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Resumo

O reconhecimento materno da gestagdo, entre os dias 15 e 19 apos a fertilizacdo, estabelece um dos
principais desafios biologicos para a obtengdo de indices reprodutivos satisfatorios em bovinos. Nessa espécie,
uma glicoproteina secretada pelo concepto (embrido ¢ membranas associadas) no ambiente uterino, denominada
de interferon-tau (IFN-t) bloqueia a secre¢do pulsatil de prostaglandina F2alfa (PGF,,) endometrial. Tal
bloqueio fisiolégico determina a manuteng@o da secrecdo de progesterona pelo corpo luteo e o estabelecimento
da prenhez. Contudo, os mecanismos pelos quais o IFN-t impede a lutedlise ainda ndo foram suficientemente
esclarecidos em fémeas bovinas. Este artigo tem como objetivo sumariar conhecimentos relativos aos
mecanismos envolvidos nesse processo que é determinante ao €xito reprodutivo, especificamente sobre a atuacdo
do IFN-t no reconhecimento materno da gestagcdo nas fémeas bovinas.
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Abstract

Maternal recognition of pregnancy occurs between days 15 and 19 after estrus. This process is one of
the most important biological challenges to increase reproductive performance in cattle. In cattle, interferon-tau
(IFN-7) is a conceptus glycoprotein secreted into the uterine microenvironment. The IFN-t blocks luteolysis
thereby maintaining progesterone secretion by the corpus luteum and ensuring pregnancy maintenance.
However, mechanisms by which IFN-t blocks endometrial pulsatile release of prostaglandin F2alpha (PGF,)
are not yet completely understood. This article aims to review the knowledge about this important event to the
success of reproduction in cattle, with a special emphasis on the IFN-t actions.
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Introducao

O crescimento populacional humano aliado aos limites da ocupacdo territorial mundial determina a
necessidade de maximizar a eficiéncia dos processos produtivos para que as demandas por alimento da sociedade
moderna sejam supridas. A espécie bovina (Bos faurus — Linnaeus, 1758) foi domesticada e selecionada,
constituindo importante fonte alimentar para a populacdo humana. O Brasil consagrou-se como um dos maiores
produtores e exportadores de carne bovina, sendo atualmente detentor do maior rebanho comercial do mundo.
Tal sistema produtivo animal ¢ altamente influenciado pelos indices reprodutivos das fémeas, as quais devem
apresentar um adequado intervalo entre partos, ao redor de 12 meses, garantindo a produgdo de um
bezerro/vaca/ano. Contudo, apesar das cifras movimentadas pela pecuaria nacional, estima-se que o intervalo
entre partos médio observado nos rebanhos brasileiros seja de aproximadamente 18 meses. Conhecimentos
adquiridos acerca dos mecanismos reprodutivos nessa espécie podem fomentar um incremento nos indicadores
produtivos desse setor ¢ aumentar a oferta de nutrientes de alta qualidade a menores custos para a populacdo
humana.

