cenario, acreditamos que a depender
da expressdao da isoforma diferencialmente expressa das MAPK, sua fun¢do do CL canino ¢é

capaz de modular positivamente ou negativamente as enzimas CYPI941 e HSD3B, assim
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como o perfil plasmatico de P4 e E2 ao longo do diestro, € que o bloqueio ou deficiéncia,
principalmente da MAPK14, mesmo com o estimulo insulinico, afeta diretamente a funcao
luteinica.

Em modelo representativo da interacdo da sinalizacdo insulinica em foliculos
ovarianos de peixes, sugere-se que as vias de transdu¢do de sinal da insulina com a
esteroidogénese envolva a ativagdo do IRSI, seguida da fosforilagdo da PI3K e ativagdo da
AKT, com fosforilagdo da MAPK com a propagacao de sinal extracelular levando o aumento
da producao de esteroides (MUKHERJEE et al., 2017). Baseado em conjunto nos dados aqui
apresentados, acreditamos que tal interacao possa ocorrer de forma semelhante no CL canino,
e que a falha em alguns destes mecanismos, principalmente a inibi¢do da MAPK ou da PI3K,
possa estabelecer um efeito direto na producao de esteroides.

Apesar de diferentes genes relacionados a sinalizacdo insulinica serem descritos na
literatura como envolvidos com a modulacdo da esteroidogénese, muitos deles ainda nao
tiveram seu papel caracterizado, porém, apresentam grande relacdo com a manutengdo €
atividade desenvolvida pelo CL.

Em trabalho anterior de nosso grupo, vimos que apods estimulacdo com insulina, as
c€lulas luteinicas caninas foram capazes de aumentar a captacdo de glicose, como
comprovado pela fosforilagdo da Akt, e pelo aumento de expressdao de GLUT4 (SOUSA et al.,
2016). Agora, pela primeira vez vimos que, a expressao génica e proteica dos elementos
ligados a via secundaria de captacao de glicose ocorre em todos os dias pesquisados,
relacionados mais fortemente aos periodos onde ha grande necessidade de glicose para a
manutencdo do CL (PAPA, et al., 2014). Supde-se que, assim, tanto a via da PI3K quanto a
via CAP-CrKII-RHOQ-RAP tem papel fundamental na sinalizacdo insulinica para que haja o
transporte de todo o GLUT4 para a membrana, assim como visto anteriormente em células de
adipoécitos 3T3L1 (CHIANG et al, 2001), a fim de conseguir translocar toda a glicose
necessaria para manter a homeostase do CL.

Corroborando com nossos resultados, pesquisas demonstram a importancia desta via
secundaria na captacdo de glicose. A PI3K, sozinha, parece nao ser suficiente para a captacao
de glicose, visto que, o bloqueio da fosforilacdo de Cbl inibe completamente a estimulagdo da
translocacdo de GLUT4 pela insulina (BAUMANN et al., 2000). Assim, a ativagdo desta via
funcionaria em paralelo a PI3K para estimular a translocagdo total de GLUT4 (CHIANG et
al., 2001).

A expressdo génica e proteica de /RS!, associada a de /INSR (SOUSA et al., 2016),

pode ainda ativar mediadores de baixo peso molecular como o inositol phosphoglycan (IPG)
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(NESTLER, 1998; PORETSKY et al., 1999), uma vez que derivados deste inositol tém sido
relatados para ajudar a acdo da insulina, estimulando a captagdo de glicose pela translocagao
de GLUT4 (DANG et al, 2010), como visto em células do musculo esquelético de
camundongos (YAP et al., 2007), Deste modo, a sinergia entre a ativacdo da PI3K e a via
CAP-CrKII-RHOQ-RAP, como vista em trabalhos anteriores (CHIANG et al., 2001), e
provavelmente com a ativacdo das IPGs (DANG et al., 2010; YAP et al., 2007), torna-se
essencial para a manuten¢do e atividade desempenhadas pelo CL, a fim de conseguir
translocar GLUT4 e captar toda a glicose necessaria para manter a homeostase deste 6rgao.
Porém, esta via ndo apresenta ligacdo alguma com a interacdo da insulina com a
esteroidogénese de forma direta, o que ndo exime sua importancia na funcionalidade e

atividade exercida durante o diestro canino.
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6 CONCLUSOES

Com base nos dados aqui relatados podemos concluir que:

e O estimulo insulinico em células luteinicas caninas ¢ capaz de modular a expressao

das enzimas esteroidogénicas e a produgdo de esteroides.

e O bloqueio prévio de pontos especificos da via de sinalizagdo insulinica, mesmo sob
estimulo insulinico, diminui a produgdo de esteroides de forma dependente na

primeira metade do diestro canino.

e Tanto a via da PI3K, quanto a via CAP-CrKII-RHOQ-RAP, devem contribuir
significativamente no papel fundamental na sinalizacdo insulinica para que haja a
captacdo de glicose para manter a homeostase do CL, porém, a via secundaria nao

apresenta ligagcdo especifica com a esteroidogénese.

