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RESUMO

BERTO GOMES, L. A. Caracteriza¢cdo dos genes CCL5, FST e SLIT2 no processo de
desenvolvimento e regressado do corpo luteo de cadelas ndo prenhes. 2020. 36f. Dissertacdo
(Mestre em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2020.

A cadela é um animal monoéstrico, ndo sazonal, que apresenta anestro entre as fases
reprodutivas ativas. O ciclo estral é controlado pelo eixo hipotalamo-hip6fise-gonadal por
atuacdo dos hormonios foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH), 17b-estradiol (E2) e
progesterona (P4), e ainda por ativinas e inibinas. O corpo luteo (CL), glandula enddcrina
presente no diestro de cadelas prenhes e de ndo prenhes, secreta tanto P4 quanto E2, que atua
de maneira autocrina, paracrina e endocrina, controlando a funcéo luteinica. O E2 se liga aos
receptores (ERs) alfa (ERa) e beta (ERb), considerados em algumas espécies como luteotréfico
e luteolitico, respectivamente. Quimiocinas, como RANTES (CCL5), folistatina (FST) e slit
guidance ligand 2 (SLIT2) podem estar relacionados a esses processos e serem regulados pela
ligacdo E2-ERs. Este estudo teve interesse em caracterizar a expressao dos genes CCL5, FST,
SLIT2, ESR1 (ERa) e ESR2 (ERDb) no CL de cadelas ciclicas ndo prenhes através da técnica
RNAseq, valida-los pelo RT-gPCR. Foram utilizados 30 CLs provenientes de cadelas ndo
prenhes nos dias 10, 20, 30, 40, 50 e 60 apds a ovulagdo (RNAseq n=3/grupo; RT-qPCR
n=5/grupo). ESR1 e ESR2 ndo foram considerados diferencialmente expressos ao RNAseq;
CCL5, FST e SLIT2 apresentaram aumento progressivo nas comparac¢des do inicio em relagdo
ao final do diestro. Ao RT-gPCR, 0 mRNA de SLIT2 estava mais expresso no dia 60 apds a
ovulagéo (p.o.) em relagéo ao dia 10. O mRNA do ESR2 apresentou aumento na expresséo nos
dias 20 e 40 p.o. em relacdo ao dia 30 p.o. Ndo houve diferenca significativa para CCL5, FST
e ESR1 ao RT-gqPCR. Os resultados sugerem que a expressao de SLIT2 varie ao longo do
diestro e responda a interacdo entre E2 e ERDb, contribuindo com os sinais apoptoticos que
aparecem durante a regressao luteinica. Apesar do mMRNA de FST e CCL5 estarem presentes
no CL canino, estes ndo apresentam variacdes significativas durante a formacgéo, manutencéo e
regressao do corpo luteo. Assim, o papel desta expressao precisa ser melhor investigado.

Palavras-chave: Corpo luteo. ESR. CCL5. FST. SLIT2.



ABSTRACT

BERTO GOMES, L. A. Characterization of CCL5, FST and SLIT2 genes in the process of
development and regression of corpus luteum of non-pregnant bitches. 2020. 36f.
Dissertacdo (Mestre em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2020.

The female dog is a monoestric, non-seasonal breeder, wihch presents anestrus between the
active reproductive phases. The estrus cycle is controlled by the hypothalamus-pituitary-
ovarian axis by the action of the follicle stimulating (FSH), luteinizing (LH), 17b-estradiol (E2)
and progesterone (P4) hormones, and also by activins and inhibins. The canine corpus luteum
(CL), an endocrine gland present along diestrus, secretes both P4 and E2, which acts in an
autocrine, paracrine and endocrine manner controlling the luteal function. E2 binds to its
receptors alpha (ERa) and beta (ERb), considered in some species as luteotropic and luteolytic,
respectivelyChemokines like RANTES (CCLS5), follistatin (FST) and slit guidance ligant 2
(SLIT2) can be releated to these processes and regulated by E2-ERs. The aim of this study was
to characterize expression of CCL5, FST, SLIT2, ESR1 (ERa) and ESR2 (ERb) genes in the
cyclic CL throught RNAseq technique, validate them by RT-gPCR. Thirty CLs from non-
pregnant dogs on days 10, 20, 30, 40, 50 and 60 after avulation (p.0.) were used (RNAseq
n=3/group; RT-gPCR n=5/group). ESR1 and ESR2 were not significantly different in the
RNAseq analysis; CCL5, FST and SLIT2 showed progressive increase from day 10 post-
ovulation ownards. By RT-qPCR analysis, SLIT2 mRNA was upregulated on the day 60 in
comparison to day 10 p.o. ESR2 mRNA was upregulated on days 20 and 40 in comparison to
day 30 p.o. CCL5, FST and ESR1 mRNA showed no significant difference. Results suggest
that the SLIT2 expression varies through the diestrus and responds to the interaction between
E2 and ERD, contributing to the apoptotic signals during the luteal regression. Althought FST
and CCL5 mRNAs are expressed in the canine CL, they do not present signifficant variation
during the formation, maintenance and regression of the CL. Thus, their role needs further
investigation.

Keywords: Corpus luteum. ESR. CCL5. FST. SLIT2.
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1 INTRODUCAO

O ciclo reprodutivo das cadelas é objeto de pesquisa, considerando que o diestro tem a
duracdo de uma gestacao de 60 dias e envolve uma rede complexa de fatores regulatérios que
ndo apenas as células luteinicas. Durante o diestro, tanto cadelas prenhes quanto as cadelas néo
prenhes apresentam formacdo do corpo liteo (CL) (CONCANNON; MCCANN; TEMPLE,
1989).

