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MELATONINA: RECEPTORES DE MEMBRANA E ACAO NA EXPRESSAO
GENICA DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NO UTERO DE EGUA.

RESUMO

A melatonina apresenta a capacidade de minimizar ou de até atenuar a atividade das
vias inflamatdrias responsaveis pela persisténcia do processo inflamatério. Apesar
das éguas serem influenciadas pelo fotoperiodo, ainda € desconhecida a agédo da
melatonina no utero de éguas. Os objetivos desse estudo consistem: i) verificar a
expressao génica dos receptores MT1 e MT2 de melatonina no endométrio de éguas,
e se a inflamacgao interfere na expressao de cada receptor. ii) citotoxicidade da
melatonina em células endometriais nas concentragdes de 0,5 mMol.L"', 1 mMol.L",
2 mMol.L”', 4 mMol.L"" e 8 mMol.L". iii) verificar a influéncia da melatonina na
expressao génica das citocinas IL1-(, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a em explantes uterinos
de éguas em 6, 12 e 24 horas de cultivo. Cada objetivo foi dividido em trés
experimentos, sendo, o primeiro, realizado com 12 biopsias uterinas, metade derivada
de uma infusdo com 10° de espermatozoides vivos/mortos. O segundo experimento
foi verificado a toxicidade da melatonina em células endometriais. O terceiro, com o
uso das concentragdes menos citotoxicas de melatonina, 54 explantes uterinos de trés
uteros foram cultivados por 6, 12 e 24 horas, expostos a uma suspensao espermatica
com 10 milhdes de espermatozoides vivos/mortos por mililitro. Foi observado a
expressao génica dos receptores de membrana MT1 e MT2 no endométrio de éguas,
porém o processo inflamatério com espermatozoides néo foi capaz de interferir na
sintese de RNAm. As concentragdes menos citotdxicas foram as de 0,5 mMol.L"" e 1
mMol.L-'. No experimento 3, nio foi possivel de se verificar a agdo concreta da
melatonina na expressao génica relativa das citocinas inflamatorias, apesar de a IL1-
B ter apresentado uma diferenga nas 24 horas de cultivo. Provavelmente se o tempo
de cultivo fosse de até 48 horas com o uso de espermatozoides poderia se ter

certificado uma melhor dinamica na expressao entre os tratamentos.

Palavras-chave: Egua, Utero, Melatonina, Receptores, Citocinas.



MELATONIN: MEMBRANE RECEPTORS AND ACTION ON THE GENE
EXPRESSION OF INFLAMMATORY CYTOKINES IN THE UTERUS OF MARES

ABSTRACT

Melatonin can minimize or even attenuate the activity of inflammatory pathways
responsible for the persistence of the inflammatory process. Although mares are
affected by photoperiod, the effect of melatonin in the uterus of mares is still unknown.
The objectives of this study are: i) to examine the gene expression of the melatonin
receptors MT1 and MT2 in the endometrium of mares and determine whether
inflammation affects the expression of each receptor. ii) cytotoxicity of melatonin in
endometrial cells at concentrations of 0.5 mMol.L™', 1 mMol.L", 2 mMol.L™', 4 mMol.L-
Tand 8 mMol.L™". (iii) To examine the effect of melatonin on gene expression of the
cytokines IL1-B, IL -6, IL -8, IL -10, and TNF-a in uterine explants from mares after 6,
12, and 24 hours of culture. Each objective was divided into three experiments, the
first using 12 uterine biopsies, half of which were derived from an infusion of 10°
live/dead sperm. The second experiment checked the toxicity of melatonin in
endometrial cells. In the third experiment, using the least cytotoxic concentrations of
melatonin, 54 uterine explants from three uterine were cultured for 6, 12, and 24 hours
and exposed to a sperm suspension containing 107 live/dead sperm per milliliter. Gene
expression of the membrane receptors MT1 and MT2 was observed in the
endometrium of mares, but the inflammatory process with the sperm was not able to
affect the mRNA synthesis of the receptors. The least cytotoxic concentrations were
0.5 mMol.L-* and 1 mMol.L™". In experiment 3, it was not possible to verify the specific
effect of melatonin.

Keywords: Mare, Uterus, Melatonin, Receptors, Cytokines.
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1 INTRODUGAO

A endometrite persistente pds-cobertura (EPPC) caracteriza-se por um disturbio
inflamatorio, observado em algumas éguas, que apresentam a dificuldade em
promover uma eficiente limpeza uterina requerida apos a presencga do sémen no utero
(TROEDSSON et al., 2001). Atribui-se a essa persisténcia inflamatoria pela atividade
prolongada das citocinas pré-inflamatérias IL-1B3, IL-6 e TNF-a por mais de 6 horas,
mantendo-se elevadas acima de 24 horas {Formatting Citation}. Além disso, é
observado um bloqueio das anti-inflamatérias IL-10 e IL-1RN (WOODWARD et al.,
2013). Em éguas que nado apresentam o disturbio inflamatério, ditas como resistentes
a EPPC, observa-se uma atividade das citocinas pro-inflamatoria predominante dentro
de 6 horas da presenca do sémen e, em seguida, as citocinas anti-inflamatorias
comegam a cessar a cascata de inflamagéo dentro de 24 a 36 horas (WOODWARD
et al., 2012).

O estudo de novas moléculas que poderao auxiliar na contencédo do processo
inflamatorio bem como a capacidade de exercer a protegdo contra agentes nocivos
deve ser o principal foco das pesquisas implicadas na resolugdo da EPPC em éguas.
Para tanto, a melatonina, um horménio produzido pela glandula pineal e em diferentes
tecidos, varias pesquisas apontam a sua capacidade de promover a regulagdo e a
protecdo contra agentes nocivos responsaveis por promover a cascata inflamatoria

persistente.

No processo inflamatério, a melatonina € implicada por agir diretamente,
através de sua acdo antioxidante sobre as EROs, ou indiretamente, por meio da
ativacdo de genes de antioxidantes naturais ou através de bloqueadores de
inflamassomas. Ja foi observado essa acdo em tecidos submetido a raios ionizantes
(ORTIZ et al.,, 2015), na protecado contra a agcao nociva dos glicocorticoides na
regeracao de condrécitos (YANG et al., 2017b) e, até mesmo, no bloqueio de genes
pro-apoptoticos (SHIU et al., 2013; ORTIZ et al., 2015; ZHANG et al., 2016; CHEN et
al., 2020). Em experimentos envolvendo o uso de lipopolissacarideos (LPS) em meios
de cultivo foi observado que a melatonina foi capaz tanto de bloquear por meio dos
receptores TLR-4 a TLR-2, além de promover a upregulation do gene SIRT-1
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responsavel por inativar o inflamassoma NLRP-3 (PENG et al., 2018; ARIOZ et al.,
2019; CHEN et al., 2020; WU et al., 2020). Além disso, esse hormbnio promove o
bloqueio na ativagao de outro inflamassoma, o NF-kB, que induz a transcrigdo nuclear
da pro-IL-1B (interleucina inativa) (ORTIZ et al., 2015; CHEN et al., 2020). A pro-IL1-
B acaba sendo transformada na forma ativa (IL-1B) através da clivagem executada
pela caspase-3, enzima que ¢é ativada pela acdo do NLRP-3. A IL-1[3, quando ativa, é
capaz de manter ativa a persisténcia do processo inflamatorio, além de
desencadeadora da expressao de IL-6 e IL-10 e da IL1-ra (DUVAL et al., 2019).

Nos tecidos onde ja foi comprovada a sua atuagdo, a melatonina pode se ligar
em um ou mais receptores especificos, pois ha trés nucleares, o RZR-a, ROR-a e
RZR/ROR, e mais outros trés de membrana, o MT1, MT2 e MT3, sendo o ultimo
associado a uma enzima (CARRILLO-VICO et al., 2013). Em tecidos reprodutivos, ja
foi constada a presencga dos receptores MT1 e MT2 no ovario de ratos (PAL; HALDAR,;
VERMA, 2022), no miométrio de mulheres (SHARKEY et al., 2009), no utero de vacas
(DIRANDEH; ANSARI-PIRSARAEI; THATCHER, 2022) e no testiculo e epididimo de
carneiros (GONZALEZ-ARTO et al., 2017). A administracdo de melatonina, além de
bloquear a atividade inflamatéria, aumenta a expressao do préprio receptor MT1 no
tecido ovariano (PAL; HALDAR; VERMA, 2022). Essa caracteristica também foi
observada em vacas leiteiras prenhes aos 16 dias de gestagao, onde niveis séricos
de melatonina foi elevado, em relagdo as que tiveram morte embrionaria, onde se
observou no endométrio maiores expressdes génicas do receptor MT1 (DIRANDEH,;
ANSARI-PIRSARAEI; THATCHER, 2022).

As concentragdes utilizadas de melatonina em cultivo de tecidos, gametas e
embrides situam-se de 0,5 nMol a 2 mMol. No cultivo de condrécitos foi observado
que concentragdes superiores a 4 mMol apresentou maior citotoxicidade (CHEN et al.,
2020). Em espermatozoides equinos foram as menores concentragdes testadas em
células reprodutivas, entre 0,5 nMol a 1 yMol (BALAO DA SILVA et al., 2011).

Na espécie equina, as pesquisas envolvendo melatonina apenas se restringe
na influéncia desta na atividade ciclica de éguas e, diferente ao que ja se conhece em
outras espécies, ainda é desconhecida a sua agao na atividade inflamatéria. Sendo
assim, os objetivos desse estudo sao de: i) verificar a expressao génica dos receptores
MT1 e MT2 de melatonina no endométrio de éguas, e se a inflamacéo interfere na
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expressdo de cada receptor; ii) avaliar a citotoxicidade da melatonina em células
endometriais nas concentragdes de 0,5 mMol.L-*, 1 mMol.L"", 2 mMol.L"", 4 mMol.L""
e 8 mMol.L"; e iii) verificar a influéncia da melatonina na expressido génica das
citocinas IL1-3, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a em explantes uterinos de éguas em 6, 12 e

24 horas de cultivo.

3  REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mediadores inflamatérios no utero de éguas

A presencga de um processo inflamatorio transitério associado a uma atividade
miometrial eficiente promovem uma eficiente limpeza uterina apos o contato do sémen
e de bactérias no utero (TROEDSSON et al.,, 2005; FEDORKA et al., 2016). Em
condigdes normais, o processo inflamatorio uterino em éguas perdura por 24 a 36
horas do contato com sémen e de bactérias no utero (TROEDSSON; WOODWARD,
2016). As interleucinas IL-1a e IL-1B, além de determinarem atividade pro-
inflamatdria, também sao precursoras de outras moléculas de agao similar como o
interferon-gama (IFN-3) (FEDORKA et al., 2016). Ha a participagdo no inicio do
processo inflamatorio, logo apds o contato do sémen no utero, do Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-a). As interleucinas de agao anti-inflamatéria apresentam sua agao
marcadamente expressiva a partir das 6 horas do inicio da atividade inflamatéria, com
a expressao de RNAm das IL-10 e IL1-RN sendo responsaveis por cessar o processo
inflamatério dentro de 24 a 36 horas (WOODWARD et al., 2012). No entanto, a IL-6
apresenta caracteristicas distintas dependendo do momento da atividade inflamatoria;
no inicio, contribui para a sua instalagdo e depois de 6 horas auxilia em cessar a
endometrite (TILG et al., 1994).

O equilibrio na acdo entre agentes pré- e anti-inflamatérios na endometrite &
fundamental para a eficiéncia da limpeza uterina. Entretanto, em algumas éguas,
observa-se um desequilibrio na agao destes, resultando na persisténcia do processo
inflamatério (Endometrite Persistente P6s Cobertura — EPPC). Em parte, deve-se a

baixa expresséo de citocinas anti-inflamatérias como a IL1-RN e IL-10, em relagéo a
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éguas resistentes a EPPC, quando avaliada nas primeiras 6 horas apos a
inseminacao artificial WOODWARD et al., 2013). Contudo, no mesmo estudo, ndo se
observaram diferengas significativas entre éguas susceptiveis e resistentes a EPPC
quanto a produgao dos agentes pro-inflamatorios TNF-a e IFN-5. Em éguas infectadas
experimentalmente com Escherichia coli, observou-se nas éguas susceptiveis um
incremento na expressao das IL-13 e IL-8 nas primeiras 24 horas, com a primeira
permanecendo aumentada em até 72 horas em relagdo as éguas resistentes
(CHRISTOFFERSEN et al., 2012). A persisténcia do processo inflamatoério propicia
um ambiente uterino indspito para a sobrevivéncia embrionaria, o que contribui em

uma maior perda gestacional das fémeas susceptiveis a EPPC.