e As correlagdes que se estabeleceram entre os genes, proteinas da cascata de
sinalizagdo insulinica, as enzimas esteroidogénicas e ainda os perfis plasmaticos de
insulina, P4 ¢ E2 estudos indicam que a regulagao da fungdo do CL canino possa

também ser atribuida a insulina.
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Global gene expression of transcriptomes in corpus luteum of non-pregnant

bitches

ABSTRACT

The mechanisms regulating corpus luteum (CL) function and life span in non-pregnant
bitches are not completely understood, although many inputs have been added in the last 4
decades. Under these circumstances new generation high-performance sequencing
technologies appear as an effective tool for studying large-scale transcriptome and scanning
different molecular pathways that might be activated at the same time. In the present study,
we performed RN Aseq technology to compare the difference in CL mRNA expression during
diestrus. The corpora lutea were submitted to RNA sequencing strategy (RNA-seq). Illumina
HiScanSeq generated a total of 771.208.718 reads (approximately 42 million per sample),
which showed an average lengh of 100bp. The software Cufflinks revealed that the reads
corresponded to 34.408 genes, from which 9000 were not annotated to the canine genome and
29.011 showed some level of expression in at least one of the studied time points.
Additionally, the analyses showed that 5116 genes were differentially expressed, although
1106 among them were not annotated yet to the canine genome. A total of 5116 genes were
differentially expressed (DE), although 1106 among them were not annotated yet to the
canine genome. Gene ontology (GO) and KEEG analysis showed that the plenty of genes
were related to cell proliferation, cell survival and angiogenesis and the immune system
regulated luteal formation and regression. This study provides mega data that could drive

researches reproduction related to the regulation of CL lifespan.
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2.1 INTRODUCTION

The domestic dog (Canis lupus familiaris) is classified as a monoestrus, i.e., non-
seasonal breeder with a long period of luteal activity (diestrus) and it is known that the canine
reproductive function is controlled by specific mechanisms (KOWALEWSKI, 2012). So, the
corpus luteum (CL) seems to be a key gland in the regulation of the reproductive cycle in
dogs (KOWALEWSKI, 2014). This gland is responsible to produce progesterone (P4) and
17B-estradiol (E2) in pregnant and non-pregnant bitches.

In contrast to other species, the duration of functional CL in dogs is almost identical in
pregnant and non-pregnant animals, therefore the physiological luteal lifespan is analogous in
both (KOWALEWSKI, 2014). However, the regression phase in non-pregnant is slower than
in pregnant bitches. Also unlike to other species, the canine CL is independent of
gonadotropic support during the first third of diestrus and luteal regression/luteolysis occurs
in spite of an increased gonadotropic support.

The prostaglandin E2 (PGE2) has been proposed as one of the most important
luteotrophic factors during CL formation, i.e., during the first third of diestrus and it acts in an
autocrine and/or paracrine manner (KOWALEWSKI et al., 2008; KOWALEWSKI et al.,
2011). During the second half of diestrus, prolactin (PRL) is the main luteotrophic factor and
its role is to sustain CL function and/or slowing down luteal regression (KOWALEWSKI,
2014). But CL function suffers regulation by others factors like: components of the immune
system through a set of cytokines produced by them may be involved in luteal formation and
regression (HOFFMANN et al., 2004b), E2 can exert luteotrophic or luteolytic action through
activation of its receptors, respectively, estrogen receptors-alfa (ERa) and estrogen receptors-
beta (ERB) (BONFIM NETO, 2014) and many others, as vascular endothelial growth factor
(VEGF) (MARIANI ET AL., 2006) , insulin-like growth factor (IGF) (KOWALEWSKI,
2012) and glucose transporter member 1 (SLC2AT1) (PAPA et al., 2014) which are currently
under discussion and / or research.

In pregnant dogs, P4 declines during prepartum luteolysis and prostaglandin F2a
(PGF2a) levels increases in maternal blood at the same time. These events are associated with
strong apoptotic signals in those animals (KOWALEWSKI, 2014). The endogenous
prostaglandin F2a (PGF2a), as opposed to what occurs in pregnant bitches, does not present a
crucial role in the luteal regression in non-pregnant bitches (KOWALEWSKI et al., 2006). So

far, studies were not able to decipher the mechanism of action that leads to CL regression in
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non-pregnant dogs. Thus, the characterization of molecular mechanism involved in the control
of CL lifespan appears to be essential for a better understanding of female dog’s reproductive
physiology.

The use of techniques of high-performance sequencing can be an effective tool for
large-scale study of transcriptome, (LAN et al., 2014). Global gene expression patterns may
vary in space (within different cell types or tissues), and the time, for example, during
development (MARTINEZ-LOPEZ; OCHOA-ALEJO; MARTINEZ,2014).

The RNA sequencing (RN Aseq) may identify: rare transcripts and not yet known, new

splice variants, events of gene fusion and chimeras, single nucleotide polymorphisms (SNP)

and differentially expressed genes (LING et al, 2014). The primary goal of whole-
transcriptome analysis is to identify, characterize, and catalog all the transcripts expressed
within a specific cell or multiple tissues, either at a static given stage or across dynamic time-
varying stages (OH et al., 2014).

In reproduction, data obtained using this technology already exist. The ovarian follicle
transcriptome of sheep and women (BONNET et al., 2013; YERUSHALMI et al., 2014) and
somerelated to ovarian tissue in primates, cattle and goats (BABBITT et al, 2012;
CANOVAS et al., 2014; LAN et al., 2014; LING et al., 2014) have been published, but there
is not data about CL development, maintenance and regression to the knowledge of the
authors. Thus, we used the transcriptoma sequencing to characterize the CL function during
diestrus in non-pregnant dogs since this species presents a long diestrus (about 60 days) and
some particularities, which would be of interest to comparative reproduction. The aim of this
study was therefore to identify genes and pathways in which they are involved, which are

differentially expressed during diestrus to obtain a broader insight of CL function and control.