O CL é uma glandula responsavel pela producdo de progesterona (P4) e 17b-estradiol
(E2) no diestro. O E2 atua de forma parécrina e autocrina se ligando aos seus receptores
provocando efeitos proliferativos e antiproliferativos (VIVAR et al., 2010; PAPA,
HOFFMANN, 2011; BONFIM NETO, 2014; CARDOSO, 2016). O tempo de vida do CL é
menor em cadelas gestantes, devido a producéo e liberacdo de prostaglandina F2a (PGF2a)
uterina que participa ativamente da lutedlise, enquanto nas cadelas ndo prenhes a regressao
luteinica acontece sem participacdo de PGF2a (HOFFMANN et al., 1999, 2004), indicando que
mecanismos paracrinos e autocrinos préprios do CL estdo relacionados ao controle endocrino
da funcéo luteinica e regressdo CL (HOFFMANN et al., 2004; PAPA; HOFFMANN, 2011).

Os processos bioldgicos que rodeiam a formagdo, manutencao e regressdo do CL ciclico
ainda ndo estdo completamente elucidados. A expressao génica e proteica durante esse periodo
é variavel e envolve ndo apenas as células luteinicas, como também células do sistema imune,
endoteliais, fibroblastos, horménios e quimiocinas (TOWNSON; LIPTAK, 2003;
HOFFMANN; BUSGES; BAUMGARTNER, 2004; STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007;
KOWALEWSKI, 2014). As quimiocinas sdo pequenas proteinas que tem papel importante no
controle migratério celular e ativacdo do sistema imune, as quais estdo classificadas em dois
grupos, as quimiocinas inflamatdrioas e as quimiocinas homeostaticas (LUSTER, 1998; RAZ;
MAHABALESHWAR, 2009).

Sugere-se que em cadelas, esses processos possam ser mediados também por
quimiocinas, como RANTES (CCL5), ja que em bovinos e humanos, a atracdo leucocitaria para
formacdo do corpo luteo é mediada pela expressio de RANTES (CCLS5), dentre outras
quimiocinas (AUST et al., 1999, 2000), e que possa ser regulado pela interagdo entre E2 e seus
receptores, como observado em queratinocitos humanos (KANDA; WATANABE, 2003);
também pela folistatina (FST), proteina reguladora de FSH (ROBERTSON et al., 1987), que
pode ser modulada positivamente pelo E2 (GLISTER; GROOME; KNIGHT, 2006); e por

SLIT2, proteina relacionada a expressdo de caspase-3 gque participa ativamente da apoptose
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(DICKINSON; MYERS; DUNCAN, 2008), cuja expressdo pode ser regulada por E2, como
observado em células endometriais humanas (TAMM-ROSENSTEIN et al., 2013).

A partir dos resultados do sequenciamento de RNA (RNAseq) e da identificacdo dos
genes diferencialmente expressos, este estudo avaliou a expressdo génica de CCL5, FST e
SLIT2 no corpo luteo canino ao longo do diestro de cadelas ciclicas, os quais foram validados
utilizando 0 método RT-gqPCR, como também dos genes ESR1 e ESR2, uma vez que E2 atue
como fator luteotrofico, luteolitico e regulador da regressdo do CL, mediante a regulacdo de

genes envolvidos nesse processo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ciclo estral da cadela

A cadela é um animal monoéstrico, ndo sazonal, que apresenta uma fase luteinica longa
chamada de diestro e, entre os ciclos reprodutivos, um longo anestro, periodo de inatividade
ovariana. Em geral, o ciclo estral da cadela tem duragéo de 5 a 12 meses, sendo dividido entre
pré-estro (13 a 16 dias), estro (4 a 12 dias), diestro (60 a 90 dias) e anestro (15 a 165 dias), e é
controlado pelo eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal por atuacdo dos hormoénios foliculo
estimulante (FSH), luteinizante (LH), 17b-estradiol (E2) e progesterona (P4) (CONCANNON;
MCCANN; TEMPLE, 1989).

Durante a fase de diestro, ap6s a ovulacdo do odcito, as células da teca e da granulosa
proliferam por meio de mitose e sofrem hipertrofia, dando origem, inicialmente, ao corpo
hemorragico e, logo apos, ao corpo luteo (CL) (CONCANNON, 2009). O processo ovulatorio
envolve inflamagéo, aumento de permeabilidade vascular, migracdo celular e edema tecidual
(MACHELON; NOME; EMILIE, 2000). Além das células da teca e da granulosa, observa-se
participacdo de células do sistema do imune no processo de luteinizacdo (KOWALEWSKI,
2014).

2.2 O corpo lateo canino

O CL é uma glandula enddcrina temporaria presente no diestro de cadelas prenhes e ndo
prenhes, e tem como funcdo principal secretar P4, além de secretar E2 (HOFFMANN et al.,
1992; CONCANNON, 1993; PAPA; HOFFMANN, 2011). No sistema reprodutivo, a P4 tem
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como fungédo a manutencdo da gestacdo (CONCANNON, 1993), enquanto que o E2 atua como
regulador dos processos bioldgicos, como de crescimento, diferenciacdo tecidual (HALL;
COUSE; KORACH, 2001)Em ratas, sabe-se que E2 induz resposta inflamatdria uterina,
enquanto que P4 tem acdo antagonista ao E2 (TIBBETTS; CONNEELY; O’MALLEY, 1999).