Com o objetivo de padronizar os termos aplicados ao estudo da reprodugdo nessa espécie, o Comité de
Nomenclatura Reprodutiva Bovina (Committee ..., 1972) definiu que o periodo embriondrio inicia-se na
concep¢ao e termina nos estagios finais da diferenciagdo sexual, por volta de 42 dias na espécie bovina. Esse
periodo ¢ seguido pelo periodo fetal, que se encerra no término da gestacdo. Estudos realizados desde a década
de 70 permitiram a observacdo de que um dos principais desafios biologicos para o estabelecimento da prenhez
nos rebanhos bovinos ocorre no periodo embrionario, especialmente entre os dias 15 e 19 apos a fecundacdo,
periodo que posteriormente foi designado de “periodo critico” (Binelli et al., 2001). Diskin e Sreenan (1980)
relataram que falhas de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario até o dia 8 pos-fertilizagdo sdo responsaveis
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por 10% dos casos de fracasso reprodutivo, enquanto as mortes embrionarias entre os dias 8 e 16 pos-fertilizagio
contribuem com mais de 30% dos referidos casos. Em rebanhos bovinos selecionados para produgio de leite,
esses indices reprodutivos sdo ainda menores (Drost ef al., 1999). Estudos em que vacas leiteiras lactantes foram
submetidas a transferéncia de embrides e ao diagndstico precoce da gestagdo por ultra-sonografia revelaram que
menos de 50% das vacas mantiveram-se gestantes entre 27-30 dias apds a ovulag@o (Sartori et al., 2003). Tais
dados justificam relatos de taxas de nascimento apds unica inseminagdo de 50 a 55% para novilhas (Sreenan e
Mulvehill, 1975; Roche et al., 1977; Wishart et al., 1977), de 52 a 57% para vacas de ragas selecionadas para
produgdo leiteira (Mawhinney e Roche, 1978) e de 53% para vacas de ragas especializadas na producdo de carne
(Roche et al., 1977).

Durante o periodo critico, em fémeas bovinas ndo fertilizadas ou com concepto (embrido e membranas
associadas) incapaz de bloquear a luteélise, ocorre a regressdo funcional e estrutural do corpo luteo (CL). Esse
evento fisiologico determina o inicio de um novo ciclo estral. Entretanto, para a ocorréncia de uma prenhez, deve
ser estabelecido um dialogo bioquimico eficiente entre o concepto e a unidade materna no microambiente
uterino. Tal didlogo deve resultar no bloqueio da lutedlise, na manutengdo da secregdo de progesterona (P4) pelo
CL ¢ na conseqiiente manutengdo da gestacdo. Esse processo, conhecido como reconhecimento materno da
gestagdo, ¢ estabelecido por meio de mecanismos bioquimicos, morfologicos ¢ fisioldgicos peculiares as
diferentes espécies mamiferas.

Este artigo tem como objetivo reunir informagdes sobre os mecanismos envolvidos no reconhecimento
materno da gestacdo nas fémeas bovinas, particularmente sobre a atuacdo da glicoproteina secretada pelo
concepto bovino, conhecida como interferon-tau (IFN-t), fundamental nesse processo.

Placentacio, implantagdo e reconhecimento materno da gestacio

Entende-se por placentagdo a forma como as membranas associadas ao embrido ou feto se desenvolvem
e se ligam ao endométrio (Bjorkman, 1976). Nos ruminantes artiodactilos (i.e., bovinos, caprinos, ovinos,
cervideos) a placentagdo ¢é do tipo sinepiteliocorial quanto as camadas teciduais da barreira materno-fetal, um
processo de implantagdo levemente invasivo, em que seis camadas teciduais (endotélio materno, tecido
conjuntivo materno, epitélio materno, trofoblasto, tecido conjuntivo embrionario e endotélio embrionario)
estabelecem os limites entre as circulagdes fetal ¢ materna (Leiser ¢ Kaufmann, 1994). Observa-se que a
evolugdo quanto ao tipo de placentagdo nas espécies mamiferas tem determinado o mecanismo pelo qual o
concepto deve sinalizar sua presenca a mae (Roberts et al., 1997). Associada a placentagdo, desenvolve-se a
implantagdo embrionaria, processos determinantes no estabelecimento da comunica¢do materno-embrionaria em
cada espécie.

A implantagdo do blastocisto junto ao utero materno ¢ uma adaptacdo embriondria associada com a
viviparidade, requerida para sustentar a nutricdo e a protecdo do concepto durante a gestagdo (Spencer et al.,
2004). Nas espécies mamiferas, diferentes estratégias estdo envolvidas no processo de implantagdo. Em
roedores, primatas ¢ humanos, os blastocistos sdo rapidamente implantados no endométrio materno, antes
mesmo de se expandirem ¢ formarem as membranas embriondrias (Carson et al., 2000). J& em ruminantes
domésticos, o blastocisto evolui da forma esférica para tubular, alonga-se rapidamente, ¢ as membranas
embrionarias sdo formadas antes da implanta¢do (Spencer et al., 2004). Nessas espécies, 0 mecanismo de
reconhecimento materno da gestagdo ocorre no periodo pré-implantagdo.