2.2 MATERIAL E METHODS

2.2.1 Animals and experimental design

Eighteen healthy mongrel bitches were included in this study. This study was
approved by the Committee of Ethics in the Use of Animals of the Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Science, University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil (protocol number
2719/2012). After the onset of pro-oestrous bleeding, blood samples were collected every two

days to determine the progesterone (P4) concentrations. The day of ovulation was considered,
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the day when P4 plasma concentrations reached 5ng/ml (CONCANNON et al., 1989). Six
groups (n=3 animals per group) were established. The corpora lutea (CLs) were collected via
ovariosalpingohysterectomy on days 10, 20, 30, 40, 50 and 60 post- ovulation (p.o.). After
collection, the CLs were dissected from the surrounding ovarian tissue and immediately

frozen in liquid nitrogen for total RNA extraction.

2.2.2 RNA extraction

Total RNA was extracted using TRIzol reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), in accordance with the manufacturer’s instructions. The quantification and
determination of A260/A280 ratio were determined using a Biophotometer (Eppendorf,
Hamburg, Germany). Subsequently, the samples were diluted to a concentration of 150
ng/uL. Integrity of RNA was assessed by analysis in Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent

Technologies).

2.2.3 ¢cDNA library construction and RNA sequencing

All RNAseq libraries were constructed from 150 ng of RNA using Truseq RNA
sample Prep (Ilumina, San Diego, CA, USA) in accordance with the manufacter’s standard
procedure. The quality of the produced libraries was assessed using the Agilent 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) using a DNA chip 1000. Samples
were considered valid when presented fragments next to 260 bp. The quantification of the
individual libraries was performed using the PCR real time through the kit KAPA Library
Quantification (KAPA Biosystems, Willmigton, MA, USA).

Sequencing was performed on an Ilumina HiqSeq 200 using the pair-end reads
protocol and the [lumina TruSeq PE cluster kit v3-cBotHS (Ilumina, San Diego, CA, USA),
in accordance with the manufacter’s instructions. In each lane, 6 samples were run sequenced

and generated 10 million reads per library.

2.2.4 Data Analysis

The CASAVA 8.2 software (Ilumina, San Diego, CA, USA) was used to obtain the

raw data. The reads were mapped against the reference genome (Canis_familiaris. CanFam
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3.1.75.dna.toplevel.fa) using TopHat v2.0.9 and the transcripts were assembled using
Cufflinks. The relative abundance of transcripts of RNAseq fragments was measured by
Cufflinks in FPKM (Fragments per kilobase of exon per million fragments mapped). For each
gene, we compared the expression levels pairwise among groups. Cufflinks first computes the
logarithm of the ratio of FPKM between the subjects within each group, so it uses delta
method to estimative the variance of log ratio. The statistical method is log ratio of FPKM
divided by the standard deviation of log ratio (TRAPNELL et al., 2012). A gene was
considered differentially expressed if the FDR adjusted p value was < 0.05.

The differentially expressed (DE) genes detected by Cuftlinks were converted in their
human orthologs using the Inparanoid eukaryotic ortholog database
(http://inparanoid.cgb.ki.se/) which is a collection of pairwise ortholog groups between 17
whole genomes (O'BRIEN;REMM; SONNHAMMER, 2005).

Clustering of gene expression profiles for different post ovulation days was performed
with the self-organizing tree algorithm (SOTA; Pearson correlation, cell variability, P-value
0.0001) of Multi Experiment Viewer (MeV) v4.8.1 based on mean-centered normalized log2
transformed read counts (normalized value of a sample minus mean of all normalized values).
Co-regulated orthologous genes pooled in co-expression clusters and DE genes found in the
comparison 20x40 and 40x60 were used to extract Gene Ontology (GO) information from
public databases using Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
(DAVID) (http://david.abcc.nciferf.gov/).

In order to identify the significantly enriched biological pathways, all DE genes were
mapped to KEGG database using the Functional Annotation Charts tools of DAVID.
Pathways with p-value (adjusted) < 0,05 were considered significant.

Venn diagram was constructed using all differentially expressed genes using day 10

p.o. as reference.

2.3 RESULTS

RNA integrity number ranged from 6,3 to 9,70. A total of 771 208 718 reads were
generated by Illumina HiScanSeq with an average size of 100 bp. Each sample produced an
average of 42 million reads. Alignment analysis showed that 673.577.446 (87,3%) of total
reads were mapped to the canine genome. The mapped reads were aggregated within 34.408

genes, and of this total 9.000 were not annotated in the canine genome. Our study showed that


http://inparanoid.cgb.ki.se/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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29.011 genes had some level of gene expression in some point during diestrus. The temporal
gene expression analysis revealed the presence of 5.116 genes differentially expressed (DE) at
least one comparison and 1106 genes s had not yet been annotated in the canine genome. This
analysis showed that 1141 genes were DE in one of 15 possible comparisons and three were
DE in almost all diestrus (PAPPA, CAPN6 and NKD2). The gene PAPPA was more
expressed at the beginning of diestrus (Figure 1) and the NKD2 and as well as CAPN6 genes
were more expressed at the end of diestrus (60 p.o.), but their expression increased gradually
(Figure 1). In relation to isoforms, the analysis dectected 1215 DE isoforms and of this a total

0f' 499 did not show a corresponding described gene.