O tempo de vida do CL ciclico € geralmente maior do que em cadelas prenhes, pois
nestas, ha influéncia de Prostaglandina F2a (PGF2a) para que o parto ocorra, enquanto em ndo
gestantes, a regressdo do CL acontece apesar do aumento da secrecdo de gonadotrofinas
(HOFFMANN et al., 1999, 2004). Desta maneira, mecanismos paracrinos e autocrinos proprios
do CL estdo relacionados ao controle da funcéo luteinica e regressdo CL (HOFFMANN et al.,
2004; PAPA; HOFFMANN, 2011).

Em um ciclo de 60 dias, o desenvolvimento do CL é divido em ovulagdo (dia 0),
desenvolvimento das células luteinicas (do dia 0 ao dia 15), fase de manutencdo e atividade
secretora (do dia 15 ao dia 45) e regresséo do CL (do dia 45 ao dia 60) (SONNACK, 2009). O
perfil esteroidogénico varia ao longo do diestro, apresentando aumento progressivo de P4
durante o desenvolvimento da glandula, com pico no dia 20 apés a ovulagédo (p.o.), um declinio
e um pequeno aumento do E2 no final da fase de manutencéo e no inicio da fase de regresséo,

com concentragdo maxima no dia 40 p.o. (PAPA et al., 2014).

2.3 17b-estradiol e seus receptores

O controle dos processos reprodutivos pelo E2 acontece de maneira autdcrina e
paracrina sobre o CL, se ligando aos receptores de estrogeno (ERs): receptor alfa (ERa) e
receptor beta (ERb) (PAPA; HOFFMANN, 2011; CARDOSO, 2016). Ambos 0s receptores
pertencem a familia dos receptores nucleares e apresentam estruturas similares, embora
apresentem diferentes funcdes em nivel proteico. De maneira geral, a expressdo do ERa provoca
proliferacdo celular, enquanto que a expressdo do ERb, produz efeitos apoptéticos e anti-
proliferativos (VIVAR et al., 2010; BONFIM NETO, 2014) e, nas células que apresentam
ambos receptores, o ERb tem efeito inibitorio sobre ERa (MATTHEWS; GUSTAFSSON,
2003). A expressdo dos ERs varia ao longo do diestro, apresentando no inicio maior expressao
de ERa com declinio a partir do dia 40, enquanto que a expressao de ERb é constante, sendo
mais expresso proximo da regressdo do CL (dia 60) (BONFIM NETO, 2014).
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2.4 Regresséo do Corpo Luteo Canino

Ao final do diestro, a regressdo do CL é inicialmente observada pelo aumento do espaco
intercelular, diminuicdo da rede capilar, aumento do ndmero de fibras colagenas e outros
componentes do tecido conjuntivo, visualizacdo de grandes vesiculas lipidicas no citoplasma,
evidenciando inicio da degeneracdo gordurosa. Progressivamente, observa-se perda de
morfologia e tamanho das células luteinicas, inicio da condensacdo de cromatina, ndcleos
picnoticos, vacuolos lipidicos grandes, diminuicdo no numero de mitocéndrias, maior
concentracdo de tecido conjuntivo (KOWALEWSKI, 2014). Paralelamente, ha diminuigdo da
producdo de P4 (CONCANNON, 2009). Sinais evidentes de apoptose ndo marcam a regresséo
luteinica, mas se observa aumento na expressao de proteinas pro-apoptoticas como caspases, 3,
8, 9 e BAX, relacionadas ao aumento da expressdo de ERb durante esse periodo. Além disso,
sugere-se que caspase-3 esteja envolvida no processo de regressdo funcional e estrutural para
formagé&o do corpo albicans em cadelas ndo prenhes (LUZ et al., 2006; BONFIM NETO, 2014;
KOWALEWSKI, 2014).

2.5 CCL5 (RANTES)

RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed), quimiocina codificada
pelo gene CCLS5, foi observada nas células da granulosa de foliculos pré-ovulatérios de
mulheres, contribuindo para o recrutamento local de células de defesa, processo ovulatério e
formacdo do CL (AUST et al., 2000; MACHELON; NOME; EMILIE, 2000), além de atrair
células T helper-1 e macréfagos (KANDA; WATANABE, 2003).

As quimiocinas sdo uma familia das citocinas que participam no controle migratério e
local de agdo das células do sistema imune recrutando leucocitos especificos. A subfamilia CC
de quimiocinas, também conhecida como beta-quimiocinas, é considerada homeostatica pois
esta envolvida no desenvolvimento e manutencgdo tecidual: sua acdo é baseada na posi¢do dos
residuos de cisteina e, em geral, atrai mondcitos e subtipos de neutrofilos por quimiotaxia
(OPPENHEIM et al., 1991; PALOMINO; MARTI, 2015). As quimiocinas esto expressas nos
foliculos ovulatérios e no CL durante a regressao e sua expressdo € controlada por horménios
gonadotréficos e pela resposta do sistema imunoldgico (TOWNSON; LIPTAK, 2003).

Durante o processo de ovulagdo, leucdcitos, como macrofagos e neutréfilos, foram
observados na parede do foliculo e nas camadas de células da teca de foliculos pré-ovulatorios
de ovelhas, contribuindo com o processo de ovulacéo, de luteinizacdo, e de regressao do CL
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(CAVENDER; MURDOCH, 1988; MURDOCH; STEADMAN, 1991; BRANNSTROM;
ENSKOG, 2002).