3.2 Melatonina: Agao antioxidante e bloqueio da cascata inflamatoéria

A inibicdo da cascata inflamatoria pode ser realizada de forma direta, através
da acao antioxidante, e indireta por meio do aumento da expressao génica benéfico.
A acédo indireta pode ocorrer por meio do aumento da expressdo génica de
antioxidantes celulares, de bloqueadores de inflamassomos e de genes pro-
apoptoticos sobre as espécies reativas de oxigénio (EROs), que promovem a
lipoperoxidagdo da membrana plasmatica, fragmentagcdo do DNA, a ativagdo de genes
apoptoticos e disfungao da atividade mitocondrial (ORTIZ et al., 2015).

A acao antioxidante direta auxilia no combate as EROs, as quais sao
responsaveis por promover a lipoperoxidagédo lipidica, fragmentacdo do DNA e
danificar a mitocéndria, além de aumentar disponibilidade de moléculas antioxidantes
que nao sofreram a oxidacdo. No entanto, a agdo antioxidante pode ser indireta,
através do aumento da expressdo de RNAm de genes de agentes antioxidantes como
a superperoxido dismutase, catalase, glutationa e malonaldeido (ZHAO et al., 2017).

A melatonina vem sendo alvo de pesquisas que tangem a agao desta no
controle do processo inflamatério em diferentes espécies animais e em diferentes
condi¢gdes nocivas em varios estudos. Em um estudo, avaliando a agdo da melatonina

subcutanea no tratamento de vacas com mastite subclinica, observou-se que 4,64
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mg/vacal/dia, por 4 dias consecutivos, reduziu a quantidade de células somaticas
(CCS) no leite, principalmente nas fémeas que tiveram 1 bilhdo de CCS (YANG et al.,
2017a). No mesmo estudo foi observada uma reducado dos niveis plasmaticos de
cortisol no grupo tratado. Em outra pesquisa, relacionando a agao da melatonina no
controle do processo inflamatorio em fibras musculares cardiacas de ratos, observou-
se que a administracdo da mesma atenuou parcial e até mesmo totalmente a
expressao das mieloperoxidase, além de diminuir o RNAm das citocinas TNF-a, IL1-
B e IL-6, responsaveis pela lesdao muscular, intermediada por ela via a acdo do Fator
NF-kB (VENEROSO et al., 2009). Em humanos submetidos a corridas extenuantes,
foi observado que a administracao oral de melatonina reduziu os niveis de TNF-a e
IL1-RA implicados no processo inflamatério, e controle do estresse oxidativo (OCHOA
et al.,, 2011).

O uso da melatonina nao fica apenas restrito a seu uso isolado, mas também
como terapia complementar a outro tratamento, como em pacientes com a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). A SIDA promove a redugao dos niveis de IL-1
e IL-6, e a adicdo de melatonina no tratamento, em um estudo, possibilitou o0 aumento
destas citocinas pro-inflamatorias vitais para o0 aumento da imunidade (WICHMANN
et al, 1996). Os mecanismos de acao pleitropica da melatonina refletem
decisivamente contra a sepse, bloqueando a expressao excessiva de agentes pro-
inflamatorios, em especial a de TNF-a em ratos, associado com ocitocina (ERBAS et
al., 2013), e no aumento dos niveis de IL-10 local e sistemicamente (CARRILLO-VICO
et al., 2005). A melatonina, através da estimulagdo de receptores MT1, promove a
inibicdo da atividade do NF-kB, o qual & implicado pela ativagdo do gene P27 KIP-1,
que é o promotor da proliferacdo de células tumorais do cancer de préstata, servindo,
portanto, como alternativa em conjunto a quimioterapia em humanos acometidos
(SHIU et al., 2013). Os glicocorticoides sao coadjuvantes no tratamento de afecgbes
intra-articulares, pois amenizam a dor e minimizam a atividade inflamatéria. Contudo,
estes antinflamatérios esteroidais reduzem a formacdo da matriz extracelular,
dificultando a regeneracdo dos condrocitos. Entretanto, foi observado que a
administragdo prévia de melatonina a dexametasona, em cultivos in vitro de
condrdcitos articulares de rato, possibilitou a preservagao celular, ao passo que ao
contrario, ndo se observou efeito de protegdo (YANG et al., 2017b).
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Em pesquisas mais recentes sobre a rota inflamatéria ligada a IL-1B, a
melatonina promove o bloqueio dos inflamassomas como, NLRP3 e NF-kB (ORTIZ et
al., 2015; CHEN et al., 2020; WU et al., 2020). Na indugédo de mucosite por radiagao
em ratos, uma das protecoes exercidas pela melatonina foi através do bloqueio do
inflamassoma NLRP3, sendo este o ativador da Caspase-3, enzima responsavel pela
clivagem da Pro-IL-1B em IL1-B, que é a forma ativa (ORTIZ et al., 2015). (Fig. 1).
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Fig. 1. Vias de inibicdo da melatonina na ocorréncia de mucosite oral induzida por radioterapia. A
produgcdo de EROs induzida pela radiagdo ionizante promoveu a ativagdo do NF-kB,
degradagédo do DNA e lesdo mitocondrial. A disfungdo mitocondrial causada pela lesdo da
mitocondria promove o aumento da producgao de EROs, na ativagédo do inflamassoma NLRP3
e na indugdo da apoptose celular. A melatonina foi capaz de bloquear nos principais locais de
acao das ERO's, o qual inibiu a cascata inflamatéria. Adaptado de ORTIZ et al. (2015).

A comprovacdo da manutencdo dessa cascata inflamatéria também foi
observada no processo degenerativo da cartilagem intervertebral, onde essa via

inflamatoéria permanecia ativa por meio da retroalimentagcdo positiva ocorrida pela
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propria IL1-B (CHEN et al., 2020). No bloqueio da via inflamatéria descrita acima, o
NAD-dependente de acetilase sirtuin-1 (SIRT-1) é ativado pela melatonina, o qual
promove a desacetilagdo de varios genes alvo incluindo proteinas histonas, p53, NF-
kB implicados em promover, respectivamente, a ativagao de genes apoptoticos como
o (BCL-2 e o BAX-2) e a persisténcia do processo inflamatério (ARIOZ et al., 2019).
Em paralelo ao bloqueio do NF-kB, a persisténcia da atividade inflamatoria causada
pela ativagao da Caspase-3 por meio do NLRP3 ¢ inibida. (PENG et al., 2018). WU et
al. (2020), avaliando a manutengao do processo alérgico nas vias respiratdrias em
murinos, observaram um aumento na ativacdo dos receptores Toll-like-receptors-2
(TLR-2), o qual, quando estimulado, aumenta a expressao de IL1-B e IL-18. Além
disso, os autores verificaram que diminuia a expressao dos genes ASMT e AANAT,
que sdo precursores da melatonina. A administracdo da melatonina promovia a
diminuicdo da expressdo do TLR-2 e, portanto, aumentava a expressdo das

precursoras de melatonina.

A acgéo nociva dos LPS das bactérias gram negativas nos tecidos ja é bem
conhecida, e pode estar associada a disturbios metabdlicos que levam tanto a indugao
do processo inflamatério, quanto na persisténcia deste. PAL et al. (2022),
administrando 100 pg/kg de peso vivo de LPS em Golden hamsters, observaram um
aumento de efeitos nocivos no tecido ovariano, desde uma deformidade da parede
folicular e aumento na atresia de foliculos ovarianos, um estresse metabdlico e da
persisténcia da atividade inflamatéria. O processo inflamatério foi em decorréncia do
bloqueio na expresséo de genes como ERa, T3 e T4, na redugcdo no RNAm dos
receptores MT1, superperdxido dismutase e catalase. Além disso, houve o aumento
na expressao de genes responsaveis pela persisténcia do processo inflamatério como
NF-kB, Capase-3, TNF-a e COX-2. A melatonina foi capaz de reverter a agao nociva
causada pela LPS no tecido ovariano, o que proporcionou ha melhora da qualidade
folicular quando aplicada 5 mg/kg de peso vivo da indoleamina (Fig. 2).
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Fig.2. Diagrama esquematico que ilustra o bloqueio dos efeitos nocivos pela melatonina, causados pela
inducédo das LPS no tecido ovariano em hamster adultos Golden. Adaptado de PAL et al. (2022).

3.3 Sintese e tecidos-alvo de melatonina

A melatonina (N-Acetyl-5-metoxitriptamina) é uma pequena indoleamina
lipofilica produzida de forma ritmica pelos tecidos neurais da glandula pineal, sendo
responsavel pela regulacdo do ciclo circadiano no nucleo supraquiasmatico no
hipotalamo de mamiferos (CARRILLO-VICO et al., 2013; PFEFFER; KORF; WICHT,
2018). Todavia, através do uso de anticorpos altamente sensiveis as
indolealquilaminas foi observado que ha producdo extrapineal da indoleamina em
tecidos como retina, cerebelo, epitélio das vias respiratorias, figado, rins, adrenais,
timo, tireoide, pancreas, ovario, placenta e endométrio (KVETNOY, 1999). Das quatro
enzimas precursoras do horménio, a Triptofano-Hidroxilase (TPH1), Descarboxilase
de L-aminoacidos aromaticos, Arilalquilamina-N-acetil-transferase (AANAT) e a
Hidroxi-indole-O-Metil Transferase (HIOMT), destacam-se as duas ultimas para a
comprovagéao especifica da sintese. Além disso, ja foi verificada a mutagao de alguns
genes que podem interferir na sua biossintese, o que pode estar implicado em casos
de disturbios inflamatérios (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2010). A AANAT, ou
também denominada Serotonina N-Acetil-transferase, apresenta sua atividade
aumentada pela agcdo da glutationa peroxidase (MORITANI et al., 2018). A
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suplementagdo com melatonina aumenta ndo s6 a expressédo génica de receptores
MT1, mas a expressdo de RNAm de genes antioxidantes naturais como a catalase,
superperoxido dismutase e da glutationa peroxidase (ZHAO et al., 2017). Em células
da granulosa de ovelhas, DUAN (2022) constatou a presenga de receptores e dos
precursores primordiais da biossintese de melatonina, a enzima AANAT e HIOMT.

A agao da melatonina vem sendo comprovada em varios tecidos e em gametas
e embrides. Essa indoleamina € capaz de propiciar um aumento de imunidade em
casos de imunossupressao, e de imunodeprimir em situagdes de choque séptico onde
o processo inflamatério estd exacerbado (CARRILLO-VICO et al.,, 2013). Em
disturbios inflamatérios que permaneciam ativos nas vias respiratérias de ratos, a
melatonina também foi capaz de bloquear os precursores ativadores, os quais séo
responsaveis pela manutengéo da inflamagao (PENG et al., 2018; WU et al., 2020).
Além das pesquisas supracitadas, ha a constatacdo na preservacao celular contra a
acao nociva da persisténcia do processo inflamatério, como o que ocorre em
condi¢bes de exercicio extenuante em células cardiacas em ratos (VENEROSO et al.,
2009) e de humanos (OCHOA et al., 2011), além de ser comprovada prote¢cao na
regulacao epigenética cardiovascular (FAVERO et al., 2017a). Além disso, ha
pesquisas em humanos que comprovaram sua agdo como anti-hipertensiva e anti-
lipidémica (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2010), como adjuvante na terapia ao
combate de células tumorais (SHIU et al., 2013).

Na reproducao, especificamente no utero, a melatonina promove sinergismo
com a ocitocina na contragdo uterina do miométrio de mulheres no final de gestacéo
(SHARKEY et al., 2009). BROCKUS et al. (2016) verificaram que a administragéo oral
de 20 mg de melatonina/novilha entre os 190 e 262 dias de gestagao possibilitou no
aumento de 25% no fluxo sanguineo no utero, o que poderia ser utilizado como terapia
complementar em gestagbes com comprometimento vascular. Em vacas gestantes,
porém em outra pesquisa, foi comprovado que as fémeas prenhes no inicio da
gestagao (32 dias de gestagdo) tiveram maior expressao de receptores MT1 e de
melatonina, em comparag¢ao a fémeas que tiveram morte embrionaria (DIRANDEH,;
ANSARI-PIRSARAEI; THATCHER, 2022). Além disso, os pesquisadores também
observaram uma maior expressao de genes responsaveis pela regulagdo da apoptose
no utero (MDM2, MTBP e LIF).
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Em gametas e embrides, tanto na criopreservagcdo quanto na protegcédo de
agentes nocivos, foi observada uma agao pela melatonina. Em espermatozoides
equinos, apesar de nao ter evidenciado a presencga de receptores MT1 e MT2 nas
células, a exposi¢cao a indoleamina possibilitou uma protegdo antioxidante (BALAO
DA SILVA et al., 2011). Em odécitos vitrificados/reaquecidos de ratos, a concentragéao
de 10 Mol.L"" foi capaz de melhorar a taxa de sobrevivéncia de embrides de ratos
(ZHANG et al.,, 2016), e em outro estudo na mesma espécie, de melhorar a
implantagdo embrionaria por meio da protecao a agente ionizante (ZHAO et al., 2017).