A expressdo “reconhecimento materno da gestacao” foi definida por Roger Short, em 1969, como o
processo pelo qual o concepto sinaliza sua presenca a unidade materna, prolongando a vida do CL e mantendo a
gestacdo devido a de um didlogo bioquimico que se estabelece entre o concepto e o tecido endometrial nas
diversas espécies mamiferas (revisado por Spencer e Bazer, 2004).

Em experimentos realizados nos anos 60 (Moor ¢ Rowson, 1964; 1966) e no final dos anos 70 (Martal
et al., 1979), evidenciou-se que a manutengdo do CL em ovinos ocorre pela atuagdo de fatores produzidos pelo
concepto no endométrio materno. Outros estudos na década de 80 demonstraram que a infusdo de proteinas
secretadas por conceptos no utero de vacas ndo gestantes retardou a luteodlise (Knickerbocker e al., 1986,
Helmer et al., 1989). Tais fatores antiluteoliticos foram denominados inicialmente de trofoblastina (Martal et al.,
1979) ou proteina trofoblastica-1 (Godkin et al., 1984; Bartol et al., 1985). Na década de 90, com a purificagdo,
a clonagem e o seqilienciamento desses fatores, verificaram-se semelhangas estruturais com um grupo de
glicoproteinas conhecidas como interferons (IFN) tipo I (Imakawa et al., 1987). Ainda observou-se que tais
interferons produzidos pelos conceptos apresentavam atividades peculiares aos IFN tipo I, como atividade
antiviral, antiproliferativa e imunomodulatéria. Dessa forma, os interferons de origem trofoblastica foram
nomeados de interferon-tau (IFN-t) (Roberts et al., 1992). Posteriormente, diversos autores observaram que a
administracdo de IFN recombinante (rIFN-t) prolonga a vida do CL em ovinos, caprinos e bovinos (Martal et al.,
1990, Ott et al., 1993, L’Haridon et al., 1995, Meyer et al., 1995).
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Estrutura dos interferons

Os IFN sdo citocinas sintetizadas e secretadas por células somaticas das espécies mamiferas. A
designag@o coletiva de interferons surgiu com estudos de Stewart (1979) que assim os nomeou por sua peculiar
capacidade de interferir na biologia das células mamiferas induzindo um estado antiviral.

Alguns estudos identificaram diversas proteinas tipo IFN inicialmente em humanos. O interferon-alfa
(IFN-a) ¢ composto por 12 subtipos, que sdo proteinas distintas contendo de 165 a 166 aminoacidos (Nagata et
al., 1980). O interferon beta (IFN-f) ¢ molécula inica composta por 166 aminoacidos (Taniguchi et al., 1980). O
interferon-6mega (IFN-®) ¢ molécula de 172 a 174 aminoacidos (Capon et al., 1985; Hauptmann e Swetly,
1985). O interferon-kappa (IFN-«) ¢ derivado de queratindcitos (Nardelli ez al., 2000; Lafleur ef al., 2001). Na
espécie bovina, foram identificados multiplos subtipos de IFN-a, IFN-f3, IFN-o, e ainda se observou a expressao
de interferon-tau (IFN-t), responsavel pelo reconhecimento materno nessa espécie (Roberts et al., 1992; 1999).

Genes que codificam o IFN-t foram identificados apenas em ruminantes (Leaman e Roberts, 1994).
Acredita-se que os genes para IFN-t tenham evoluido de um IFN-o ancestral ha aproximadamente 36 milhdes de
anos, no momento da divergéncia entre os ruminantes pecoran (ovinos, caprinos, bovinos, antilopes, cervideos,
girafas) e os outros artiodactilos (suinos, lhamas e¢ camelideos) (Roberts et al., 1999). Observou-se que as
familias de genes para IFN sofrem extensivas duplicagdes, originando multiplas isoformas protéicas de IFN-a, -
o e -T, além de apresentarem a caracteristica de ndo possuirem introns (Demmers et al., 2001).