A liberacdo de RANTES em células cancerigenas mamarias de mulheres foi
relacionada a ligacdo entre E2 e ERs, contribuindo com a angiogénese e com o aumento do
infiltrado de macréfagos (SVENSON et al., 2015), também observado em cadelas com
piometra, que apresentam aumento da expressdo de RANTES, dentre outras citocinas e
quimiocinas, contribuindo para o infiltrado leucocitario (BARTOSKOVA et al., 2012). Em
queratinécitos humanos provenientes de lesdes de psoriase, RANTES contribui com o infiltrado
inflamatorio e o E2 inibe sua producdo mediada por ERb (KANDA; WATANABE, 2003).

2.6 Folistatina (FST)

A folistatina (FST), identificada no fluido folicular ovariano bovino: é uma proteina que
regula a funcdo gonadal por inibir a liberacdo de FSH pela hipofise, ela se liga irreversivelmente
a ativina como um receptor e impede que aconteca a ligacdo da ativina com os receptores de
ativina (ROBERTSON et al., 1987; PHILLIPS; DE KRETSER, 1998; SCHNEYER et al.,
2000). A FST estd expressa pelas células da granulosa de foliculos secundérios, foliculos
antrais, foliculos pré-ovulatdrios e CL (FINDLAY, 1993; FINDLAY et al., 2002; FATIMA et
al., 2013) e possui papel importante na embriogénese, diferenciacdo e reparacao tecidual,
funcdo gonadal, processos inflamatérios, imunolégicos, metastase e angiogénese (LIN et al.,
2008; SHI et al., 2016; ZABKIEWICZ et al., 2017).

Ativinas e inibinas sdo expressas e participam do desenvolvimento folicular e do CL,
importantes na regulacdo do ciclo estral da cadela. As ativinas estimulam a producéo de E2,
participam do desenvolvimento folicular, da ovulacéo e formacéo do corpo Iuteo, e as inibinas
estimulam a producdo de P4 e exercem feedback negativo sobre a liberacdo de FSH por
regularem as ativinas (MARINO; ZANGHI, 2012; NAGASHIMA et al., 2019).

Observa-se em células da granulosa de bovinos que, a interacdo entre FST e
ativina/inibina esta relacionada a proliferacéo e crescimento celular, regulacdo da apoptose e
esteroidogénese (CHONG et al., 2015); E2 regula a expressao de mRNA FST durante proestro
e estro de ratas (ALOIl et al., 1997); e o silenciamento de FST promove 0 aumento de expressao
de ativina, aumento na expressao de caspase-3 e reduc¢édo de E2 sem afetar concentracdo de P4
em células da granulosa de bovinos (CHONG et al., 2015). Além disso, FST esta mais expresso

em foliculos bovinos estimulados e superovulados, ambos com eCG (FATIMA et al., 2013).
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2.7 Slit guidance ligand 2 (SLIT?2)

A regressdo luteinica ainda ndo estd completamente elucidada. A participacdo de
caspases-3 durante a regressdo funcional e estrutural sugere que outros mecanismos possam
estar envolvidos para que ela seja expressa (BONFIM NETO, 2014). SLITs, slit guidance
ligands, sdo proteinas com potencial de acdo parécrina e autocrina, se ligam aos receptores
transmembranicos roundabout (ROBO), promovendo tumorigénese, apoptose e inibindo a
migracao celular (DICKINSON; MYERS; DUNCAN, 2008; ZHANG et al., 2013).

SLIT2 (slit guidance ligand 2), membro da familia SLIT, encontra-se mais expresso no
citoplasma de células luteinicas e em fibroblastos durante a fase de regressdo do CL, quando se
observa aumento na morte celular e lutedlise estrutural, e a ligacdo SLIT/ROBO esta
relacionada a ativacdo de caspase-3 e, consequentemente, apoptose (DICKINSON; MYERS;
DUNCAN, 2008). Os primeiros sinais de apoptose e expressdo de caspase-3 foram observadas
em CL de cadelas ciclicas entre os dias 60 e 80 p.o. (SONNACK, 2009). Em ratas, observou-
se alta aumento da expressdo de caspase-3 relacionada a interacdo SLIT/ROBO durante a
apoptose no estagio final do CL, o que nessa espécie, € regulada por PGF2a (ZHANG et al.,
2013). De modo contrério, na presenca de P4, observa-se inibi¢cdo da apoptose em células
luteinicas, por inibir a expressdo de SLIT2/ROBOL1 e caspase 3 (ZHANG et al., 2017). Além
disso, SLIT2 atua como supressor tumoral, mesmo em presenca de E2, promovendo declinio
na proliferacdo e capacidade migratoria celular, degradacdo da 3-catenina, inibicdo da atividade
de PI3K e diminuicdo do tamanho celular (PRASAD et al., 2008).

Reducdo na expressdo de SLIT2 foi observada tanto em células endometriais humanas
tratadas com E2 (TAMM-ROSENSTEIN et al., 2013), como também em linfonodos
metastaticos, adenomas e carcinomas mamarios caninos, nos quais se observou também variada
expressao de ERa e reducdo na expressdo de PR (KLOPFLEISCH; KLOSE; GRUBER, 2010),
0 que sugere que a expressao de SLIT2 seja modificada por acdo de E2.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cadelas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil (protocolos
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n° 8055170619 e n°: 2719/2012). O estudo foi conduzido utilizando CLs provenientes de 18
cadelas ndo gestantes (n=3 por grupo) para analise de Sequenciamento de RNA (RNAseq) para
escolha dos genes alvo e, posteriormente, somado a outros CLs provenientes de 12 cadelas ndo
gestantes, totalizando 30 cadelas, foi realizada a anélise de RT-gPCR s (n=5 por grupo). As
cadelas ndo tinham raca definida, tinham idade entre um e seis anos, ndo eram obesas e
encontravam-se clinicamente higidas. Os grupos experimentais foram definidos através do
monitoramento da funcdo ovariana pela determinacdo dos niveis sericos de P4, em dias
alternados, a partir do surgimento dos primeiros sinais de proestro (edema e secrecéo vulvar
sanguinolenta) e o dia da ovulacéo (dia 0) foi definido como o dia em que a concentragao sérica
de P4 atingiu valores iguais a 5ng/ml (CONCANNON, 2009).