3.4 Receptores de membrana e nucleares de melatonina

A investigacédo dos receptores de ligacdo e os mecanismos de funcionamento
sdo fundamentais para o estudo dos mecanismos de acdo dos hormodnios. A
melatonina apresenta dois receptores de membrana, MT1 e MT2 e, possivelmente um
terceiro, o MT3, embora ndo considerado um receptor classico, por estar associado a
uma enzima, mas esta presente na membrana plasmatica. Ha trés receptores
nucleares denominados de RZR-a, ROR-a e RZR/ROR, distribuidos em distintos tipos
celulares no organismo (CARRILLO-VICO et al., 2013).

Dentre os receptores mais observados se destaca os de membrana, presentes
no tecido reprodutivo. No miométrio de mulheres foi evidenciado tanto a presencga dos
receptores MT1 quanto do MT2, e foi observado que aumentava a expressao de
receptores de ocitocina quando da administragdo do horménio (SHARKEY et al.,
2009; OLCESE; BEESLEY, 2014). Além disso, a placenta de mulheres que tiveram
perda gestacional tiveram uma menor expressao génica dos receptores MT1 e MT2.
Na implantacdo embrionaria, a melatonina foi implicada por facilitar a entrada do
citotrofoblasto no endométrio, além de melhorar a vascularizagdo sanguinea
(WADDELL et al., 2012). No tecido ovariano de camundongos, a exposi¢cao aos
lipopolissacarideos (LPS) reduziu a expresséo dos receptores MT1, porém quando a
indoleamina foi administrada no meio de cultivo, possibilitou a sintese de tal receptor,
além do bloqueio da cascata inflamatdria (PAL; HALDAR; VERMA, 2022). Nos
testiculos de carneiros, GONZALEZ-ARTO et al. (2017) verificaram por meio da
imuno-histoquimica a presenca dos receptores MT1 e MT2 em espermatogdnias,
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espermatides e espermatozoides nos tubulos seminiferos, e os MT2 no fluido

epididimario, porém, nas células de Leydig e Sertoli ndo foi observada.

A presenga dos receptores MT1 e MT2 n&o fica apenas restrita no tecido
reprodutivo, mas ja foi também observado em gametas. Nas células da granulosa de
ovelhas, a presenca dos receptores ja foi certificada, porém quando da exposi¢cao ao
estradiol, via receptores do estrogeno (ERA e ERB), foi capaz de reduzir a expressao
dos receptores de melatonina (DUAN et al., 2022).

Entretanto, em espermatozoides equinos, em um estudo para verificar a agao da
melatonina sobre estas células, embora observou-se apenas uma significativa
redugdo na peroxidagao lipidica (antioxidante), ndo foi identificada a presenga de
receptores de membrana (BALAO DA SILVA et al., 2011).

3.5 Cultivo ex vivo de explantes uterinos

A plataforma ex vivo por meio do uso de explantes é uma alternativa de estudo
que pode mimetizar as condigdes in vivo do tecido. Ha estudos com o uso de explantes
de tecidos reprodutivos, como a placenta de humanos (DUVAL et al.,, 2019), e
endométrio de equinos (NASH et al., 2008, 2010; DE BARROS, 2019) e bovinos
(BORGES; HEALEY; SHELDON, 2012).

Em explantes de endométrio bovino cultivados, foi observada uma resposta
inflamatoria similar ao ocorrido em bidpsias uterinas (BORGES; HEALEY; SHELDON,
2012). Nesse estudo, o material foi coletado com uso de um punch dermatoldgico,
pois percebeu-se uma menor expressao de citocinas inflamatorias em comparacéo ao
coletado por bisturi. Um estudo similar visou comparar o perfil de transcritomas de
explantes de endométrio equino e de biopsias, bem como de verificar o
comportamento entre os dois tipos de tecido mediante a exposigdo aos LPS (DE
BARROS, 2019). Na comparagao de transcriptomas de explantes de endométrio
equino cultivados in vitro em relagcdo aos obtidos por bidpsias, foi observada uma
diferenca entre ambas nas primeiras 24 horas de cultivo; porém, nas 48 horas o perfil
foi similar (DE BARROS, 2019). No mesmo estudo, porém, avaliando a concentragcéo

de PGF2a presente no meio quando exposto as concentragdes de 0,3 uyg/mL, 1 ug/mL
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e 3 ug/mL de LPS, foi verificada uma menor concentragdo no explantes cultivados in
vitro, mas que nas 48 horas o acumulo de PGF2, foi similar aos explantes in vivo.
Entretanto, em explantes bovinos, apds a exposicdo a cepas das bactérias de
Escherichia coli e Trueperella pyogenes, um acumulo de IL-13, IL-6 e IL-8 ja foi
observado nas 24 e 48 horas de cultivo (BORGES; HEALEY; SHELDON, 2012).

NASH et al. (2008), cultivando explantes de endométrio, verificaram com o uso
de LPS um aumento nas concentragbes de PGF24, avaliada por radioimunoensaio.
Entretanto, em outro estudo utilizando 107 espermatozoides vivos/mortos, os mesmos
autores observaram menores concentragdes de PGF2,, porém em 24 a 72 horas de
cultivo, além de que com maiores concentragdes de PGF2, obteve maiores
expressoes de IL-8 (NASH et al., 2010).
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RESUMO

O desiquilibrio entre os mediadores pro-inflamatorios e anti-inflamatérios observado
em algumas éguas apos o contato do sémen no utero leva a endometrite persistente
pos-cobertura. A melatonina, por meio dos receptores MT1 e MT2 nos tecidos
reprodutivos, € conhecida por bloquear a cascata inflamatéria. No entanto, em
equinos, é desconhecida a presenca de receptores de melatonina no utero. O objetivo
desse estudo consiste em verificar a expressao génica dos receptores MT1 e MT2 de
melatonina no endométrio de éguas, e se a indugao inflamatoria espermatica interfere
na expressao de cada receptor. Seis éguas no estro na eminéncia da ovulagao foram
submetidas, cada, a uma infusdo uterina com os seguintes tratamentos: COM/SPTZ
(1 bilhdo de espermatozoides vivos/mortos) e SEM/SPTZ (solugao fisioldgica). Apds
6 horas da infusdo uterina, foram coletadas as bidpsias uterinas, sendo submetidas
posteriormente a analise de RNAm. Houve a expressao génica relativa dos receptores
MT1 e MT2, porém, ndo houve diferencga relativa na quantidade de RNAm para cada
receptor entre os tratamentos COM/SPTZ e SEM/SPTZ (P>0,05). Conclui-se que ha
expressao génica dos receptores MT1 e MT2 de melatonina no endométrio da égua,
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e que a extenuagao do processo inflamatorio com espermatozoides nao foi capaz de

interferir na sintese de RNAm de tais receptores.

Palavras-chave: Egua; Endométrio, MT1, MT2, Inflamacéao

INTRODUCAO

A endometrite transitoria € um processo requerido que auxilia na limpeza
uterina apds o contato do sémen no utero (TROEDSSON, 2006; FEDORKA et al.,
2017). Essa atividade inicialmente acontece por meio de citocinas pro-inflamatorias
como as interleucinas (IL) IL-1a, IL-1p8, IL-6 (no inicio), IL-8, Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a) e Interferon-Gama (IFN-3) (TILG et al., 1994; WOODWARD et al., 2012,
2013; FEDORKA et al., 2017). O processo inflamatério normalmente persiste variando
de 24 a 36 horas apds a deposi¢cao do sémen no utero, e para isso, € desencadeiado
uma acgao anti-inflamatéria que inicia a partir de 6 horas, promovida pela IL-10 e IL-
1RN (WOODWARD et al., 2012).

O desiquilibrio entre os mediadores pré-inflamatérios e anti-inflamatoérios é
observado em éguas que apresentam acumulo de secregbes apds o contato do
sémen no utero. Esse disturbio inflamatoério leva a endometrite persistente pds-
cobertura — EPPC, e é caracterizada pela baixa expressao das citocinas anti-
inflamatorias IL-1RN e IL-10, em comparagdo a éguas resistentes a EPPC apos 6
horas do inicio da atividade inflamatéria (WOODWARD et al., 2013). No entanto, no
mesmo estudo, ndo foi observado diferengas na expressao génica dos agentes pro-

inflamatdrios TNF-a e IFN-8 entre as resistentes e as susceptiveis a EPPC.

A infusédo intrauterina com melatonina podera ser uma alternativa que auxiliara
na regulagdo do processo inflamatorio em éguas com EPPC, pois apresenta uma
capacidade de proteger as células contra agentes nocivos e de bloquear a
persisténcia da atividade inflamatéria. A melatonina € uma pequena indoleamina
inicialmente descoberta a sua sintese na glandula pineal, sendo responsavel pela

regulacao do ciclo circadiano no nucleo supraquiasmatico do hipotalamo (CARRILLO-
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VICO et al., 2013). Além disso, também é atribuida a melatonina a capacidade de
protegcdo contra raios ionizantes (ORTIZ et al., 2015), de proteger a matriz da
cartilagem aos glicocorticoides (YANG et al., 2017b) e, até mesmo, o bloqueio de
genes pro-apoptoticos, sao algumas das agbes comprovadas dessa indoleamina
(SHIU et al., 2013; ORTIZ et al., 2015; ZHANG et al., 2016; CHEN et al., 2020). PAL
et al. (2022) observaram que a melatonina foi capaz de reverter as lesbes causadas
no tecido ovariano de Golden Hamsters quando exposto aos lipopolissacarideos
(LPS) bacterianos.

As acgdes direta e indireta promovida pela melatonina de protegao e regulagéo
do processo inflamatério depende ndo s6 da presenca de um receptor especifico no
tecido, mas também do tipo de receptor presente. O hormébnio apresenta seis tipos de
receptores, sendo, trés de membrana, o MT1 e MT2 e, possivelmente um terceiro, o
MT3, que, apesar de n&o ser um receptor classico, esta associado a uma enzima
presente na membrana. Ja os trés receptores nucleares sdo o RZR-a, ROR-a e
RZR/ROR, sendo os quais constatados em distintos tipos celulares no organismo
como em leucécitos (CARRILLO-VICO et al., 2013). Os receptores o MT1 e 0 MT2
sdo os mais constatados em tecidos reprodutivos, sendo, os quais, encontrados no
utero de mulheres (OLCESE; BEESLEY, 2014) e vacas (DIRANDEH; ANSARI-
PIRSARAEI; THATCHER, 2022), no ovario de ratos (PAL; HALDAR; VERMA, 2022),
e no testiculo e epididimo de carneiros (GONZALEZ-ARTO et al., 2017).

A expressao génica local dos receptores MT1 e MT2 pode determinar em uma
acao local especifica. Além disso, a constatacdo destes podera servir como
plataforma de estudos para a resolucéo de disturbios inflamatérios, como na EPPC.
Assim sendo, o objetivo desse estudo consistiu em verificar a expressdo génica dos
receptores MT1 e MT2 de melatonina no endométrio de éguas, e se a indugao
inflamatdria espermatica interfere na expressao de cada receptor.
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MATERIAL E METODOS

Animais e delineamento experimental

A pesquisa foi conduzida de acordo com as normas institucionais de bem-estar
e de uso de animais em pesquisa, aprovada sob o numero de protocolo 028/2018,
pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Barriga Verde —
UNIBAVE (CONCEA CIAEP N° 01.0519.2018), Orleans, Santa Catarina.

Foram utilizados dois estros de seis éguas mestigas da raga crioula, com a faixa
etaria entre 5 e 12 anos de idade, sem histérico de problemas reprodutivos. Os
animais foram submetidos a um fotoperiodo de 15 horas de luz por dia, sendo
fornecido 30 dias antes e durante a realizagao do estudo.