Figure 1 - Genes differentially expressed in almost all diestrus
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Source: (CARDOSO, A. P. M. M., 2016).

Those transcripts found to be differentially expressed at least in one of days p.o. were
subject to SOTA clustering. Cluster methods are frequently used for grouping genes by their
expressions patterns. Expression profiles were visualized as 12 clusters of similar expression
profiles during diestrus (Figure 2). The clusters 10, 11 and 12 contained genes up regulated in
the beginning of diestrus during the CL formation (day 10 p.o.) The cluster 9 contained genes
that had the highest expression on day 20 p.o. The clusters 1,3 and 4 included the genes that

their expression began to increase on day 35, 40 and 20 p.o., respectively until the end of



78

diestrus. The cluster 6 showed genes which were upregulated at the end of diestrus ( day 50
p.o.) when started the structural regression. The cluster 7 added the genes up regulated until
the second third of luteal phase (day 40 p.o.). The genes upregulated during the midle of luteal
phase were showed in the cluster 8. The clusters 2 and 5 contained the genes with highest

expression on day 40 and 50 p.o., respectively.

Figure 2- Clustering of genes expression profiles during diestrus.SOTA of MeV software (version 4.7.1) was
used to obtain group of genes with similar expression profiles. Clusters 1 to 12 from left to right and
top to down. Numbers of genes for each cluster are shown at top left
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Source: (CARDOSO, A. P. M. M., 2016).

A Functional Annotation Clustering analysis to GO terms was performed using
DAVID for the individual SOTA clusters (Table 1). GO categories are organized into three
groups: biological process (BP), cellular compartiment (CC) and molecular function (MF).
The clusters 3 (up- regulated on days 40 and 50 p.o.) did not show enrichment for any above
described categories. The cluster 1 (up-regulated on days 40, 50 and 60 p.o.) exhibited
enrichment of functions related to extracellular region and negative regulation of biological
process. Genes with highest expression on day 40 p.o (cluster 2) were enriched with

functional terms as plasma membrane and process that modulates a qualitative or quantitative
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trait of biological quality. Genes down-regulated on the beginning of diestrus (Cluster 4)
presented functional terms related to membrane, such as endoplasmatic reticulum membrane
and plasma membranes, as well as anatomical structure development. Cluster 5 corresponded
to genes up-regulated on 50 p.o. and the enriched functional categories were structural
constituent of ribosome, intracellular organelle and cellular metabolic process. Cluster 6
contained genes with highest expression at the end of diestrus (days 50 and 60 p.o.), the most
enriched terms were similar to the cluster 5, except the immune response. The genes down-
regulated at the end of diestrus (days 50 and 60 p.o.) were represented in cluster 7 and their
overrepresented functional terms were cell motility, development process and regulation of
biological process. Cluster 8 exhibited genes up-regulated on day 30, but with average lower
levels on days 20 and 40. Enriched terms were, for example, anatomical structure
morphogenesis, plasma membrane part and cell motility. Only one annotation cluster was
found to cluster 9 (up-regulated on day 20 and less on day 40) and this was related to
extracellular membrane vesicle. The genes up-regulated at the first half of diestrus (days 10,
20 and 30) were represented at cluster 10 and overrepresented functional terms were related to
cell motility, development process, plasma membrane and positive regulation of cellular
process. Strong enrichment of functions related to immune system was found for genes up-
regulated on day 10 and 50 p.o. (Cluster 11). Only one enriched functional category,

reproductive process, was found to cluster 12 (genes up-regulated on day 10 p.o.).



Table 1 - Overrepresented DAVID annotation clusters for the obtained SOTA expression clusters

(to be continued)

Expression Representative enriched functional terms Enrichment  No. of
cluster score genes
Cluster 1 Extracellular region part (110,1.45); extracellular organelle (82,1.47), vesicle (99,1.34) 3.78 347
Up-regulated on  Negative regulation of biological process (123,1.34); negative regulation of cellular process (136,1.20); 3.16 320
days 40, 50 and  Negative regulation of metabolic process (68,1.27);
0 Anatomical structure development (132,1.27); single-organism developmental process (136,1.19); single- 2.25 320
multicellular organism process (150,1.12)
Cluster 2 Plasma membrane (15, 1.88); cell periphery (15,1.84), plasma membrane part (10, 2.46); membrane part (16,1.50); 1.71 28
Up-regulated on intrinsic component of membrane (14, 1.58)
day 40 po Regulation of biological quality (12, 2.03), regulation of localization (9, 2.27); response chemical (12.1.67) 1.52 27
O 11T ) i PO 0 0
Up-regulated on
days 40 and 50
po
Cluster 4 Endoplasmic reticulum membrane (19,2.11); nuclear outer membrane-endoplasmic reticulum membrane network 1.89 165
Down-regulated  (19,2.07); organelle membrane (36,1.24)
on day 10 po Extracellular vesicle (39,1.47); extracellular organelle (39,1.47); extracellular region part (49,1.35); vesicle 1.85 165
(47,1.34) 1.74 165
Plasma membrane part (36,1.50); plasma membrane (60,1.27); cell periphery (61,1.26) 1.46 155