Apesar das diferencas na seqiiéncia de aminoacidos, os IFN-a, IFN-B, IFN-®, IFN-k e IFN-t
apresentam estrutura tridimensional semelhante (Roberts e al. 1999). Tal caracteristica estrutural, associada as
propriedades biofisicas e atividades biologicas comuns, como estabilidade de atividade em pH 4acido e
reconhecimento de classes comuns de receptores de superficie celular (Mogensen et al., 1999), determinou a
designac@o coletiva dessas moléculas como IFN tipo 1.

Um IFN estruturalmente distinto, conhecido originalmente como IFN imune devido a sua origem nas
células-T, foi clonado em 1982 (Gray e Goeddel, 1982). Diferente do tipo I, esse IFN é conhecido como IFN-
gama (IFN-y). Devido a sua ligagdo a receptores diferentes dos observados para os IFN tipo I (Mogensen et al.,
1999), esse foi classificado como IFN tipo II.

O IFN-t apresenta atividades inerentes aos interferons, como potente atividade antiviral, inibi¢do na
proliferagdo celular e efeitos regulatorios nas células do sistema imune semelhantes ao IFN-o. Sua molécula ¢é
composta por 172 aminoacidos e apresenta 75% de homologia com o IFN-o (Ealy ef al., 1998). Assim como
todos IFN tipo I, o IFN-t se liga as subunidades de receptor para interferon 1 e 2 (IFNARI e IFNAR2) (Li e
Roberts, 1994a; b) e ativa fatores de transcri¢do (Alexenko et al., 1997; Binelli et al., 2001), induzindo a
expressao de diversos genes (Ott ef al., 1998; Spencer et al., 1998; Kim et al., 2003; Chen et al., 2006; Gray et
al., 20006).

Ap0s a purificacdo das proteinas secretadas por conceptos ovinos, Godkin ef al. (1982) observaram que
o interferon-tau ovino (oIFN-t) apresenta diversas isoformas protéicas com peso molecular de aproximadamente
18 KDa, sem a presenga de glicosilagdo. Ja as isoformas de interferon-tau bovino (bIFN-t) apresentam peso
molecular entre 22 ¢ 24 KDa, glicosiladas na extremidade amino (Demmers et al., 2001). A razdo para a
transcricdo de multiplas isoformas de IFN-t permanece desconhecida. No entanto, Ealy et al. (2004) sugerem
que as diferentes isoformas desempenhem distintas atividades como hormoénios da gestacao ou que estabelegcam
um mecanismo que amplifique a produgdo desta proteina no periodo critico.

Mecanismos de a¢ao do IFN-1

De maneira geral, as respostas bioldgicas aos interferons sdo iniciadas pela sua ligagdo aos receptores
de superficie celular especificos e pela subseqiiente ativagdo de vias de transdugdo de sinal citoplasmatico,
ativando a expressdo de genes regulados por IFN (Sen e Lengyel, 1992; Stark et al., 1998). Observou-se que
células endometriais expressam as subunidades 1 e 2 do receptor para IFN (Kaluz ef al., 1996). A ligagdo do IFN
ao seu receptor desencadeia fosforilagdes intracelulares que ativam mensageiros secundarios conhecidos como
Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcrigdo os quais se ligam aos Elementos de Resposta Estimulados por
Interferon nos genes que os possuem (Darnell, 1997; Harda et al., 1989; Reid et al., 1989). Tal mecanismo foi
também descrito em bovinos por Binelli et al. (2001).