Os animais foram submetidos a ovariosalpingohisterectomia (OSH) nos dias 10, 20 30,
40, 50 e 60 apos a ovulacdo (p.o; n=5 por grupo). O protocolo de anestesia utilizado para a
realizacdo da OSH foi: medicacao pré-anestésica (MPA) com acepromazina 0,2% na dose de
0,02mg/kg associado a petidina 3mg/kg por via intramuscular; indugdo anestésica utilizando
propofol 3mg/kg, diazepam 0,5mg/kg, cloridrato de quetamina 0,1mg/kg por via intravenosa,
e isoflurano (10ml) para manutencdo do plano anestésico por via inalatéria. Durante o
transoperatorio, os parametros dos animais foram monitorados. Para o p6s-operatorio foram
utilizados dipirona 25mg/kg, meloxicam 0,1mg/kg e cefalexina 30mg/kg.

Apos a cirurgia, os CLs foram coletados e armazenados em nitrogénio liquido para a
extracdo do RNA, anélise de RNAseq e RT-gPCR.

3.2 Extragdo de RNA

A partir do material coletado, foi realizado o protocolo para extracdo de RNA total do
tecido luteinico por meio do reagente TRIzol®, de acordo com as instru¢des do fabricante (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

Utilizando tubos eppendorf de 1,5ml livres de RNAse foi adicionado 1ml da solugéo
Trizol® com o lisado tecidual. As amostras foram homogeneizadas em Polytron em velocidade
méaxima de trés ciclos e, entdo, agitadas em vortex por 10 segundos, centrifugadas a 12.000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Tendo concluida essa etapa, o sobrenadante foi coletado e armazenado
em outro tubo livre de RNAse e ao tubo foram adicionados 200 pL de cloroférmio para cada
um ml de Trizol®. A amostra foi agitada novamente em vértex por 30 segundos, e incubada

por 3 minutos em temperatura ambiente.
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Feito isso, as amostras foram centrifugadas novamente a 12.000rpm por 10 minutos a
4°C. Foi coletada a camada superior com RNA total nos tubos e transferidos para outro
eppendorf livre de RNA, ao qual foi adicionado 1ml de etanol 75% diluido em agua ultrapura.
Em seguida, foi feita nova centrifugacdo a 9.000rpm por 5 minutos a 4°C e todo conteudo do
eppendorf foi descartado, com excegdo do precipitado aderido ao tubo. As amostras foram
mantidas por 10 minutos em temperatura ambiente para secagem e depois adicionados 20 puL
de &gua ultrapura para solubilizagéo.

Uma aliquota foi removida para quantificacdo e avaliacdo de pureza através do RNA no
aparelno NanoDrop™ 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). As
amostras foram diluidas a uma concentracdo de 200 ng/ul. O nimero de integridade do RNA
(NIR) foi avaliado pelo software Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA). O restante do material foi armazenado em freezer a -80°C para realizacdo do

procedimento de transcrigao reversa.

3.3 Preparacao das bibliotecas e sequenciamento do RNA

Segundo Cardoso (2016), os dados do RNAseq foram construidos utilizando 150ng do
total de RNA com o kit TruSeq RNA sample Prep (Illumina, San Diego, CA, EUA) de acordo
com as instrucdes do fabricante. A qualidade dos dados foi avaliada utilizando o Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) com DNA chip 1000. Dados
contendo fragmentos de tamanho médio de 260bp foram considerados validos. As
concentracdes dos dados individuais foram determinadas por RT-PCR quantitativo utilizando
o kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems, Wilmington, MA, EUA).

O sequenciamento foi realizado por meio do Illumina HiSeq 200 utilizando o protocolo
de leitura de pares e o kit cluster lllumina TruSeq PE v3-cBotHS (Illumina), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Dezoito amostras medindo em média 100bp foram incluidas e

sequenciadas.

3.4 Analise de dados do sequenciamento do RNA

Os dados do RNAseq foram analisados através dos dados que foram obtidos e
processados por meio do software Casava 8.2 (lllumina, San Diego, CA, EUA). As leituras
foram mapeadas em relacdo ao genoma de referéncia (canis_familiares.CanFam

3.1.75.dna.toplevel.fa) usando o TopHat v2.0.9 e as transcricbes foram montadas usando o
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Cufflinks. A abundéncia relativa de transcritos de fragmentos de RNAseq foi medida em FPKM
(Fragments per kilobase of exon per million fragments mapped). Para cada gene, foi comparado
em pares o nivel de expressdo entre os grupos. Através do Cufflinks, inicialmente foi calculado
em logaritmo a razdo entre FPKM e 0s representantes de cada grupo, entdo foi realizado o
método delta para estimativa da razdo de log. O método estatistico € a razdo de log de FPKM
dividido pelo desvio padrédo da razéo de log (TRAPNELL et al., 2012).

A expressao génica foi considerada diferente se o valor de P ajustado ao FDR fosse <
0,05. Os genes com valores de fold change maiores que 1,5 e menores que 1,5, indicaram maior

e menor expressao génica, respectivamente (RAOUF et al., 2008).