Single-organism developmental process (69,1.25); anatomical structure development (61,1.21); single-multicellular

organism process (76,1.17)

08
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Expression Representative enriched functional terms Enrichment  No. of
cluster score genes
Cluster 5 Structural constituent of ribosome (29,7.96); multi-organism metabolic process (23,6.14); ribonucleoprotein 9.31 319
Up-regulated on  complex (41,3.14); interspecies interaction between organisms (35,2.34); multi-organism cellular process (33,2.28)
day 50 po Intracellular organelle part (186,1.29); intracellular organelle part (189,1.28); intracellular organelle (250,1.16) 5.58 317
Membrane-bounded organelle (255,1.18); intracellular organelle (250,1.17); intracellular part (275,1.11); 4.09 289
intracellular (279,1.10); cell part (296,1.02)
Nitrogen compound metabolic process (162,1.35); cellular metabolic process (211,1.15); biosynthetic process 3.42 289
(139,1.23); primary metabolic process (206.1,12); organic substance metabolic process (208,1.10)
Cellular localization (75,1.41); establishment of localization (104,1.26); single-organism localization (93,1.28); 2.44 289
macromolecule localization (65,1.36)
Extracellular organelle (72,1.41); extracellular vesicle (72,1.41); vesicle (89,1.32); extracelular region part 2.25 317
(79,1.14)
Cluster 6 Structural constituent of ribosome (20,4.94); multi-organism metabolic process (20,4,72); ribonucleoprotein 5.84 340
Up-regulated on  complex (35,2.51); multi-organism cellular process (35,2.14); interspecies interaction between organisms (35,2,07)
days 50 and 60 pytraceltular region part (116,1.56); extracellular organelle (88,1.61); extracellular vesicle (88,1.61); vesicle 5.27 340
pe (99,1.37)
Macromolecule localization (82,1,51); establishment of localization (118,1.27); cellular localization (81,1.35); 2.88 327
single-organism localization (103,1.25)
Activation of immune response (22,2.02); positive regulation of immune system process (31,1.63); immune 1.87 327

response (47,1,39); regulation of immune system process (41,1.31)

18
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Expression Representative enriched functional terms Enrichment  No. of
cluster score genes
Cluster 7 Localization of cell (99,2.07); cell motility (99,2.07); regulation of locomotion (67,2.40) 11.05 596
Down-regulated ~ Anatomical structure morphogenesis (175,1.70); single-organism developmental process (293,1.38); Anatomical
on days 50 and gy cture development (267,1.39); single-organism multicellular process (319,1.27) 10.61 596
60po Extracellular matrix component (20,4.38); basement membrane (17,4.94); proteinaceous extracellular matrix 6.12 608
(31,2.46)
Single organism signaling (305,1.34); cellular response to stimulus (316,1.21); regulation of cellular process (404; 4.85 596
1.07); regulation of biological process (421;1.06)
Positive regulation of biological process (273,1.34); positive regulation of cellular process (229,1.30); positive 4.85 596
regulation of metabolic process (179,1.31); regulation of metabolic process (255,1.03)
Cell projection (100,1.57); neuron part (68,1.57); cell projection part (55,1.65) 4.15 608
Postsynaptic density (22,3.21); synapse part (39,1.84); postsynapse (28,2.05) 3.98 608
Vesicle (169,1.31); extracellular vesicle (127,1.30); extracellular organelle (127,1.30); extracellular region part 3.24 608
(165,1.24)
Negative regulation of cellular process (200,1.28); negative regulation of biological process (210,1.24); negative 3.02 596
regulation of metabolic process (111,1.12)
Establishment of localization (209,1.23); single-organism localization (185,1.24); cellular localization (128,1.17) 2.74 596

8
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Expression Representative enriched functional terms Enrichment  No. of
cluster score genes
Cluster 8 Anatomical structure morphogenesis (59,2.18); single-multicellular organism process (102,1.56); anatomical 7.99 156
Up-regulated on  structure development (86,1.71); single-organism developmental process (87,1.57)
day 30 po and o1 periphery (81,1.66); plasma membrane part (50,2.06); plasma membrane (78,1.64) 6.41 167
Lissdz;:“;’;m:j Localization of cell (36,2.88); cell motility (36,2.88); regulation of locomotion (23,3.15); regulation of localization 6.38 156
40 po (43,1.87)
Single-organism cellular process (143,1.20); single organism signaling (90,1.51); cellular response to stimulus 5.18 156
(98,1.43); regulation of cellular process (122,1.23); regulation of biological process (124,1.19)
Regulation of multicellular organism process (51,2.06); regulation of developmental process (43,2.0); positive of 5.15 156
multicellular organism (3
2,2.33); positive regulation of developmental process (26,2.34)
Postsynapse (10,2.66); synapse part (13,2.24); synapitc membrane (7,2.80) 1.72 167
Basement membrane (5,5.28); proteinaceous extracellular matrix (9,2.58); extracellular matrix component (5,3.99) 1.63 167
Cluster 9 Extracellular organelle (25,1.75); extracellular vesicle (25,1.75); vesicle (30,1.59); extracellular region part 2.18 89