Os estros de cada fémea foram identificados por meio da palpacgao retal e
ultrassonografia com transdutor retal de 7,5 MHZ (Mindray, DP20®, China). Na
presenca de um foliculo ovariano de = 35 mm de diametro, da auséncia de um corpo
luteo e de um edema endometrial presente, foi realizada a indugédo da ovulagdo com
1.500 Ul de hCG por via IV (Vetecor® HERTAPIE CALLIER). Apds 36 horas do uso
do indutor da ovulagao, o primeiro estro de cada éguas foi aleatoriamente distribuido

aos seguintes tratamentos:

- C/ISPTZ - Infusdo uterina com uma suspensao espermatica 1 bilhdo de
espermatozoides (vivos/mortos), diluidos em 20 mL de uma solugédo salina estéril
aquecida a 37 °C (NaCl a 0,9%).

- S/ISPTZ - Infusao uterina com 20 mL de uma solugao salina estéril aquecida
a 37 °C (NaCl a 0,9%).

Apos 6 horas da infusdo uterina, foram coletados de cada tratamento uma
biépsia uterina por meio de uma pinga do modelo Yeoman, de acordo com (KELLER
et al., 2018). Os fragmentos de endométrio foram armazenados em tubos criogénicos
de 2 mL (CORNING®, CNG430659), sendo imediatamente armazenadas em
Nitrogénio Liquido.
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Extracao e transcrigcao reversa do RNA

O RNA extraido de cada amostra (C/SPTZ e S/SPTZ) foi obtido de 60 mg de
tecido uterino, sendo extraido e purificado em coluna de silica por centrifugagao. Os
procedimentos foram de acordo com as orientagbes do fabricante (SV Total RNA
Isolation System® PROMEGA®, Wisconsin, EUA). No entanto, antes da introdugdo na
solugédo de lise, o tecido congelado foi fatiado com uma lamina de bisturi em pequenos
fragmentos e, posteriormente, depositado na solugdo de lise. A desintegracdo do
fragmento na solugéo de lise foi auxiliada por meio de uma agulha 18 G acoplada a
uma seringa e, posteriormente, utilizada uma agulha 21 G de calibre. O RNAm foi
eluido em 100 yL em H20 ultrapura. A transcricao reversa foi realizada de acordo com
as instrugbes do fabricante (MultiScribe®, Applied Biosystems, THERMOFISCHER
SCIENTIFIC, EUA).

Tanto o RNAm, quanto o cDNA foi mensurado por medicdo fotomeétrica
(NanoDrop®, THERMOFISCHER SCIENTIFIC, EUA). A concentragdo de cDNA de
todas as amostras utilizadas para o PCR quantitativo em tempo real foi ajustada para
6 ng/uL, sendo antes mensuradas as concentragbes por medi¢cao fotométrica
(NanoDrop®, THERMOFISCHER SCIENTIFIC, EUA).

PCR quantitativo em tempo real

Os oligonucleotideos iniciadores (Primers) dos receptores MT1 (gene
MTNR1A) e MT2 (gene MTNR1B) foram pesquisados no banco de dados GenBank®
(NCBI, EUA), e projetados pelo software online Primer3 (National Human Genome
Research Institute, USA - hitp://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A sequéncia de

nucleotideos foi validada na plataforma BLAST® (NCBI, EUA) para a espécie. A B-
actina foi o gene de referéncia, sendo compilado de Fedorka et al. (2017) (Tab.1.)
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Tab. 1. Nimero de acesso ao GenBank — NCBI® e sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (F=
Forward; R= Reverse) dos genes MTNR1A e MTNR1B e do de referéncia (B-actina) utilizadas
no PCR em tempo quantitativo.

GenBank® - Gene Sequéncia

N° de acesso

F — ACCCAGACTGAAACCACAGG

XM_001490171.2 MTNR1A R — TAACTGGCCACAAACAACCA

F— GCTGCTGAACCAGAACTTCC

XM_001917051.1 MTNR1B R — CCCTTGGAGCAGACTCACTC

F - CTGGACTTCGAGCAGGAGATG

NM_001163856.1 B-Actina R — CGTCGGGCAGCTCGTA

Fonte: Autor, 2023.

A concentragéo dos primers utilizada foi de 200 nM (Forward e Reverse). O PCR
quantitativo em tempo real de cada amostra (C/SPTZ e S/SPTZ) foi realizado em
duplicatas, sendo o volume final da reagcdo de 10 pL, de acordo com as orientagdes
do fabricante (PCR Master Mix, PROMEGA, Wisconsin, EUA). O perfil do programa
utilizado para a amplificagao foi de 95 °C por 10 minutos no inicio, seguido de 40 ciclos
de desnaturagéo a 95 °C por 10 segundos, anelamento por 30 segundos e extens&o
a 60°C por 30 segundos. A temperatura de anelamento de todos os genes foi de 60
°C. O termociclador CFX96 real-time PCR® (BIO-RAD LABORATORIES®, INC., EUA)

foi utilizado para as aplicagdes.

Analise estatistica

A analise da expresséao relativa de cada gene foi calculada com base na [3-
actina (gene de referéncia) através do software Gene Study® (BIO-RAD
LABORATORIES® INC., EUA). A comparagao entre médias das expressdes relativas
entre os tratamentos foi realizada por ANOVA obedecendo pressupostos para analise
paramétrica. A normalidade e homoscedasticidade foram avaliadas pelos testes de
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Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. Os dados estao representados como média
corrigida (least squares corrected means) e erro padrao da média. As analises foram
realizadas com o software JMP Pro® (JMP Statistical Discovery LLC). Foi adotado 5%

(P < 0,05) com nivel de significancia.

RESULTADOS

Foi possivel de verificar a expressao génica relativa dos receptores MT1 e MT2
com base no gene enddgeno das amostras uterinas das éguas coletadas na
eminéncia da ovulacdo. O tecido coletado utilizado para a analise que resultou nas
expressdes relativa dos receptores foi predominantemente o de endométrio, porém

todo o fragmento processado poderia conter partes do miométrio.

A maxima inducgao inflamatoria com a suspensao espermatica de 1 bilhdo de
espermatozoides vivos/mortos - C/SPTZ nao foi capaz de reduzir ou de aumentar a
expressao relativa de cada receptor de membrana, em comparacao ao tratamento
sem suspensao de espermatozoides (S/SPTZ) (P > 0,05) (Fig. 3).

MT1 MT2
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Fig. 3. Comparacdo da expresséao relativa dos receptores MT1 e MT2 obtido de amostras uterinas
coletadas 6 horas apds de terem sido submetidas aos tratamentos Sem Espermatozoides
(S/SPTZ) e Com Espermatozoides (C/SPTZ). (ns - P > 0,05).

Fonte: Autor, 2023.
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DISCUSSAO

Neste estudo constatamos a expressdo génica dos receptores de membrana
de melatonina MT1 e MT2 em células uterinas de éguas na eminéncia da ovulacgéo, o
que pode denotar uma acgao local especifica, pelo menos nesse momento do ciclo
estral. Na espécie equina, os estudos envolvendo melatonina na reprodugéo, na
maioria das vezes, apenas se restringe do impacto dessa no bloqueio da atividade
ciclica. Entretanto, em outras espécies, a constatacdo de tais receptores presentes e
das acdes locais no trato reprodutivo sdo amplamente estudadas, como, por exemplo,
nas espécies humana (SHARKEY et al., 2009; WADDELL et al., 2012; OLCESE;
BEESLEY, 2014) (SHARKEY et al.,, 2009; OLCESE; BEESLEY, 2014), bovina
(BROCKUS et al., 2016; DIRANDEH; ANSARI-PIRSARAEI; THATCHER, 2022) e
murina (PAL; HALDAR; VERMA, 2022), ovina (GONZALEZ-ARTO et al., 2017).

Dentre as agbes locais largamente observadas em varios estudos realizados
com a melatonina observa-se nao s6 a capacidade de protecao direta, mas também
indireta contra agentes nocivos, bem como de bloquear a persisténcia do processo
inflamatorio. A acdo antioxidante direta contra as espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) ja foi observada na preservacado de gametas e de embrides (BALAO DA
SILVA et al., 2011; ZHANG et al., 2016; ZHAO et al., 2017) e na gestagao de bovinos
(DIRANDEH; ANSARI-PIRSARAEI; THATCHER, 2022). No entanto, o combate as
ERO’s também podera ser de forma indireta, através do aumento da expresséo dos
antioxidantes naturais superperdoxido dismutase, da glutationa sintetase e da
malonaldeido desencadeadas pela acdo da melatonina em embrides de ratos
submetidos a indugao oxidativa por iodeto de sédio (ZHAO et al., 2017). No mesmo
estudo também foi observado o aumento da atividade das enzimas supracitadas, além
de melhorar a pré-implantagdo embrionaria exercidas pela protegdo antioxidante
conferida. Ja o bloqueio da persisténcia do processo inflamatério podera ser realizado
de diferentes frentes, seja no sequestramento das ERO’s na membrana plasmatica,
na mitocdndria e na protegéo contra a fragmentagdo do DNA que levaria a sintese de
inflamassomos implicados no desencadeamento e da persisténcia do processo
inflamatdrio. Os inflamassomos NF-kB e o NLRP3 sao as principais vias de transcricao
e ativagdo da IL-1p3, respectivamente, e em estudos que submeteram os tecidos a
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agentes nocivos a melatonina foi capaz de proteger, bloqueando essas vias (ORTIZ
et al., 2015b; CHEN et al., 2020; PAL; HALDAR; VERMA, 2022).

Em éguas com EPPC apresentam um disturbio inflamatorio apds o contato com
sémen no utero, onde observa-se que a atividade prolongada das citocinas pro-
inflamatdria IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-8 levam ao acumulo de liquido e da consequente
migracao de polimorfonucleares significativa para a luz uterina (CHRISTOFFERSEN
et al.,, 2012). Além disso, WOODWARD et al. (2012) observaram uma menor
expressao génica das citocinas anti-inflamatoérias apds 6 horas do contato do sémen
no utero como a IL-1RN e a IL-10 em éguas com EPPC em comparagédo a éguas
resistentes. Esse desiquilibrio entre os mediadores pro e anti-inflamatérios nas éguas
com EPPC podera ser contornado pelo uso da melatonina, pois, a descoberta inédita
dos receptores de membrana realizada neste estudo, serve de embasamento para
pesquisas futuras com o objetivo de verificar uma possivel regulacdo da cascata
inflamatdria. Entretanto, € necessario certificar da presenca fisica e do local onde
estdo presentes os receptores no utero de éguas, por meio de imuno-histoquimica ou

por imunofluorescéncia.

O comprometimento da expresséo génica de receptores MT1 ja foi certificado
tanto em estudos que identificaram menores concentragdes plasmaticas de
melatonina em vacas que tiveram perdas embrionarias (DIRANDEH; ANSARI-
PIRSARAEI; THATCHER, 2022), quanto no tecido ovariano submetido a indugéo
inflamatoria por lipopolissacarideos (PAL; HALDAR; VERMA, 2022). No entanto, em
nosso estudo, n&o observamos diferengas na expressao génica relativa ocasionada
pela extenuagao do processo inflamatério com espermatozoides (P > 0,05). Embora
a solugao fisioldgica estéril com pH e osmolaridade adequada (pH: 7,35; osmolaridade
de 270 mOms.KG/H20) também seja capaz de promover uma indugéo do processo
inflamatdrio, acreditamos que a indugédo causada pelos espermatozoides tenha sido
maior. FIALA (2004) testando a suspensao espermatica com diferentes concentragbes
observou uma maior atividade inflamatéria das diferentes concentragdes de

espermatozoides em relagdo ao uso apenas de solugéo fisioldgica estéril.
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CONCLUSAO

Houve a expressdo génica dos receptores de melatonina MT1 e MT2 no
endométrio da égua, porém, em 6 horas da indugcdo do processo inflamatério, a
expressao de RNAm de ambos os receptores nao foi afetada.

REFERENCIAS

BALAO DA SILVA, C. M. et al. Melatonin reduces lipid peroxidation and apoptotic-like
changes in stallion spermatozoa. Journal of Pineal Research, v. 51, n. 2, p. 172—
179, 2011.

BROCKUS, K. E. et al. Dietary melatonin alters uterine artery hemodynamics in
pregnant Holstein heifers. Domestic Animal Endocrinology, v. 55, p. 1-10, 2016.

CARRILLO-VICO, A. et al. Melatonin: Buffering the immune system. International
Journal of Molecular Sciences, v. 14, n. 4, p. 8638-8683, 2013.

CHEN, F. et al. Melatonin alleviates intervertebral disc degeneration by disrupting the
IL-1B/NF-kB-NLRP3 inflammasome positive feedback loop. Bone Research, v. 8, n.
1, p. 1-13, 2020. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1038/s41413-020-0087-2>.