3.5 RT-PCR quantitativo (RT-gPCR)

Ap06s analise dos dados do RNAseq, os genes alvos escolhidos foram validados através
da técnica de RT-PCR quantitativo (RT-gPCR). As anélises de RT-qPCR foram realizadas
através de um fluorémetro automatizado ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Amostras de RNA total foram submetidas a transcricdo
reversa utilizando o kit Superscript 11®, seguindo as instrugdes do fabricante (Life
Technologies, EUA). Os primers dos genes alvos CCL5, FST eSLIT2, e os primers dos genes
de referéncia KDM4A, EIF4H e PTK2 (Tabela 1), foram adquiridos através do servico
TagMan® Assays — Gene expression (Life Technologies, EUA). Os primers ESR1 e ESR2
(Tabela 1) foram projetados com sondas marcadas com 6-carboxifluoresceina (6-FAM) e 6-
carboxitetrametil-rodamina (TAMRA) e encomendados & Microsynth AG (Balgach, Suica).
Em placa de 96 pogos dpticos contendo 31,25ng de cDNA diluidos em 5pul de agua ultrapura
foram adicionados a uma mistura contendo 12,5ul de TagMan® Universal PCR Master Mix
buffer (Life Technologies, EUA); 1 ul de primer (Life Technologies, EUA) ¢ 6,5 ul de agua,
totalizando um volume final de 25ul. Todos os pocos foram selados com adesivo Gtico
MicroAmp Optical Adhesive Covers (Life Technologies, EUA), seguido de homogeneizagdo
dos reagentes. Em seguida, foram empregados os seguintes ciclos: 2min a 50°C, 10min a 95°C

e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturacéo) e 1 min a 60°C (anelamento e extensao).
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Tabela 1 Primers utilizados na técnica de RT-qPCR.

Primers Sequéncia Sequéncia de referéncia

CCL5 Cf02741640_m1 NM_001003010.2

FST Cf02705957_s1 XM_005619457.2

SLIT2 Cf01061415 m1 XM_014112671.1

ESR1 XM533454 Forward: 5° -CCC ATG GAG ACA AAC CA-3’

Reverse: 5° -CCC TGC CTC GGT GAT ATA-3’
TagMan probe: 5° -CAC GGG CCC AACTTC ATC ACATTCC-3

ESR2 XM861041 Forward: 5° -CCC AGC ACG CCCTTC A-3’
Reverse: 5° -AAT CAT ATG CACGAG TTCCTT GTC-3’
TaqMan probe: 5° -CCT CCATGA TGA TGT CCC TGA CC-3’

KDM4A Cf02708629_m1 XM_005629106.2
EIF4H Cf02713640_m1 XM_014114129.1
PTK2 Cf02684608_m1 XM_005627993.2

Fonte: Berto Gomes (2020).

Os RT-gqPCRs foram conduzidos em duplicatas para cada amostra, sendo utilizados para
a amplificagdo os genes alvos CCL5, FST, SLIT2, ESR1 e ESR2 e os genes de referéncia
KDMJ4A, EIF4H e PTK2. Para normalizar os resultados obtidos pelos genes alvos, utilizamos
a média das expressdes relativas do gene alvo e dos trés genes de referéncia. O célculo de

quantificacao relativa dos genes alvo foi feito pelo 2DDCt (PFAFFL, 2001).
3.6 Analise dos resultados do RT-gPCR

Os resultados do RT-qPCR foram analisados e utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido
do Teste de Comparagdes Mdltiplas de Dunn. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Estas anélises foram realizadas no programa estatistico GraphPad InStat (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 RNAseq

Um total de 771.208.718 reads foram gerados pelo Illumina HiScanSeq com um
tamanho médio de 100 bp, cada amostra produziu 42 milhdes de reads. 673.577.446 (87,3%)
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reads do total foram mapeados no genoma canino. As analises de leituras detectaram 34.408
genes, dos quais 9.000 ndo estdo anotados no genoma canino. Foram detectados 29.011 genes
com alguma expressdo ao longo do diestro. A analise de expressdo génica revelou a presenca
de 5.116 genes diferencialmente expressos em pelo menos uma comparacao e 1.106 genes ainda
nédo estdo anotados no genoma canino.

Destes genes, caracterizamos a expressao de CCL5, FST, SLIT2, ESR1 e ESR2 e as
analises foram feitas segundo os valores de fold change nas comparacdes entre os dias 10x20,
10x30, 10x40, 10x50, 10x60, 20x30, 20x40, 20x50, 20x60, 30x40, 30x50, 30x60, 40x50, 40x60
e 50x60.

A andlise do gene CCL5 mostrou maior expressdo nos dias 30, 40, 50 e 60 em relacdo
ao dia 10 p.o., nos dias 30, 40, 50 e 60 em comparagdo com o dia 20 p.o., nos dias 50 e 60 em
comparagdo com o dia 30 p.o., e maior expressao no dia 60 em comparacdo com o dia 40 p.o.
O gene FST se mostrou mais expresso nas comparagfes dos dias 20, 30, 40, 50 e 60 em
comparagdo com o dia 10 p.o., houve um aumento da expressao nas comparagdes dos dias 40,
50, 60 em relacdo ao dia 20 p.o., dos dias 40, 50 e 60 em compara¢do com o dia 30 p.o. e do
dia 60 em comparacdo com o dia 40. J& o0 gene SLIT2 se mostrou mais expresso nos dias 40 e
60 em comparacdo com o dia 10 p.o., no dia 40 em relagéo aos dias 20, 30 e 50 p.o., e no dia
60 em relacdo ao dia 50 p.o. Para as andlises dos genes ESR1 e ESR2, ndo foi observada
diferenga significativa (Figura 1).
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Figura 1 Analise da expressdo génica (RNAseq) pelo fold change dos genes CCL5, FST, SLIT2, ESR1 e ESR2

nas comparacdes entre os dias apés a ovulagao.
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4.2 RT-gPCR
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ESR1 durante os dias do diestro de cadelas ciclicas. A expressdo de mRNA de SLIT2 esta
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aumentada no dia 60 em comparagdo com o dia 10 p.o. (p<0,01). O gene ESR2 apresentou
menor expressdo de mMRNA no dia 30 em comparagao com os dias 20 e 40 p.o. (p<0,05) (Figura
2).