Up-regulated on
day 20 po and
less pronounced

on day 40 po

(30,1.54)

€8



(continuation)

Expression Representative enriched functional terms Enrichment  No. of
cluster score genes
Cluster 10 Cell motility (90,1.88); localization of cell (90,1.88); regulation of locomotion (61,2.19) 8.06 597
Up-regulated on  Single-organism developmental process (275,1.30); anatomical structure development (250,1.30); single- 6.42 597
day 10 po and . iticellular organism process (307,1.22)
less pronounced ,
on days 20 and Cell periphery (238,1.31), plasma membrane (230,1.30); plasma membrane part (131,1.45) 5.65 238
30 po Extracellular region part (189,1.39); vesicle (181,1.37); extracellular organelle (134,1.34); extracellular vesicle 4.86 622
(134,1.34)
Positive regulation of cellular process (237,1.35); positive regulation of biological process (265,1.30); positive 4.34 597
regulation of metabolic process (169,1.24); regulation of metabolic process (250,1.00)
Establishment of localization (209,1.23); macromolecule localization (131,1.33); single-organism localization 3.32 597
(186,1.24); cellular localization (141,1.28)
Negative regulation of cellular process (199,1.27); negative regulation of biological process (213,1.25); negative 3.19 597
regulation of metabolic process (115,1.16)
Single organism signaling (281,1.23); cellular response to stimulus (297,1.14); regulation of biological process 2.38 597
(409,1.03); regulation of cellular process (390,1.03)
Developmental process involved in reproduction (44,1.86); single organism reproductive process (60,1.46); 1.60 597
multicellular organism reproduction (38,1,29); multicellular organismal reproductive process (37,1.28); multi-
organism reproductive process (43,1.24); sexual reproduction (28,0.99)
Intracellular organelle part (310,1.10); organelle part (315,1.09); intracellular organelle (427,1.02 1.33 622

¥8
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Expression Representative enriched functional terms Enrichment  No. of
cluster score genes
Cluster 11 Immune response (66,3.89); regulation of immune system process (54,3.43); immune effector process (37,4.58); 12.89 164
Up-regulated on  positive regulation of immune system process (40,4.18); activation of immune response (25,4.58); regulation of
days 10 and 30 peqhonse to stimulus (73,1.94); positive regulation of response to stimulus (48,2.21)
pe Leukocyte activation (37,4.92); cell adhesion (40,2.77); single organism cell adhesion (26,3.35) 9.88 164
Response to other organism (28,2.98); response to biotic stimulus (28,2.86); response to external stimulus (46,1.72) 5.29 164
Leukocyte migration (20,5.56); cell motility (31,2.36); localization of the cell (31,2.36); taxis (22,2.54); regulation 4.82 164
of locomotion (16,2.09)
Cellular response to stimulus (100,1.40); single organism signaling (90,1.43); regulation of biological process 3.90 164
(128,1.17); regulation of cellular process (122,1.17)
Vesicle (53,1.48); extracellular region part (54,1.46); extracellular organelle (40,1.47); extracellular vesicle 2.35 169
(169,1.47)
Single- organism develpmental process (73,1.25); anatomical structure development (67,1.27); single-multicellular 1.68 164
organism process (81,1.17)
Establishment of localization (61,1.31); single-organism localization (52,1.26); cellular localization (36,1.19) 1.33 164
Regulation of molecular function (42,1.47); positive regulation of metabolic process (50,1.33); regulation of 1.32 164
metabolic process (65,0.95)
Cluster 12 Single-organism reproductive process (29,2.06); multi-organism reproductive process (25,2.11); multicellular 1.96 204

Up-regulated on
day 10

organismal reproductive process (17,1.73); multicellular organism reproduction (17,1.68); sexual reproduction
(13,1.35)

Source: (CARDOSO, A. P. M. M., 2016).

G8
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In addition to understand better the CL dynamic during proliferative phases, luteal
physiological regression and structural, we performed GO analysis between groups 20x40 and
40x60. In both comparisons, the majority of enriched genes was up-regulated at the first
group of comparison (on days 20 and 40 p.o, respectively). At the comparison 20x40, the
majority of genes enriched to this category were up-regulated on day 20 p.o. (Figure 3) and
various terms were related to immune process. The term, single-organism cellular process
(process that is carried out at the cellular level), was the most enriched term and could be
observed in both moments. The other enriched terms were: positive regulation of biological
process, metabolic process and change in state or activity of a cell. In relation to 40x60
comparison (Figure 4), the term single-organism cellular process was again the most enriched,
followed by single-organism developmental process (likewise a progression of an anatomical
structure) and positive regulation of biological process and some terms enriched on day 60

p.o. were related to immune process and response to stress.
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Figure 3 — GO analysis of differentially expressed genes in comparisons 20x40. The differentially expressed

genes are classified in biological process

G0:0032879~regulation of localization
G0:0040012~regulation of locomotion
G0:0040017~positive regulation of locomotion
G0:0009719~response to endogenous stimulus
G0:0002252~immune effector process
G0:0002682~regulation of immune system process
G0:0040008~regulation of growth
G0:0032844~regulation of homeostatic process
G0:0007155~cell adhesion

G0:0009605~response to external stimulus
G0:0044703~multi-organism reproductive process
G0:0006955~immune response
G0:0050793~regulation of developmental process
G0:0044702~single organism reproductive process
G0:0044706~multi-multicellular organism process
G0:0048522~positive regulation of cellular process
G0:0065008~regulation of biological quality
G0:0051239~regulation of multicellular organismal process
G0:0042221~response to chemical
G0:0044710~single-organism metabolic process
G0:0008283~cell proliferation
G0:0048518~positive regulation of biological process

G0:0044763~single-organism cellular process

G0:0051241~negative regulation of multicellular organismal...