O mecanismo geral pelo qual o IFN-t inibe a regressao do CL ¢ pela supressdo da liberacao pulsatil de
PGF,, endometrial. Sabe-se que o olFN-t produzido pelo embrido atua de maneira paracrina no tecido materno
suprimindo a transcrigdo de genes para receptores de ocitocina (OTR) e de estradiol (ER) no endométrio
(Lamming et al., 1995; Spencer e Bazer, 1995). Ainda, os aumentos na expressao dos genes para OTR e ER
detectados nas fémeas ovinas ciclicas entre os dias 11 e 17 pds-estro ndo ocorrem nas fémeas gestantes (Spencer
e Bazer, 1995) ou em fémeas ciclicas que receberam infuséo uterina de IFN-t (Spencer et al., 1995). Especula-se
que, por meio da inibicdo de ER, o IFN-t iniba a regulacdo positiva nos OTR. Com tal mudanga na célula
endometrial, a ocitocina (OT) de origem hipofisaria ou luteal ndo terd possibilidade de promover a liberacdo dos
pulsos de PGF,, essenciais a lutedlise.
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Em fémeas bovinas, observou-se o efeito de IFN-t na inibi¢do da sintese de PGF,, em explantes
endometriais (Arnold ez al., 2000) e em células endometriais epiteliais (Danet-Desnoyers et al., 1994; Xiao et
al., 1998; Binelli ef al., 2000). No entanto, nessa espécie, a relagdo entre IFN-t, ER e OTR ainda ndo esta clara.
Sugere-se que o IFN-t possa inibir a expressdo de OTR (Kimmins e Maclaren, 2001; Robinson ef al., 2001).
Observaram-se diferencas significativas na expressdo de OTR endometrial entre as fémeas bovinas prenhes e
ciclicas (Fuchs ef al., 1990; Jenner et al., 1991; Guzeloglu et al., 2004a), sugerindo que o IFN-t secretado pelo
concepto suprime a expressdo de OTR. A observagdo de que o IFN-t recombinante inibe a expressdo de OTR
em explantes endometriais em cultivo corrobora com esse conceito (Horn et al., 1998; Leung et al., 2001).
Recentemente, Robinson et al. (2001) estudaram a expressdo de receptores para OT, E; e P4 no endométrio
bovino durante o ciclo estral ou periodo inicial da gestagdo por meio de hibridizacdo in situ e
imunohistoquimica. Nesse estudo, ndo foi observada a expressdo de RNA mensageiro (RNAm) para OTR entre
os dias 12 e 18 apds o estro no endométrio de fémeas bovinas gestantes. Quanto ao ER, a presenca de um
concepto ndo surtiu efeito na expressdo de RNAm para ER no epitélio luminal uterino, nas glandulas superficiais
ou no estroma subepitelial entre os dias 12 e 14 pods-estro. Contudo, entre os dias 16 ¢ 18 pos-fertilizagdo,
observou-se um aumento nas concentragdes de RNAm para ER no epitélio luminal de fémeas ciclicas, enquanto
em fémeas gestantes notou-se um declinio, tornando-se indetectavel no décimo oitavo dia. Esses resultados
indicam que a inibicdo de OTR promovida pelo IFN-t ndo esta relacionada temporalmente a expressdo de ER
nas fémeas bovinas. Sabe-se que a regido promotora do gene para OTR contém um Elemento de Resposta
Estimulado por Interferon, ao qual se ligam os Fatores Regulatorios de Interferon-1 ¢ 2 (Bathgate et al., 1998).
Assim, supde-se que o IFN-t possa inibir diretamente a expressdo de OTR.