Figura 2 Expressdo génica do CCL5, FST, SLIT2, ESR1 e ESR2 em CLs nos periodos do diestro canino (10 — 60
dias p.o). Os dados sdo apresentados com a média e o desvio padrdo da expressdo génica relativa (n=30, 5 animais
por grupo). Diferentes letras indicam diferenca significativa (P<0,05).
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelam a expressao génica de CCL5, FST, SLIT2, ESR1 e
ESR2 no corpo luteo de cadelas ciclicas ao longo do diestro. Ndo houve diferenca significativa
na expressao de mRNA CCL5, FST e ESR1, enquanto que ao RNAseq, observa-se um aumento

progressivo da expressdo de CCL5 e FST ao longo da fase luteinica. Ao RT-gPCR, expressao
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de mRNA SLIT2 estava aumentada no dia 60 p.o. em relacdo ao dia 10 p.o., também observado
ao RNAseq.

Segundo Everaerte et al., (2017), hd em geral concordancia entre os resultados obtidos
no RT-gPCR em comparacdo com o RNAseq, porém existem casos em que os resultados do
RNAseq podem divergir para genes de menor tamanho e com poucos exons. H& ainda uma
dificuldade em se identificar previamente quais sdo esses genes, embora ambos 0s métodos,
RNAseq e RT-gPCR, sejam acurados (ROBERT; WATSON, 2015). Desse modo, nossos
resultados foram analisados pelo RNAseq e validados pelo RT-gPCR, mas nem sempre houve
concordancia entre ambos. Ademais, as analises de RNAseq foram realizadas a partir de 3
amostras por grupo e as validacdes por RT-gPCR com 5 amostras por grupo. Incluimos,
portanto, maior variabilidade genética, o que pode contribuir para as diferencas encontradas
guando validamos 0 RNAseq por meio de RT-gPCR (COSTA et al., 2013; SCHURCH et al.,
2016).

De acordo com nossos resultados, o aumento significativo na expressdo de mRNA
SLIT2 no RT-qPCR e RNAseq no final do diestro, paralelamente a reducéo na concentragéo de
P4 (PAPA et al., 2014), sugere que ele participe ativamente da regressdo do CL, contribuindo
com os discretos sinais apoptéticos nessa fase. Mudancas estruturais e funcionais no CL com
diminuicdo da producdo de P4 marcam a regressdo luteinica na cadela (HOFFMANN et al.,
2004).

Zhang et al., (2017) observaram reducdo na expressdo de SLIT2/ROBO1, diminuicao
na porcentagem de células apoptoticas e na expressao génica de caspase-3 no CL de ratas ao
aumento de P4, um horménio inibidor da apoptose, indicando participagdo de SLIT2 na
regulacdo da lutedlise. O aumento da expressao de mMRNA do SLIT2 também foi observado no
CL humano durante a fase de regressao luteinica (DICKINSON; MYERS; DUNCAN, 2008).
De mesmo modo, em cadelas ciclicas foram descritos os discretos sinais apoptoticos e presenca
de caspase-3 observados durante a regresséao celular (LUZ et al., 2006; BONFIM NETO, 2014;
KOWALEWSKI, 2014). A diminuicdo da atividade de caspase-3 foi observada ao blogueio de
SLIT2 em células da granulosa luteinizadas (DICKINSON; MYERS; DUNCAN, 2008) e em
células luteinicas de ratas (ZHANG et al., 2013).

O aumento da expressdo de SLIT2 ao final do diestro tanto no RT-gPCR quando ao
RNAseq pode estar relacionado a maior interacdo de E2 com ERb, contribuindo com a
supressdo da atividade luteinica, assim como observado por Bonfim Neto (2014) em CL de
cadelas. A ligagdo entre E2 e ERb reduz a expressdo de CYP11A1 (citocromo P450 familia 11
subfamilia A membro 1/P450scc) (BONFIM NETO, 2014), enzima conversora de colesterol
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em pregnenolona, precursora da P4 (RENNERT et al., 1990), permitindo maior expressao de
SLIT2.

Além disso, a reducdo da atividade de b-catenina pela via Wnt foi relatada em tumores
mamarios de ratas ao serem submetidas a altas concentracfes de SLIT2 associada a presenca
de E2, configurando fungéo de supressor tumoral (PRASAD et al., 2008). A via Wnt/b-catenina
esta relacionada a proliferacéo e diferenciacao celular (CADIGAN; NUSSE, 1997; MILLER et
al., 1999) que, no CL canino, é mediada pela ligacdo E2-ERa na primeira metade do diestro,
embora a expressao de mRNA de b-catenina nao tenha apresentado diferencga significativa ao
longo da mesma fase (CARDOSO, 2016).