CHRISTOFFERSEN, M. et al. Inflammatory responses to induced infectious
endometritis in mares resistant or susceptible to persistent endometritis. BMC
Veterinary Research, v. 8 n. 1, p. 41, 2012. Disponivel em:
<http://www.biomedcentral.com/1746-6148/8/41>.

DIRANDEH, E.; ANSARI-PIRSARAEI, Z.; THATCHER, W. Melatonin as a Smart
Protector of Pregnancy in Dairy Cows. Antioxidants, v. 11, n. 2, p. 1-16, 2022.

FEDORKA, C. et al. The effect of select seminal plasma proteins on endometrial
MRNA cytokine expression in mares susceptible to persistent mating-induced
endometritis. Reproduction in Domestic Animals, n. November 2016, 2016.

FEDORKA, C. E. et al. The effect of select seminal plasma proteins on endometrial
MmRNA cytokine expression in mares susceptible to persistent mating-induced
endometritis. Reproduction in Domestic Animals, v. 52, n. 1, p. 89-96, 2017.

FIALA, S. M. da E. Transporte espermatico e resposta inflamatoria uterina na égua
apd6s inseminagdo com diferentes concentracbes de espermatozoides. Acta
Scientiae Veterinariae, v. 32, n. 2, p. 159, 2004.

GONZALEZ-ARTO, M. et al. Melatonin MT1 and MT2 receptors in the ram
reproductive tract. International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n. 3, p. 1-15,



40

2017.

KELLER, A. et al. Exame histopatologico do endométrio da égua apos infecgdes
experimentais repetidas e cinco diferentes tratamentos: aspectos inflamatérios. Acta
Scientiae Veterinariae, v. 32, n. 3, p. 215, 2018.

OLCESE, J.; BEESLEY, S. Clinical significance of melatonin receptors in the
human myometriumFertility and SterilityElsevier Inc., , 2014. .

ORTIZ, F. et al. Melatonin blunts the mitochondrial/NLRP3 connection and protects
against radiation-induced oral mucositis. Journal of Pineal Research, v. 58, n. 1, p.
34-49, 2015a.

ORTIZ, F. et al. Melatonin blunts the mitochondrial/NLRP3 connection and protects
against radiation-induced oral mucositis. Journal of Pineal Research, v. 58, n. 1, p.
34-49, 2015b.

PAL, S.; HALDAR, C.; VERMA, R. Melatonin attenuates LPS-induced ovarian toxicity
via modulation of SIRT-1, PI3K/pAkt, pErk1/2 and NFkB/COX-2 expressions.
Toxicology and Applied Pharmacology, v. 451, n. May, 2022.

SHARKEY, J. T. et al. Melatonin synergizes with oxytocin to enhance contractility of
human myometrial smooth muscle cells. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, v. 94, n. 2, p. 421-427, 2009.

SHIU, S. Y. W. et al. Melatonin MT1 receptor-induced transcriptional up-regulation of
p27Kip1 in prostate cancer antiproliferation is mediated via inhibition of constitutively
active nuclear factor kappa B (NF-kB): Potential implications on prostate cancer
chemoprevention and . Journal of Pineal Research, v. 54, n. 1, p. 69-79, 2013.

TILG, H. et al. Interleukin-6 (IL-6) as an Anti-inflammatory Cytokine: Induction of
Circulating IL-1 Receptor Antagonist and Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor
p55. Blood, v. 83, n. 1, p. 113-118, 1994.

TROEDSSON, M. H. T. Breeding-Induced Endometritis in Mares. Veterinary Clinics
of North America - Equine Practice, v. 22, n. 3, p. 705-712, 2006.

WADDELL, B. J. et al. A rhythmic placenta? Circadian variation, clock genes and
placental function. Placenta, v. 33, n. 7, p. 533-539, 2012. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.placenta.2012.03.008>.

WOODWARD, E. M. et al. Susceptibility to persistent breeding-induced endometritis
in the mare: Relationship to endometrial biopsy score and age, and variations between
seasons. Theriogenology, v. 78, n. 3, p. 495-501, 2012.

WOODWARD, E. M. et al. Endometrial inflammatory markers of the early immune
response in mares susceptible or resistant to persistent breeding-induced
endometritis. Reproduction, v. 145, n. 3, p. 289-296, 2013.

YANG, W. et al. Melatonin protects chondrocytes from impairment induced by
glucocorticoids via NAD+-dependent SIRT1. Steroids, v. 126, n. April, p. 24-29, 2017.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.steroids.2017.08.005>.



41

ZHANG, Y. et al. Improved development by melatonin treatment after vitrification of
mouse metaphase Il oocytes. Cryobiology, v. 73, n. 3, p. 335-342, 2016. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.cryobiol.2016.09.171>.

ZHAO, J. et al. Melatonin protect the development of preimplantation mouse embryos
from sodium fluoride-induced oxidative injury. Environmental Toxicology and
Pharmacology, v. 54, n. March, p. 133-141, 2017. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.etap.2017.06.014>.



42

5 ARTIGO 2

Artigo a ser enviado para a publicagao no Journal of Equine Veterinary Science

MELATONINA: CITOTOXICIDADE EM CELULAS ENDOMETRIAIS E AGAO
SOBRE A EXPRESSAO GENICA DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS EM
EXPLANTES UTERINOS CULTIVADOS POR 6, 12 E 24 HORAS

M.F. Rodrigues®©4’, A.P. Neves®, R. Ferreira®, G.A. Pessoa®, D. Araujo®

2REPROLAB - Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre-RS, Brazil
b Universidade Federal do Pampa, UNIPAMPA, Dom Pedrito-RS, Brazil

¢ Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC, Chapeco6-SC, Brazil
4 Centro Universitario Barriga Verde — UNIBAVE, Orleans-SC, Brazil

¢ Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, Santa Maria-RS, Brazil

*Corresponding author. Tel. +55 49 2049-9524
E-mail address: murilo.rodrigues@udesc.br (M.F. Rodrigues)

RESUMO:

A melatonina é capaz de regular a atividade inflamatoria, porém no utero de éguas é
desconhecida a sua agao sobre os mediadores inflamatérios. Os objetivos desse
estudo foram: i) determinar as concentragdes menos citotdéxicas de melatonina em
células endometriais nas concentragdes de 0,5 mMol.L", 1 mMol.L-', 2 mMol.L", 4
mMol.L-" e 8 mMol.L™"; e ii) verificar a influéncia da melatonina na expressao génica
das citocinas IL1-B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a em explantes uterinos de éguas em 6,
12 e 24 horas de cultivo. O estudo foi dividido em dois experimentos. No Experimento
1, as concentragdes de 0,5 mMol.L-' e 1 mMol.L" foram similares entre si e as menos
citotoxicas (98% + 2 e 97% =* 1, respectivamente) em comparagdo as demais
concentragdes (P > 0,05). A concentragdes de 2 mMol.L™! (66% + 4) foi menor em
relagdo as de 4 mMol.L-" (44% + 3) e 8 mMol.L™' (4% % 5) (P > 0,05). Da mesma forma
a concentragdo de 4 mMol.L™" foi menor em relagdo a de 8 mMol.L" (P > 0,05). No

Experimento 2 foram utilizados 54 explantes de trés pegas uterinas. Um controle
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positivo (Melatonina Com Espermatozoides — MEL+) e outro negativo (Melatonina
Sem Espermatozoides — MEL-) foram testados com as concentragbes menos
citotoxicas do Experimento 1 e sem melatonina. As expressodes relativas ndo diferiram
entre si e em cada periodo, exceto entre alguns tratamentos da IL-13 no periodo de
24 horas. A maior expressao relativa foi no MEL-0, em relagdo ao MEL-0,5 e MEL+0,5.
Entretanto, nos demais tratamentos o MEL-O ndo teve diferenga estatistica.
Concluimos que as concentragées de 0,5 mMol.L-' e 1 mMol L' de melatonina sdo as
menos citotdéxicas para células endometriais equinas, em que nao foi possivel de
verificar a acdo da indoleamina mediante a exposi¢cao espermatica em explantes de

utero de éguas em 24 horas de cultivo.

Palavras-chave: Egua; Utero; Melatonina; Citotoxicidade; Explante. Citocinas.

INTRODUCAO

A melatonina é uma indoleamina que exerce diferentes fungdes fisiologicas em
mamiferos, sendo, algumas delas, a sincronizagao do ritmo circadiano e na regulagao
da atividade inflamatéria. A inibicdo da cascata inflamatéria podera ser realizada de
forma direta através da acao antioxidante, e indireta por meio do aumento da
expressdo génica de antioxidantes celulares e de bloqueadores de inflamassomos e
de genes pro-apoptéticos (ORTIZ et al., 2015; ZHANG et al., 2016; FAVERO et al.,
2017b; ZHAO et al., 2017; CHEN et al., 2020).

PAL et al. (2022) verificaram que a exposi¢ao aos lipopolissacarideos (LPS) foi
capaz de manter a via de producgao da IL-1[3 ativa através do aumento da expressao
do inflamassoma NLRP3. Esse inflamassoma promove a ativacao da caspase-3, uma
enzima que cliva a pré-IL-18 em IL-1B (forma ativa da interleucina) (ORTIZ et al.,
2015a; CHEN et al., 2020). Os autores descrevem a participagao das espécies
reativas de oxigénio (EROs) na manutengao dessa via inflamatdria, onde a ativagao
do NF-kB, um outro inflamassoma, promove a producao da pro-IL1-. Apos ativada a
via inflamatdria pelos dois inflamassomas, ocorre uma retroalimentagao positiva pela
prépria IL-18 (WU et al., 2020).
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A endometrite persistente pés-cobertura (EPCC) € um disturbio inflamatério
que ocorre apds o contato do sémen no utero em algumas éguas, o que resulta em
morte embrionaria devido ao ambiente indspito no lumen uterino (TROEDSSON,
2006; WOODWARD et al., 2012). Embora a endometrite seja requerida para a limpeza
uterina, esta deve ser transitoria, por meio da regulagdo entre os mediadores pro-
inflamatdrios e anti-inflamatérios (WOODWARD et al., 2012, 2013). As citocinas pro-
inflamatdrias sé&o as IL-1p3, IL-6, IL-8, IFN-y e TNF-a, ao passo que, IL-1RN e IL-10
sdo as anti-inflamatorias, e comegam o bloqueio inflamatdério apds 6 horas do inicio
(WOODWARD et al., 2013; FEDORKA et al., 2017).

A cascata inflamatéria em éguas resistentes a EPPC apresenta um pico na
expressao de RNAm das citocinas pro-inflamatérias entre 2 e 12 horas, enquanto nas
susceptiveis a EPCC ocorre um retardo (WOODWARD et al., 2013). No entanto, os
autores verificaram uma elevada expresséao das citocinas IL-1p3 e IL-6 e o TNF-a apds
6 horas, mantendo-se elevadas por mais de 24 horas. Além disso, ha estudos que
demonstram que estas citocinas pro-inflamatérias promovem o bloqueio das anti-
inflamatorias, e que o processo inflamatorio podera se manter ativo por até 72 horas
(CHRISTOFFERSEN et al., 2012).

Apesar de alguns estudos comprovarem a agdo da melatonina no bloqueio dos
mediadores inflamatorios, as pesquisas envolvendo essa indoleamina na reproducao
de equinos apenas se restringe ao bloqueio da atividade ciclica. A presenga de
receptores de melatonina ja foi observada no ovario de camundongos (PAL; HALDAR;
VERMA, 2022) e no utero de mulheres (SHARKEY et al., 2009) e de vacas
(BROCKUS et al., 2016). Entretanto na égua, uma espécie que tem influéncia do
fotoperiodo, ainda ndo foi avaliada, sobretudo na possivel influéncia do processo
inflamatério no utero. Os objetivos desse estudo foram de: i) determinar as
concentracbes menos citotoxicas de melatonina em células endometriais nas
concentragdes de 0,5 mMol.L", 1 mMol.L"", 2 mMol.L"", 4 mMol.L-" e 8 mMol.L"; e ii)
verificar a influéncia da melatonina na expressao génica das citocinas IL-1f3, IL-6, IL-

8, IL-10 e TNF-a em explantes uterinos de éguas em 6, 12 e 24 horas de cultivo.
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MATERIAL E METODOS

Etica no uso Animal

A pesquisa foi conduzida de acordo com as normas institucionais de bem-estar
e de uso de animais em pesquisa, aprovada sob o numero de protocolo 028/2018,
pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Barriga Verde —
UNIBAVE (CONCEA CIAEP N° 01.0519.2018), Orleans, Santa Catarina.