G0:0006950~response to stress

[ up-regulated day 20

Source: (CARDOSO, A. P. M. M., 2016).

TV R L [AR

0 20

40

60 80 100 120 140
COUNT OF GENES

[ up-regulated day 40

160



88

Figure 4 — GO analysis of differentially expressed genes in comparisons 40x60. The differentially expressed
genes are classified in biological process
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The pathways analysis was performed with all DE genes to predict the significantly
enriched metabolic pathways and signal transduction based on Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEEG) pathway. The significantly enriched pathways are showed in Figure 5. In
total, 1229 DE genes had KEGG pathways annotations. The results showed that the
significant signaling pathways included 18 pathways, for example, pathways in cancer (as
Wnt signaling, VEGF signaling, PI3K-AKT signaling, MAPK signaling), focal adhesion (that
regulates cell motility, cell proliferation and cell survival), Rapl signaling pathways (regulate
cell proliferation and survival), proteoglycans in cancer (regulate angiogenesis, proliferation

and survival), cytokine-cytokine receptor interactions (as IGF-1/IGFR, TGFo/EGFR, IL/ILR).

Figure 5 - The significant signaling pathways based on KEGG pathways annotations
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Using day 10 as reference, the Venn diagram showed the possible intersection among
DE genes (Figure 6). The results show that 395 genes occur in all comparisons which have
day 10 p.o. as reference. Through comparisons between different days studied: 10vs20,
10vs30, 10vs40, 10vs50 and 10vs60 showed 72, 108, 162, 464 and 870 different genes in
each type of comparison, respectively and the number of the DE genes was increased when

comparison time points were more distant from each other.

Figure 6 - Venn diagram comparing significant differentially expressed genes between days 20, 30, 40, 50 and
60 p.o. compared to 10 p.o

Source: (CARDOSO, A. P. M. M., 2016).

2.4 DISCUSSION

To the knowledge of the authors, there are no studies related to the transcriptome of
the corpus luteum in other domestic species using the new generation sequencing technology.

Differential gene expression analysis during the luteal phase showed the presence of 5116
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differentially expressed genes, which is a higher number than that found by Bogan and cols
(BOGAN et al., 2008) when assessing the gene expression of the primate corpus luteum
through microarray. The largest amount of differentially expressed genes obtained in our
experiments must be due to the capacity of RNAseq to detect low abundance transcripts
(GUO et al.,, 2013; ZHAO et al., 2014). However, likewise the data obtained by Bogan and
cols (BOGAN et al., 2008), the larger amount of differentially expressed transcripts were
observed when CL from the early luteal phase was compared with CL from the end of luteal
phase.

Our data indicated that plenty of genes related to cell proliferation, cell survival and
angiogenesis were differentially regulated during diestrus, mainly during the first third of
diestrus (days 10 and 20 p.o.). The PAPPA gene, one of three DE genes in almost all
comparisons in diestrus, was an example. This gene encodes the protein denominated as
pregnancy-associated plasm protein-A (PAPP-A) in human and domestic animals
(NYEGAARD et al., 2010), which is a secreted metalloproteinase responsible for cleavage of
the insulin-like growth factor binding protein 4 (IGFBP4), the most abundant IGFBP in the
ovary (HOURVITZ et al., 2000; BROGAN et al., 2010; NYEGAARD et al., 2010). The
PAPP-A is a marker of corpus luteum formation (HOURVITZ et al., 2000; CONOVER et al.,
2001; CONOVER, 2012), which could be corroborated by our experiments. The highest
expression of this gene was found on day 10 p.o., which points towards its role in luteal
steroidogenesis, survival and proliferation (BROGAN et al., 2010; LODDO et al., 2014).
Furthermore, insulin-like growth factor 1 (IGF1) and some IGFBPs (as 3, 4 and 7) were DE
genes in the early diestrus too, relating the modulator role of IGF system in cellular
differentiation and steroidogenesis (NYEGAARD et al, 2010; BOTKJZAR et al., 2015).
Another different signaling proliferative and angiogenic pathway molecules were also DE,
such as Wnt-5 and B-catenin (SAITO-DIAZ et al, 2013; ROSENBLUH et al., 2014)
regulating Wnt pathway, MAP2K1 in MAPK pathway (NADEAU et al., 2009), EGFR in
EGF signaling (SESHACHARYULU et al., 2012),VEGFA and VEGFC in VEGF signaling
(MARIANI ET AL., 2006; KOCH; CLAESSON-WELSH, 2012; LAURENZANA ET AL.,
2015). In addition, proteins required for transport, such as iron uptake TFRCI, amino acid
transporter SLC36A1 and monocarboxylate transporter SLC16A7, are also DE at beginning
of diestrus. Most of these genes was up-regulated on day 10 p.o, emphasizing data of high
proliferative activity found in early luteal phase (HOFFMANN et al, 2004a; PAPA;
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HOFFMANN, 2011). Indeed we observed that the majority of regulatory mechanisms
controling CL lifespan is expressed during the period of increased cell growth and tissue
modeling.