Alguns autores apontam outros possiveis mecanismos de acdo antiluteolitica do (bIFN-t). Especula-se
que este possa modular a expressdo de genes endometriais e, conseqiientemente, a sintese de proteinas que
podem bloquear a sintese de PGF,, (Thatcher et al., 1997; Binelli et al., 2000; Schéfer-Somi, 2003). Austin et al.
(1996) e Johnson et al., (1998) observaram que o IFN-t induz a sintese da proteina de reagdo cruzada com
ubiquitina (UCRP), proteina que realiza degradagao proteossomal. Em estudo recente, tal proteina foi designada
de gene estimulado por interferon 15 (ISG15) e observou-se que a mesma se conjuga com proteinas citosélicas
endometriais (Joyce et al., 2005). Assim, alguns autores sugerem que o IFN-t possa atuar intensificando a
degradagdo da Proteina Quinase C, molécula fundamental na sintese de PGF,, endometrial e na luteélise (Austin
et al., 1996; Johnson ef al., 1998). Ainda, especula-se que o IFN-t possa inibir a lutedlise, alterando a producdo
de PGF,, luteolitica para PGE,, que ¢ supostamente luteotrofica (Asselin e Fortier, 2000). Foi observado que o
IFN-t regula negativamente a expressdo das enzimas prostaglandina F, sintase (Arosh et al., 2004) e
prostaglandina 9-ceto-redutase, desta forma possivelmente previne a producdo de PGF,, endometrial (Asselin e
Fortier 2000; Lafrance e Goff, 1990).

Provavelmente, a acdo do IFN-t envolve o controle da expressdo génica do endométrio (Wolf et al.,
2003), mas, até o momento, pouco se sabe sobre os mecanismos e as fungdes desses genes no contexto
reprodutivo. Entretanto, recentemente alguns estudos foram realizados com o objetivo de observar a expressio
génica endometrial no periodo de periimplantacdo, na presenca e auséncia de concepcdo. Nesses estudos,
utilizou-se a metodologia de analise comparativa entre pares de fémeas gémeas monozigoticas, em que uma
fémea recebeu um embrido ¢ a outra ndo, o que reduz a variabilidade genética (Klein et al., 2006). Neste estudo,
observou-se a expressdo de 38 genes sabidamente regulados por interferons do tipo I no endométrio das fémeas
prenhes. Alguns desses genes ja foram relacionados com o periodo do reconhecimento da gestagdo, como o
ISG15 (Austin et al., 2004), 2’ 5’-oligoadenilato sintetase (OAS; Schmitt et al., 1993), proteina transmembranica
induzida por interferon 1 e 3 (IFITM-1, -3; Pru et al., 2001), e proteina Mx 1 e 2 (Ott et al., 1998), mas pouco
ainda se sabe sobre os papéis dessas moléculas nesse processo. Sugeriu-se que a OAS afetou a sintese
endometrial de PGF,,, possivelmente alterando o metabolismo do acido araquidonico (Schmitt ef al., 1993). As
proteinas IFITM-1 e -3 estdo envolvidas nos processos de adesdo celular induzidos por IFN (Deblandre et al.,
1995; Evans et al., 1993). Hicks et al. (2003) relataram que a proteina Mx estava relacionada com a remodelagéo
uterina. Bauersachs et al. (2006) examinaram a expressdo gé€nica endometrial em novilhas ciclicas e gestantes
por meio de abordagens moleculares comparativas (hibridizagdo subtrativa e microarranjos). A compilagdo de
seus resultados com os obtidos em Klein et al. (2006) e em Gray et al. (2006) demonstrou que 31% dos genes
regulados positivamente nesses estudos sdo relacionados com as respostas imunes, 14% estdo envolvidos nos
processos de transducdo de sinal, 10% participam de atividades de transporte, 9% estdo comprometidos com
protedlise, 8% participam da regulagdo de transcri¢do, 5% com processos de proliferagdo celular, 5% com
sinalizagdo célula-célula, 4% com metabolismo e 4% com indugdo de apoptose. Tais estudos devem contribuir
para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da gestag@o nas fémeas bovinas.

Mensuracio da expressiao do IFN-t
Atualmente diversas técnicas podem ser empregadas para observar a presenca de uma molécula

especifica em um determinado evento fisiologico. A expressdo de IFN-t pode ser mensurada utilizando-se
diversos métodos capazes de identificar essa proteina em meios de cultura ou fluidos bioldgicos, ou mesmo a
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expressdo de seu RNAm em tecidos e células.