Experimento 1 — Citotoxicidade em células endometriais de éguas em diferentes

concentragoes de melatonina

Local e animais

A analise de citotoxicidade das células endometriais foi realizada no més de
janeiro de 2020, no Laboratério de Embriologia Animal — Embryolab®, Hospital
Veterinario, da Universidade Federal de Santa Maria, em Santa Maria/RS. Foram
utilizadas duas éguas ciclicas no estro (foliculos pré-ovulatérios > 38 mm de didmetro),
de 7 e 8 anos, da raca Crioula, sem histérico de problemas reprodutivos.

Os animais eram mantidos em piquetes cultivados com azevém e arragoados
com 1% do peso vivo de um concentrado comercial com 12% de PB, com agua e

suplemento mineral ad libitum.

Preparo da Solugao de William’s e da melatonina

O meio de cultivo foi a Solugdo de William’s, sendo suplementado com 0,1
ug/mL de Fator de Crescimento Epidermal (E5036, SIGMA-ALDRICH®, EUA), 2 mM
de L-Glutamina (G7513, SIGMA-ALDRICH®, EUA), Insulina, Transferrina e Selenito
de Sédio (13146, SIGMA-ALDRICH®, EUA) e 10 % de soro fetal bovino (NASH et al.,
2008, 2010; DE BARROS, 2019).
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As concentragbes de melatonina (M5250, SIGMA-ALDRICH®) foram ajustadas
para o volume de 100 uL em Solugdo de William’s, sendo, inicialmente, solubilizadas
em alcool etilico (50 mg/mL) e ajustado o volume conforme a densidade do alcool (0,8

g/cm3).

Obtencao das células e teste de citotoxicidade

As bidpsias uterinas para a obtengdo das células endometriais foram coletadas
por meio de uma pinga do tipo Yeoman, de acordo com FIALA (2004). Em seguida,
procedeu-se a separagao do tecido endometrial. Os procedimentos de lavagem e
obtengdo das células endometriais das bidpsias uterinas, do teste da curva de
atividade da enzima Lactato desidrogenase utilizada para determinar a viabilidade
celular foi realizado de acordo com as orientagdes do fabricante do kit da Lactato
desidrogenase (CYQUANT®, LDH, (C200300, Invitrogen, THERMOFISCHER
SCIENTIFIC).

Os fragmentos de tecido foram lavados duas vezes em solugédo de PBS estéril.
As células foram isoladas com solugao de Tripsina 0,25 % + EDTA em PBS, sendo
mantidas em incubadora de cultivo a 38°C em mistura gasosa de 5% de CO2 e 5% de
O2 por 15 min (NASH et al., 2008).

Apoés a incubagao, a suspensdo celular foi centrifugada e, posteriormente,
ressuspendidas em Solugao de William’s suplementada com 5% de soro fetal bovino
(SFB), e uma outra parte sem SFB. A quantidade de células viaveis foi determinada
em camara hemocitométrica, mas antes, foram coradas em Azul de Tripan a 0,4%, a
fim de verificar o percentual de células viaveis para os ajustes de concentracéo da
suspensao celular. Foi realizada uma diluigao seriada em Solugéo de William’s com
2.000, 4.000, 6.000, 8.000 e 10.000 células viaveis, sendo, em seguida, incubadas a
38°C sob mistura gasosa de 5% de CO: e 5% de O overnight. A atividade da enzima
Lactato Desidrogenase foi avaliada nos cultivos com células endometriais equinos,
conforme a orientagdo do fabricante (CYQUANT®, LDH, C200300, Invitrogen,
THERMOFISCHER SCIENTIFIC, EUA).
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Cultivo in vitro e analise de citotoxicidade

Todos os procedimentos realizados foram de acordo com as orientagdes do
fabricante do kit da Lactato desidrogenase (CYQUANT®, LDH, C200300, Invitrogen,
THERMOFISCHER SCIENTIFIC). Foi utilizada uma suspensao em triplicata com
10.000 células viaveis suspensas em 100 pyL de Solugao de William’s com e sem SFB,
ajustadas nas concentragdes de 0,5 mMol.L"' (MELO.5), 1 mMol.L"" (MEL1.0), 2
mMol.L-" (MEL2.0), 4 mMol.L" (MEL4.0) e 8 mMol.L"" (MEL8.0). A concentragdo das
solugdes utilizadas foi similar a CHEN et al. (2020) em condrdcitos de murinos.

Foi utilizada uma suspensao celular de 10.000 células, sendo cultivadas em
triplicatas em micropogos de uma placa de ELISA (Microplaca, pogos tipo “U”,
KASVI®), overnight em incubadora de cultivo, a 38°C, com mistura gasosa de 5% de
CO: e 5% de Oz (modelo CO2-auto zero, HERAEUS®). A média das triplicatas obtidas
de cada tratamento pelo kit da LDH foi quantificada por medig&do fotométrica em leitor
de microplaca compacto (HIDEX SENSE®, EUA).

Experimento 2: Expressao génica das citocinas IL-13, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1RN e

TNF-a em explantes uterinos de égua cultivados por 6, 12 e 24 horas

Obtencao dos explantes

Ao todo, foram obtidos 18 explantes de cada uma de trés pecas uterinas de éguas
coletadas em abatedouro-frigorifico (Frigorifico Foresta®, Sao Gabriel/RS). As pecas
selecionadas apresentavam foliculos pré-ovulatérios com = 30 mm de didmetro e
auséncia de corpo luteo. As informacdes de idade e do histérico reprodutivo ndo foram
coletadas.

As pecgas foram transportadas imersas em solucéo salina estéril de NaCl a
0,9%, resfriada em caixa térmica a 5°C até o laboratério (Laboratério de Embriologia
Animal — Embryolab®, Hospital Veterinario, da Universidade Federal de Santa Maria,
em Santa Maria/RS). No laboratdrio, antes da coleta dos explantes, foi realizada uma
citologia uterina a fim de descartar uma possivel endometrite (REFS). A coleta foi
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procedida através de uma incisdo realizada na curvatura maior de cada 6rgéo. Na
avaliagéo citolégica ndo foi constatada endometrite, e a técnica de avaliagdo foi de
acordo com Riddle et al. (2007).

Os explantes foram coletados por meio de um Punch dermatologico estéril de
8 mm de didmetro (Punch dermatologico, RAZORMED®).

Cultivo dos explantes e delineamento experimental

Os explantes foram cultivados em placas de 6 pogos estéril (KASVI®, K12-0086,
BRA), com 4,25 mL de meio de cultivo, similar ao realizado por NASH e colaboradores
(2008, 2010), exceto sem a plataforma de aluminio estéril para a deposigédo do
fragmento de tecido. A Solugdo de William’s foi preparada da mesma forma como no
Experimento 1, porém, com as concentragbes de melatonina de 0,5 mMol.L" e 1
mMol.L', e sem melatonina (0,0 mMol.L").

A fim de intensificar o processo inflamatério e, portanto, verificar o
comportamento das citocinas inflamatérias nos explantes, foi depositado nos pogos
de cultivo uma suspensao espermatica que resultou em 10 milhdes de
espermatozoides/mL (Controle Positivo). Abaixo, esta o delineamento do Experimento
2 (Fig. 4).
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Fig. 4. Distribuicdo dos explantes uterinos derivados de trés pegas obtidas em abatedouro/frigorifico,
sendo submetidos aos tratamentos de melatonina com suspensao espermatica (MEL + ) ou sem
suspensé&o espermatica (MEL - ) nas concentragdes de 0,0 mmol.L"" (MEL + 0,0 e MEL — 0,0),
0,5 mmol.L"" (MEL + 0,5 e MEL - 0,5) e 1 mmol.L™" (MEL + 1,0 e MEL - 1,0). O tempo de cultivo
foi de 6, 12 e 24 horas em incubadora de cultivo regulada a 38°C, com mistura gasosa de 5% de
02 e 5% CO2 sob umidade saturada.

Fonte: Autor, 2023.

Extragao e transcricao reversa do RNAm

O RNA foi extraido de 60 mg de tecido uterino em coluna de extragdo e
purificacdo de RNA por centrifugacdo em coluna de silica. Os procedimentos foram
de acordo com as orientagdes do fabricante (SV Total RNA Isolation System®
PROMEGA®, Wisconsin, EUA). No entanto, antes da introdugéo do tecido na solugao
de lise, o tecido congelado a — 80°C foi fatiado com uma I&mina de bisturi em pequenos
fragmentos e, posteriormente, depositado em solugao de lise. O tecido foi totalmente
desintegrado na solugéo de lise por meio de uma seringa acoplada a uma agulha 18
G e, posteriormente, com uma 21 G de calibre. O RNAm foi eluido em 100 pL em H20
ultrapura. A transcrigdo reversa foi realizada de acordo com as instrugdes do
fabricante (MultiScribe®, Applied Biosystems, THERMOFISCHER SCIENTIFIC, EUA).

Tanto o RNAm, quanto o cDNA foi mensurado por medicdo fotomeétrica
(NanoDrop®, THERMOFISCHER SCIENTIFIC, EUA) (Apéndice A e Apéndice B). A
diluicdo 1:10, sendo, 1 parte do cDNA eluido em 9 partes H2O ultrapura foi estocada
para a amplificagdo no PCR quantitativo em tempo real.
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PCR quantitativo em tempo real

Os oligonucleotideos iniciadores das citocinas inflamatérias IL-1p3, IL-1RN, IL-
6, IL-8, IL-10, TNF-a, e B-Actina (gene de referéncia) foram compilados de Fedorka e
colaboradores (2016) (Tab.2.).

Tab. 2. Gene, numero de acesso (GenBank — NCBI®) e a sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores
(F= Forward; R= Reverse) dos genes IL1-B, IL1-RN, IL-6, IL8, IL-10, TNF-a e B-Actina (gene
de referéncia), utilizados para a expressao génica em explantes uterinos extraidos de trés
pecas uterinas de éguas e cultivadas por 6, 12 e 24 horas

Gene GenBank® - Sequéncias
N° de acesso

(IL-1B) NM_001082526.1 F — CCGACACCAGTGACATGATGA

R — ATCCTCCTCAAAGAACAGGTCATTC

(IL-6) NM_001082496.2 F — GGATGCTTCCAATCTGGGTTCAAT

R — TCCGAAAGACCAGTGGTGATTTT

(IL-8) AB035735.1 F - GCCGTCTTCCTGCTTTCTG

R — CCGAAGCTCTGCAGTAATTCTTGAT

TNF-a *AB035735.1 F - TTACCGAATGCCTTCCAGTCAAT

R — GGGCTACAGGCTTGTCACTT

(IL-1RN)  XM_005599766.3 F — AGTTGCTGGATACTTGCAAGAATCA

R — GAGTCCCAGGAATAGAGCATCAG

(IL-10) NM_001082490.1 F — ATGCCCCAGGCTGAGAAC

R — CGGAGGGTCTTCAGCTTTTCC

B-Actina  NM_001163856.1 F — CTGGACTTCGAGCAGGAGATG

R — CGTCGGGCAGCTCGTA

Fonte: Adaptado de FEDORKA et al. (2017).
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A concentragdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados foi de 200 nM
(forward e reverse). O PCR quantitativo em tempo real foi realizado com volume final
de 10 uL, realizado de acordo com as orientagdes do fabricante. (PCR Master Mix
(PROMEGA, Wisconsin, EUA). O perfil do programa utilizado para a amplificagao foi
de 95 °C por 10 minutos no inicio, seguido de 40 ciclos de desnaturac&o a 95 °C por
10 segundos, e 30 segundos para o anelamento, e a extensdo a 60 °C por 30
segundos. A temperatura de anelamento de todos os genes foi de 60 °C. O
termociclador CFX96 real-time PCR® (BIO-RAD LABORATORIES®, INC., EUA) foi

utilizado para as aplicacoes.

Analise estatistica

No Experimento 1, a viabilidade celular foi determinada através da analise de
citotoxicidade obtida das triplicatas dos espectros das absorbancias, de acordo a
orientagao do fabricante do Kit da Lactato desidrogenase. Os valores percentuais
foram transformados em raiz quadrada, a fim de obedecer aos pressupostos para
analise paramétrica. A ANOVA foi realizada, seguido do teste de comparagéo de
médias Tukey. Foi adotado 5% (P < 0,05) como nivel de significancia. O pacote
estatistico SAS® OnDemand (System Analysis Statistics, Inc., Cary, NC, EUA) foi

utilizado para a inferéncia estatistica.