Some enriched terms up-regulated on days 40, 50 and 60 p.o. were related to negative
regulation of biological processes. These periods correspond to observed structural regression
and degeneration (KOWALEWSKI, 2014). Two of three DE genes in almost all studied
comparisons were clustered here. The Naked 2 gene (NKD2) encodes a protein, which is a
member of Naked family protein and a negative regulator of canonical Wnt signaling (CAO et
al., 2013), a proliferative pathway. The NKD2 expression gradually increased during diestrus,
being highest on day 60 p.o. Axin 2 and SFRP4, other inhibitors of Wnt signaling (GOTZE et
al., 2010; SAITO-DIAZ et al., 2013), were found DE at this moment as well; thus these
increases seem to be important to reduce cell proliferation. The calpain 6 (CAPNG6) is a

protein encoded by the CAPNG6 gene. This protein is a member of the calpains family, which
comprises intracellular cysteine proteins, whose activity is highly dependent upon Ca®" ions

(SORIMACHI et al., 2011; SMITH; SCHNELLMANN, 2012). It is known that the calpains
regulate various biological processes like cell migration and apoptosis (TONAMI et al., 2007;
SORIMACHTI et al.,, 2011; SMITH; SCHNELLMANN, 2012; TONAMI et al., 2013), through
the limited proteolytic activity, which transforms their substrates into new functional states
(TOMANI et al.,, 2013; SORIMACHI et al., 2011). In cultured cells, CAPN6 regulates
microtubule dynamics and actin reorganization (TONAMI et al., 2007), but its in vivo
function is still unclear (TONAMI et al., 2013). CAPN6 is a suppressive modulator for
differentiation and growth in skeletal muscle (TONAMI et al., 2013) and perhaps this gene
can suppress the growth in CL, because its expression increased gradually during the luteal
phase, being highest on day 60 p.o., but more studies are necessary to understand the
involvement of these calpains in CL physiology. On day 60 p.o., moment for observation of
the first apoptotic signals (HOFFMANN et al., 2004a), some apoptosis related genes were
DE. Likewise NOXAI, which encodes the enzyme NADPH oxidase, responsible to generate
superoxide anion, a reactive oxygen species (ROS), leading to ROS-mediated apoptotic cell
death (PARK et al., 2012) was upregulated, as well as IGFBP6, a glycoprotein inhibitor of
IGFII actions, although it may act independently of IGF action, promoting apoptosis and
inhibition of angiogenesis (BACH, 2015b).
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DE genes related to immune system were found during early and regression luteal
phases: CD44, CD209, IL10 and TNFRSF18, and the enriched pathway related to cytokine
cytokine interaction confirm that the immune system regulates luteal formation and regression
(HOFFMANN, BUSGES; BAUMGARTNER, 2004; HOFFMANN et al., 2004a).

Our transcriptome results also confirmed the role of prostaglandins as a luteotrophic
factors (KOWALEWSKI et al., 2006; KOWALEWSKI et al., 2008), since COX-2 gene was
up-regulated during early diestrus. The expression of CYP1B1 and KIAA1324 genes suggests
the importance of E2 controlling CL lifespan. The CYP1BI codes a cytochrome P450 enzyme
responsible of producing a cathecol estrogen, which is a strong agonist of estrogen receptors
(PICCINATO et al., 2016) and its expression was higher on day 10 p.o, decreased afterwards,
but increased again during regression (days 50 and 60 p.o). Whereas KIAA1324, an estrogen
regulated gene (ESTRELLA et al., 2014), was more expressed during regression. The
encoded protein has been characterized as a transmembrane protein, which is related to
autophagic vacuole formation (DENG et al., 2010) and in pancreatic tumor cells its
expression may be regulated by ERB (ESTRELLA et al., 2014). Thus, these results suggest a
role of E2 during CL formation and regression.

The number of reads obtained in our sequencing, approximately 770 million, was
larger than reported for other animal reproduction experiments, or even the transcriptome of
ovarian follicles in women (BONNET et al., 2013; YERUSHALMI et al., 2014), and the
ovarian tissue of primates, cattle, goat and sheep (BABBITT et al., 2012; CANOVAS et al.,
2014; LAN et al., 2014; LING et al., 2014; CHEN et al., 2015). The only study able to obtain
a larger number of reads was the one from Bonnet and cols. (BONNET et al., 2013) , who
reported a total of 2 billion reads, when sequencing the ovarian follicle during folliculogenesis
in sheep. Ours results demonstrated also a great depth in this sequencing.

On the average, 80% of reads generated from each sample were mapped in the canine
genome, similar to results obtained in the sequencing of ovarian tissue in goat, cattle and
sheep (CANOVAS et al., 2014; LAN et al., 2014; LING et al., 2014; CHEN et al., 2015) and
larger than that observed by Yerushalmi and cols (YERUSHALMI et al., 2014), when they
analyzed humans oocytes, from which the average alignment of each sample relative to the

reference genome was 70%.
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In summary, the results provide an overview of the distribution of transcriptome along
the canine diestrus, bringing valuable data that will be explored in the future for a better

understanding of the physiological functions of this gland along canine diestrus.
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