Com base nos nossos resultados, ndo foi possivel estabelecer como a P4 interfere na
expressao de SLIT2. Contudo, sugerimos que a expressao de SLIT2 ao final do diestro de
cadelas ndo prenhes seja importante para a regressao do corpo ldteo.

As quimiocinas, como o CCL5, sdo expressas nos foliculos ovulatérios, e no CL,
predominantemente durante a regressao luteinica (TOWNSON; LIPTAK, 2003). Os dados do
RNAseq detectaram um aumento progressivo de CCL5 ao longo do diestro, por outro lado, a
validacdo dessa expressdo ao RT-gPCR mostrou que ndo houve variacdo significativa de
MRNA de CCL5 nas andlises durante 0 mesmo periodo. A falta de variacdo corrobora com 0s
resultados nos quais quimicionas como CCL3 e CCL13, da mesma familia que CCL5, nédo
apresentam variacOes significativas durante a formacao, manutencéao e regressao luteinica de
cadelas ciclicas (ZATTA et al., 2017). Por isso, embora a diminuicdo de CCL5 tenha sido
relacionada a interacdo de E2 com ERb em queratindticos de humanos (KANDA,
WATANABE, 2003), sugerimos que a interacdo de E2 com seus receptores nao influencie a
expressdo de CCL5 durante a fase luteinica.

O aumento observado de FST pelo RNAseq ao final do diestro ndo foi validado através
da analise de RT-qPCR, no qual a expressdo de mRNA de FST ndo apresentou variacdo
significativa.

Identificada inicialmente no fluido folicular bovino, a FST € uma proteina importante
na regulacdo da liberacdo de FSH pela hipdfise, pois age se ligando & ativina (ROBERTSON
et al., 1987; PHILLIPS; DE KRETSER, 1998; SCHNEYER et al., 2000), e é expressa pelas
celulas da granulosa de foliculos secundarios, foliculos antrais, foliculos pré-ovulatorios e na
fase inicial do CL (FINDLAY, 1993; FINDLAY et al., 2002; FATIMA et al., 2013).

Em cadelas, ativinas tém participagdo importante na fase folicular do ciclo estral,
principalmente nos foliculos antrais, atuando sinergicamente com FSH em promocgdo do

crescimento, expansédo da cavidade e sobrevivéncia dos foliculos (NAGASHIMA et al., 2019),
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contribui na diferenciacdo e proliferagdo das células da granulosa e aumento da expressdo de
receptores de FSH, tornando os foliculos mais dependentes de gonadotrofinas, enquanto as
inibinas regulam a proliferagdo celular e a liberacio de E2 (MARINO; ZANGHI, 2012).

Nossos resultados sugerem que a FST ndo tenha participacdo significativa durante o
diestro nas variagOes de E2 encontrada nessa fase (KOWALEWSKI, 2017). Contudo, baseado
no que foi exposto, sugerimos que a FST tenha participacgéo na fase folicular do ciclo estral das
cadelas, como observado em outras espécies como vacas e ratas, contribuindo com a regulagédo
da liberacdo de FSH, desenvolvimento folicular e controle da liberacdo de E2 (ALOI et al.,
1997; CHONG et al., 2015), regulando as ativinas, em conjunto com as inibinas (MARINO;
ZANGHI, 2012; NAGASHIMA et al., 2019). Ainda, sugerimos que a expressao de FST durante
o diestro pode ser importante para manutencao dos niveis de FSH , contribuindo para o inicio
do anestro, periodo no qual se observa completa reducéo da atividade esteroidogénica (OLSON
et al., 1982; CONCANNON, 2009).

As expressdes de mMRNA de ESR1 e ESR2 encontradas nas nossas analises diferem dos
resultados obtido por Bonfim Neto (2014), que descreveu aumento significativo de mRNA de
ESR1 durante o primeiro terco do diestro e de ESR2 nos dias 60 e 70 p.o. em compara¢do com
os dias anteriores da fase luteinica. J& Papa e Hoffmann (2011) descreveram um aumento
significativo de ESR1 no dia 25 p.o., enquanto que mMRNA de ESR2 ndo apresentou diferenca
significativa. Nossos resultados mostram que ndo houve variacdo na expressdo de mRNA de
ESR1, enquanto que 0 mMRNA ESR2 foi mais expresso nos dias 20 e 40 p.o. Tais resultados
podem estar relacionados a varia¢do individual de E2 nas cadelas durante o diestro
(HOFFMANN et al., 1992; KOWALEWSKI, 2017) e afetam a expressdao de ERa/ESR1 e
ERb/ESR2, que por sua vez regulam diferentes genes produzindo efeitos proliferativos e anti-
proliferativos, respectivamente (VIVAR et al., 2010; BONFIM NETO, 2014).

Desse modo, sugerimos que a varia¢do encontrada entre E2 e seus receptores, observada
ao longo do diestro ndo altere a expressdao do mRNA de CCL5 e FST. Por outro lado, a ligagéo
entre E2 e ERD ao final do diestro pode ser um fator que permita maior expressdo de mRNA de

SLIT2, sugerindo que este participe de forma complementar na regressao do corpo luteo canino.

6 CONCLUSOES

Com base em nossos resultados, podemos concluir que a expressao de SLIT2 varia ao

longo do diestro canino e pode responder & interacdo entre E2 e ERb contribuindo para o
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aparecimento dos sinais apoptoticos durante a regressdo luteinica. Apesar do mRNA de FST e
CCLS5 estarem presentes no CL canino, estes ndo apresentam variagoes significativas durante a
formagéo, manutencéo e regressdo do corpo luteo. Assim, o papel desta expressdo precisa ser

melhor investigado.
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