As expressodes relativas das citocinas inflamatoérias IL-183, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
1RN e TNF-a (Experimento 2) foram calculadas no software Gene Study® (BIO-RAD
LABORATORIES®, INC., EUA) contra o gene de referéncia (B-actina). O efeito dos
tratamentos sobre a expressao relativa dos genes-alvo foi analisado por ANOVA
obedecendo pressupostos para analise paramétrica. Os efeitos da inducao
inflamatoria, concentracdo de melatonina e interagao entre eles foram utilizados como
efeitos fixos do modelo estatistico e o utero como efeito aleatorio. As diferengas entre
grupos foram estabelecidas pelo teste de Tukey-HSD. A normalidade e
homoscedasticidade foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente. Os dados estao representados como média corrigida (least squares

corrected means) e erro padrdo da média. As analises foram realizadas com o
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software JMP Pro (JMP Statistical Discovery LLC). Foi adotado 5% (P < 0,05) como

nivel de significancia.

RESULTADOS

Experimento 1:

Houve um efeito inverso em dose-resposta das concentragdes de melatonina
sobre a sobrevivéncia celular a partir de 1 mMol.L"'. Os maiores percentuais de
viabilidade celular foram obtidos das concentragdes de 0,5 mMol.L"" e 1 mMol.L"!, e
corresponderam a 98,3% (x 2,3) e 97,0% (£2,3), respectivamente, sendo similares
entre si (P > 0,05). Entretanto, as concentragbes de 2, 4 e 8 mMol.L™! apresentaram
um menor percentual de células viaveis em relagdo as menores concentragdes
testadas, e corresponderam em 66,3% (x 2,3), 43,0% (= 2,3) e 4,0% (x 2,34),
respectivamente. A concentragdo de 2 mMol.L" apresentou um maior percentual de
células em comparagéo as concentragées de 4 mMol.L"" e 8 mMol.L™" (P > 0,05). A
concentragéo de 8 mMol.L" foi a que determinou um menor percentual de células
viaveis (P > 0,05) (Fig. 5.)
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Fig. 5. Citotoxicidade da melatonina em células endometriais nas concentragées de 0,5 mMol.L™
(MELO.5), 1 mMol.L"" (MEL1.0), 2 mMol.L"" (MEL2.0), 4 mMol.L"" (MEL4.0) e 8 mMol.L"
(MEL8.0), avaliado através da Lactato desidrogenase — (CYQUANT®, LDH, C200300,
Invitrogen, THERMOFISCHER SCIENTIFIC®).

() (%) (%) (24%) _ Asteriscos diferentes correspondem a uma diferenca estatistica (P < 0,05).

Fonte: Autor, 2023

Experimento 2:

As meédias corrigidas das expressdes relativas da IL1-B entre todos os
tratamentos nos periodos de 6 e 12 horas de cultivo ndo apresentaram diferenca
estatistica (P > 0,05). Nas 12 horas de cultivo, o tratamento MEL-0,0 apresentou a
maior expressao relativa que nos tratamentos MEL-0,5 e MEL+0,5 (P < 0,05).
Entretanto, o MEL-0,0 ndo apresentou diferengas estatisticas entre os tratamentos
MEL-1,0, MEL+0,0 e MEL+1,0 (P > 0,05). Os tratamentos MEL-0,5, MEL-1,0,
MEL+0,0, MEL+0,5 e MEL+1,0 também foram similares entre si (P > 0,05).

Os genes IL-1RN, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os periodos de cultivo e entre os tratamentos (P > 0,05). (Fig.6).
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Fig.6. Médias corrigidas das expressdes relativas dos genes IL1-B, IL1-RN, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-«
de explantes de uUtero equino submetidos aos tratamentos MEL — 0.0 (sem melatonina e sem
espermatozoides), MEL — 0.5 (com 0,5 mMol.L"' de melatonina e sem espermatozoides), MEL
— 1 (com 1 mMol.L" de melatonina e sem espermatozoides), MEL + 0.0 (sem melatonina e com
espermatozoides), MEL + 0.5 (com 0,5 mMol.L' de melatonina e com espermatozoides), e MEL
+ 1 (com 1 mMol.L"" de melatonina e com espermatozoides). Os tempos de cultivo dos
explantes foi de 6, 12 e 24 horas em estufa com 5% de CO2, 5% de O a 38°C.

Fonte: Autor, 2023.

DISCUSSAO

As concentragdes de melatonina utilizadas para determinar a citotoxicidade nas
células endometriais foram as mesmas utilizadas por CHEN et al. (2020) em
condrécitos de murinos. Os autores observaram que as concentragdes de 4 mMol.L™!
e 8 mMol.L" apresentaram uma maior citotoxicidade em cultivo de condrdcitos,
avaliada pela atividade da lactato desidrogenase, ao passo que, 2 mMol.L", 1 mMol.L-
' e 0,5 mMol.L" foram menores e similares entre si. Esses resultados corroboraram
com os obtidos em nosso estudo, exceto para a concentragdo de 2 mMol.L-! que, na
pesquisa supracitada, determinou uma citotoxicidade similar as menores
concentracdes testadas. As altas concentragcdes de melatonina promovem uma maior
lesdo celular com a consequente liberacdo de grande quantidade de substrato
reagente da enzima do Kit (piruvato) ao meio, o que determina em uma maior

absorbancia.

O emprego de diferentes concentragdes de melatonina em meios de cultivo
vem determinando em resultados satisfatérios inerente ao bloqueio da cascata
inflamatdria em diferentes tecidos, e as concentragdes utilizadas em varias pesquisas
variam de 1 uMol a 8 mMol (BALAO DA SILVA et al., 2011; ZHANG et al., 2016; CHEN
et al., 2020). A ampla variagao da viabilidade celular obtida em nossa pesquisa (98%
a 4%) reforca que a escolha das concentragdes utilizadas contemplou efetivamente
na analise de citotoxicidade exercida pela melatonina em células endometriais

equinas.

Para tanto, no Experimento 2, as concentragdes de 0,5 mMol.L-" e 1 mMol.L"
de melatonina foram utilizadas para verificar o efeito do horménio em explantes

uterinos de éguas sobre as citocinas responsaveis pela dinamica do processo
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inflamatério na espécie (FUMUSO et al., 2003; WOODWARD et al., 2013). A fim de
aumentar a intensidade da agao inflamatoria no tecido cultivado, foram depositados
107 espermatozoides vivos/mortos por mililitro de meio de cultivo com as duas
concentragcbes menos citotoxicas de melatonina (MEL+0.5 e MEL+1 — Controle
positivo) e outro sem espermatozoides (MEL-0.5 e MEL-1 — Controle negativo).
Contudo, nao foi possivel observarmos uma diferenca na expressao relativa nas
citocinas inflamatérias IL-6, IL-8, IL-10, IL-1RN e TNF-a nos explantes cultivados por
6, 12 e 24 horas de cultivo entre os tratamentos utilizados (P > 0,05), exceto a IL-1j3,
nas 24 horas de cultivo, entre alguns tratamentos (P < 0,05).

A nossa hipétese era que o tratamento MEL+0,0 obtivesse uma maior
expressao relativa de IL-1f3, porém, o resultado foi ao contrario. O MEL-0,0 foi a que
apresentou a maior expressao de RNAm, em relacdo ao MEL-0,5 e MEL+0,5, mas
similar entre os demais tratamentos. Esse resultado, embora controverso a nossa
hipotese, pode estar relacionado conforme descrito na revisao de CARRILLO-VICO et
al., (2013), onde a melatonina exerce agdes paradoxais no sistema imunoldgico,
sendo que os quais consideram como um “imunologico tampao”. Os autores
descrevem que a indoleamina diminui a atividade anti-inflamatoria, o que promove
uma agao imunoestimulante, como o observado em situagdes de imunodepressao
causado por corticoides, ou sobre o reflexo idade, e nos casos de intoxicagado por
metais pesados ou por outras patologias. Entretanto, também se comporta como um
inibidor do estimulo imunologico pelo aumento da atividade anti-inflamatoria, como o
que acontece em processos inflamatorios crénicos e em transplantes. No entanto,
para comprovar as colocagdes expostas pelos autores em células uterinas de éguas
deveria de se usar o Luzindole, um antagonista de receptores de MT1 e MT2 de

melatonina, ou de se utilizar células endometriais imortalizadas.

O tempo de 48 horas de cultivo poderia possibilitar uma maior recuperagao
tecidual e, por sua vez, resultaria em maior concentracdo de RNAm, pois, com a morte
do animal inicia a degradacdo do RNA por ribonucleases, e o cultivo promove a
recuperagao das células com a posterior transcrigao no tecido. DE BARROS (2019),
em um estudo comparando o perfil de transcriptomas de explantes equinos cultivados
in vitro e de bidpsias uterinas, observou uma diferenca significativa nas primeiras 24

horas de cultivo entre ambos, mas nas 48 horas foram similares. No mesmo estudo,
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mas avaliando a concentragdo de PGF2. presente no meio, quando exposto as
concentragbes de 0,3 ug/mL, 1 yg/mL e 3 pg/mL de LPS, observou uma menor
concentracido nos explantes; porém, apos 48 horas, as concentragdes de PGF2, foram
similares ao das bidpsias. Entretanto, resultados diferentes foram observados em
explantes bovinos apds a exposicao a cepas das bactérias de Escherichia coli e
Trueperella pyogenes, o que resultou em acumulo de IL-18, IL-6 e IL-8 ja nas 24 horas
de cultivo (BORGES; HEALEY; SHELDON, 2012).

Ha a possibilidade de a exposi¢ao aos espermatozoides (Controle positivo) néo
ter sido eficaz no aumento da intensidade inflamatéria. Uma alternativa seria o uso de
LPS, pois induzem a liberagcao de mediadores pré-inflamatérios TNF-a, IL-1B/a e IL-
18 (DUVAL et al., 2019). No entanto, NASH et al. (2010), utilizando explantes de
endométrio equino, com a mesma concentragdo de espermatozoides (107 de
vivos/mortos por mililitro), observaram maiores expressoes de IL-8 e uma maior
concentragcédo de PGF2. presente no meio em tempo de cultivo de explantes cultivados
de 24 a 72 horas em Solucédo de William’s. Isso refor¢ca que o cultivo dos explantes
por mais de 24 horas poderia resultar em um perfil mais concreto da dindmica das
citocinas inflamatérias no estudo. O tempo de cultivo utilizado em nosso estudo se
baseou de acordo com o tempo de transicdo entre a presenga as citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias de 6 horas (WOODWARD et al., 2013).

Ha estudos que comprovam efeitos de protecdo executada pela melatonina
antes da administracdo do agente nocivo, como no caso de dlicorticoides em
cartilagens (YANG et al., 2017b), e exposigao a fluoreto de sédio para a agao oxidante
na mucosite em camundongos (ORTIZ et al., 2015). O cultivo dos explantes expostos
a melatonina por 24 horas e, posteriormente, adicionados os espermatozoides ou a
molécula nociva, cultivando-os por até 48 horas poderia resultar em efeito de

protecao.

A melatonina apresenta a capacidade de minimizar ou de até atenuar a
atividade das vias inflamatorias responsaveis pela persisténcia do processo
inflamatdério (ORTIZ et al., 2015; ZHANG et al., 2016; CHEN et al., 2020). Entretanto,
no nosso delineamento experimental e nos experimentos, nao foi possivel de verificar

essa capacidade.
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CONCLUSAO

Concluimos que as concentragdes de 0,5 mMol.L"' e 1 mMol.L"" de melatonina
sd0 as menos citotoxicas para células endometriais equinas, em que n&o foi possivel
de verificar a agdo da indoleamina mediante a intensificacdo da indug&o inflamatoria
com espermatozoides em explantes de uterinos de éguas cultivados em 6, 12 e 24
horas.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A expresséo de receptores de membrana MT1 e MT2 de melatonina no utero
de éguas é inédito, o que evidencia uma possivel agao local regulatéria que, baseado
ao visto em pesquisas com outras espécies, pode resultar em mecanismos
regulatorios e de protegdo. Esse hormbénio vem sendo implicado no bloqueio da
cascata inflamatéria em varios tecidos submetidos a persisténcia do processo
inflamatorio, seja aquela desencadeada por lipopolissacarideos bem como por outras
substancias nocivas, ou, até mesmo, por apresentarem um disturbio da atividade
inflamatdria espontédnea. No entanto, é necessario constatar fisicamente a presenca
dos receptores no endométrio, o que poderia ser realizado pelo uso de imuno-

histoquimica.

A determinacido das concentragdes que exibiram menor citotoxicidade celular
realizada nessa pesquisa propiciara como ponto de partida para outros estudos
relacionados ao uso da melatonina no utero de éguas. A ampla variagédo de viabilidade
celular obtida deixa claro a partir de quais doses deverao ser testadas, pelo menos

em meio de cultivo de celular.

Embora ndo tenha sido possivel observar com clareza a agdo da melatonina
em explantes cultivados por até 24 horas, submetidos a intensificagdo do processo
inflamatorio com espermatozoides, n&o significa que o hormdénio ndo possa exercer
algum efeito sobre os mediadores inflamatorios conhecidos no utero da espécie.
Nesse contexto, a insergdo de algumas hipoteses para estudos futuros, a partir do
embasamento obtido nessa pesquisa, poderia ser realizada. Talvez o prolongamento
do tempo de cultivo dos explantes por até 48 horas em melatonina, administrando a
mesma concentragao de espermatozoides a partir de 24 horas, poderia resultar uma
protecao que se refletiria na expressao dos mediadores inflamatérios, pois protecéo
exercida ja é bem conhecida. Outra forma seria o uso de células imortalizadas de
endométrio equino, o que poderia refletir com mais seguranga e determinando menor
variabilidade nas expressdes génicas relativas, mesmo que utilizando o delineamento

experimental realizado nesse estudo com explantes.

Enfim, a espécie equina, por apresentar uma atividade reprodutiva influenciada

pelo fotoperiodo, sobretudo, mediante a agdo da melatonina, refor¢ga essa linha de
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pesquisa, mas no sentido de verificar os impactos locais em tecidos reprodutivos,

principalmente quando submetidos a diferentes tipos de injurias.
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Apéndice A. Concentragéo (ng/uL) de acido RNA dos explantes utilizados (Artigo 2

Experimento 2).

Tab. 3. Concentragdo de RNA (ng/uL), e relagdo A260/280 e 260/230 dos explantes derivados de trés
pecas uterinas, cultivados em Solugdo de William’s por 6, 12 e 24 horas, suplementada com
melatonina e adicionada com uma suspensao espermatica 10 milhdes de espermatozoides
vivos e mortos/mL (MEL + ) ou sem espermatozoides (MEL - ) nas concentragdes de 0,0
mmol.L"' (MEL + 0 e MEL - 0), 0,5 mmol.L"" (MEL + 0,5 e MEL - 0,5) e 1 mmol.L"" (MEL + 1,0
e MEL - 1,0). Medicdo Fotométrica realizada em Nanodrop® (Thermocientific, modelo

840274100).
Tratamentos Peca uterina Periodo ng/uL A260/A280 A260/A230
MEL-0 Ul 6 horas 478,50 2,11 2,16
MEL- 0,5 Ul 6 horas 300,50 2,06 2,13
MEL-1 Ul 6 horas 126,70 2,04 1,85
MEL-0 u2 6 horas 406,80 2,09 1,36
MEL- 0,5 u2 6 horas 137,00 2,04 0,14
MEL-1 u2 6 horas 122,40 2,13 0,78
MEL-0 u3 6 horas 236,40 2,06 1,24
MEL- 0,5 u3 6 horas 156,10 2,08 0,95
MEL-1 u3 6 horas 226,10 2,09 1,35
MEL+0 Ul 6 horas 165,60 1,97 1,59
MEL + 0,5 Ul 6 horas 459,30 2,01 1,83
MEL +1 Ul 6 horas 57,50 2,08 0,42
MEL+0 u2 6 horas 197,70 2,07 1,09
MEL + 0,5 u2 6 horas 162,80 2,01 1,30
MEL +1 u2 6 horas 289,10 2,04 1,62
MEL+0 U3 6 horas 268,00 2,04 1,94
MEL + 0,5 U3 6 horas 223,00 2,06 1,59
MEL +1 u3 6 horas 673,90 2,06 2,18
MEL-0 Ul 12 horas 749,40 1,99 1,43
MEL- 0,5 Ul 12 horas 131,60 1,92 1,68
MEL-1 Ul 12 horas 292,90 1,99 0,68
MEL-0 u2 12 horas 349,90 2,06 1,74
MEL- 0,5 u2 12 horas 386,10 2,05 1,74
MEL-1 u2 12 horas 488,30 1,05 1,44
MEL-0 u3 12 horas 199,50 2,03 0,57
MEL- 0,5 u3 12 horas 314,40 2,00 1,45
MEL-1 u3 12 horas 297,90 2,02 0,83
MEL+0 Ul 12 horas 159,30 1,98 0,61
MEL + 0,5 Ul 12 horas 279,40 1,99 1,25
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MEL +1
MEL+0
MEL + 0,5
MEL +1
MEL+0
MEL + 0,5
MEL +1
MEL-0
MEL - 0,5
MEL-1
MEL-0
MEL - 0,5
MEL-1
MEL-0
MEL - 0,5
MEL-1
MEL+0
MEL + 0,5
MEL +1
MEL+0
MEL + 0,5
MEL +1
MEL+0
MEL + 0,5
MEL+1

Ul
U2
U2
U2
u3
u3
u3
Ul
Ul
Ul
U2
U2
U2
u3
u3
u3
Ul
Ul
Ul
U2
U2
U2
u3
u3
U3

12 horas
12 horas
12 horas
12 horas
12 horas
12 horas
12 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas
24 horas

204,00
276,70
443,10
167,70
113,50
246,10
134,50
261,10
88,60
105,90
192,10
376,20
159,10
121,50
327,60
315,90
212,70
176,20
109,30
222,00
120,80
238,80
207,20
200,20
153,00

1,95
1,97
2,02
2,04
1,99
2,02
1,99
1,96
2,02
1,98
2,00
1,99
2,04
2,04
1,98
1,94
1,98
1,99
1,97
2,05
1,98
1,98
1,93
1,99
2,00

1,94
2,17
2,07
1,95
1,72
2,00
2,05
1,35
0,67
0,45
1,6
1,04
1,87
1,87
2,21
2,22
2,00
2,00
0,91
1,74
1,64
1,96
2,24
2,18
1,69

Fonte: Autor, 2023.
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Apéndice B. Concentracdo (ng/uL) de cDNA dos explantes utilizados (Artigo 2 —

Experimento 2).

Tab. 4. Concentragdo de DNA (ng/uL), e relagao A260/280 e 260/230 dos explantes derivados de trés
pecas uterinas, cultivados em Solugdo de William’s por 6, 12 e 24 horas, suplementada com
melatonina e adicionada com uma suspensdo espermatica 10 milhdes de espermatozoides
vivos e mortos/mL (MEL + ) ou sem espermatozoides (MEL - ) nas concentra¢des de 0,0
mmol.L"' (MEL + 0 e MEL - 0), 0,5 mmol.L"" (MEL + 0,5 e MEL - 0,5) e 1 mmol.L"" (MEL + 1,0
e MEL - 1,0). Medicdo Fotométrica realizada em Nanodrop® (Thermocientific, modelo

840274100).
Tratamentos Peca uterina Periodo ng/uL A260/A280 A260/A230
MEL-0 Ul 6 horas 267,48 1,90 2,40
MEL- 0,5 Ul 6 horas 221,17 1,88 2,36
MEL-1 Ul 6 horas 131,44 1,85 2,37
MEL-0 U2 6 horas 234,29 1,88 2,21
MEL- 0,5 U2 6 horas 226,28 1,87 0,91
MEL-1 U2 6 horas 173,06 1,86 2,20
MEL-0 U3 6 horas 213,30 1,87 2,24
MEL- 0,5 U3 6 horas 231,40 1,87 2,23
MEL-1 U3 6 horas 288,80 1,88 2,31
MEL+0 Ul 6 horas 296,55 1,89 2,35
MEL + 0,5 Ul 6 horas 273,21 1,87 2,33
MEL +1 Ul 6 horas 235,43 1,87 2,43
MEL+0 U2 6 horas 266,73 1,87 2,25
MEL + 0,5 U2 6 horas 198,32 1,86 2,28
MEL +1 U2 6 horas 67,85 1,40 1,60
MEL+0 U3 6 horas 271,58 1,88 2,36
MEL + 0,5 U3 6 horas 236,45 1,87 2,31
MEL +1 U3 6 horas 254,41 1,88 2,36
MEL-0 Ul 12 horas 253,54 1,89 2,13
MEL- 0,5 Ul 12 horas 224,11 1,88 2,37
MEL-1 Ul 12 horas 186,39 1,87 2,01
MEL-0 U2 12 horas 225,64 1,88 2,32
MEL- 0,5 U2 12 horas 257,12 1,88 2,32
MEL-1 U2 12 horas 225,38 1,87 2,10
MEL-0 U3 12 horas 255,01 1,87 2,10
MEL- 0,5 U3 12 horas 273,14 1,88 2,28
MEL-1 u3 12 horas 205,07 1,87 2,06
MEL+0 Ul 12 horas 257,00 1,87 2,15
MEL + 0,5 Ul 12 horas 231,34 1,87 2,25
MEL +1 Ul 12 horas 244,09 1,87 2,38
MEL+0 U2 12 horas 170,49 1,86 2,36
MEL + 0,5 U2 12 horas 226,98 1,87 2,34
MEL +1 U2 12 horas 223,55 1,87 2,37
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MEL+0 u3 12 horas 213,38 1,96 2,37
MEL + 0,5 u3 12 horas 262,23 1,88 2,36
MEL + 1 u3 12 horas 137,54 1,85 2,36
MEL-0 Ul 24 horas 117,23 1,85 2,19
MEL - 0,5 Ul 24 horas 189,30 1,86 2,24
MEL-1 Ul 24 horas 155,16 1,86 1,96
MEL-0 U2 24 horas 139,06 1,86 2,32
MEL-0,5 u2 24 horas 115,87 1,86 2,05
MEL-1 u2 24 horas 57,24 1,86 2,45
MEL-0 U3 24 horas 96,16 1,85 2,41
MEL - 0,5 u3 24 horas 103,85 1,84 2,41
MEL-1 U3 24 horas 81,29 1,84 2,39
MEL+0 Ul 24 horas 140,42 1,85 2,34
MEL + 0,5 Ul 24 horas 299,43 1,88 2,34
MEL + 1 Ul 24 horas 108,66 1,84 2,21
MEL+0 U2 24 horas 146,50 1,86 2,34
MEL + 0,5 U2 24 horas 140,08 1,87 2,40
MEL + 1 U2 24 horas 135,13 1,88 2,39
MEL+0 u3 24 horas 145,42 1,88 2,39
MEL + 0,5 U3 24 horas 111,86 1,87 2,45
MEL+1 u3 24 horas 171,49 1,88 2,14

Fonte: Autor, 2023.

Apéndice C: Composi¢ao dos meios:
Apéndice C1: Fator de crescimento epidermal (EGF) — Solugéo estoque.
O volume de 50 yG de Fator de crescimento epidermal (SRP3196, Sigma

Aldrich®) foi reconstituido em 1000 uL de agua ultrapura estéril, resultando no volume
final de 50 yG/mL. A solucgao foi estocada em aliquotas de 100 pyL a — 20 °C.

Apéndice C2: Meio de William’s suplementado:

O meio de William’'s (livre de fenol vermelho, 500 mL, A1217601,
ThermoFischer Cientific®) foi adicionado com 0,01 uG/mL de fator de crescimento
epidermal (EGF) (SRP3196, Sigma Aldrich®) (Apéndice C), 0,1 mg/mL de
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antibiético+antimicotico 100 X ((Penicilina: 100Ul/mL + Estreptomicina: 100ug/mL +
Anfoterecina B: 0,25ug/mL), 15240096, ThermoFischer Cientific®), 2 mM de L-
glutamina (25030081, ThermoFischer Cientific®), 5 mL de insulina-transferina-selénio
(ITS, Gibco, 100 X, 105242233, ThermoFischer Cientific®) e 50 mL, de soro fetal
bovino (Invitrogen SFB, inativado em banho maria 500 mL, 10695023, ThermoFischer

Cientific®). Abaixo, segue a composigao resumida do exposto acima:
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9 ANEXOS

Anexo A: Coleta de explante com punch dermatolégico de 8 mm de diametro de uma

das pecas uterinas pelo acesso dorsal da curvatura maior.
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Anexo B: Explantes em 4,25 mililitros de Solugao de William’s prontos para o cultivo

em estufa com 5 % de CO2, 5 % de O, 38 ° C sob umidade saturada.

PR MU RN E g Y |7

T TN R O T 2 O A 5 4 G 29 & 44
AR OSSN TS0
ENESESSNSes Sy s sy

Anexo C: Fatiamento do explante congelado com Iamina de bisturi (A) e deposigéao
dos fragmentos e degradagao com seringa de 3 mililitros acoplado a uma
agulha de 18 G de diametro (B, C e D).
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