A expressdo do RNAm em células produtoras de IFN-t tem sido monitorada por meio de modernas
técnicas. Ealy ef al. (2004) utilizaram a reacdo de polimerizacdo em cadeia por transcriptase reversa (RT-PCR)
para identificar diferentes isoformas de IFN-t caprino em células de conceptos. Com o mesmo objetivo,
Winkelman et al. (1999) empregaram esta técnica em conceptos ovinos e obtiveram sucesso na identificacéo das
diferentes isoformas expressas no periodo de periimplantagdo. Ainda, por meio de PCR quantitativo em tempo
real, outros pesquisadores observaram que a expressdao de transcritos para essa proteina inicia-se proxima ao
momento da formagao da blastocele, evento que ocorre a partir de 7 dias pos-fertilizagdo (Bertolini et al., 2002).
Um incremento na sintese de IFN-t é observado durante o alongamento embriondrio, observado entre os dias 12
e 17 da gestagdo, periodo em que o RNAm para [FN-t ¢ transcrito de forma mais abundante (Demmers et al.,
2001). Bertolini et al. (2002) relataram uma correlagdo positiva entre tamanho do trofoblasto e expressdo de
transcritos para IFN-t. Entretanto, em estudo recente realizado por Robinson et al. (2006), apesar do notavel
incremento nas concentragdes de IFN-t no ambiente uterino entre os dias 14 e 18 da gestagdo, ndo foi observado
aumento na sintese de RNAm para IFN-t por unidade de massa de tecido trofoblastico. Assim, conclui-se que o
aumento na producdo de IFN-t esta relacionado com o crescimento trofoblastico.

Para observar a expressdo protéica de IFN-t em fluidos bioldgicos, técnicas como cromatografia e
eletroforese t€ém sido freqiientemente utilizadas. Sinha ef al. (2003) fizeram uso com sucesso do método de
cromatografia liquida de alta performance para purificar o IFN-t recombinante (rolFN-t) e determinar a
produgdo dessa proteina por cepas da levedura Pichia pastoris. Ainda podem ser usados métodos de
identificagdo de proteinas, com anticorpos especificos que propiciam a detec¢do da proteina de interesse. O teste
de imunodifusdo foi empregado para identificar bIFN-t e olFN-t por Helmer ef al. (1987). Atualmente, um
radioimunoensaio para detec¢cao do bIFN-t foi desenvolvido por Takahashi et al (2004). Outro método de ampla
utiliza¢do € o western blotting, no qual se utiliza um anticorpo marcado para identificar proteinas ap6s a amostra
ser submetida a técnica de eletroforese. Alguns autores detectaram a expressdo protéica de IFN-t bovino, ovino e
caprino (Ealy et al., 1998; Guillomot et al., 1998; Nagaya et al., 2004). Aplicando microscopia confocal e
eletronica de transmiss@o associada a imunohistoquimica, Johnson et al. (2006) observaram a presenca de IFN-t
no citoplasma e no nucleo de células trofoblasticas de embrides bovinos produzidos in vitro.

Outra possivel maneira de estudar a presenga de uma determinada molécula € por meio da mensuragéo
de sua atividade bioldgica inerente a esta. Especialmente em relagdo aos interferons, moléculas complexas com
diferentes isoformas, esse tipo de analise torna-se especialmente vantajoso. Nos primeiros ensaios bioldgicos
aplicados ao estudo do IFN-t, realizados na década de 80, observou-se que a atuacdo de concentrados protéicos
secretados pelo concepto, infundidos no ambiente uterino, promoveu a extensdo do ciclo estral (Helmer et al.,
1989; Knickerbocker et al., 1986). Posteriormente, tal efeito antiluteolitico em fémeas ovinas e bovinas também
foi observado para isoformas recombinantes de IFN-t (Martal et al., 1990; Ott ef al., 1993; Meyer et al., 1995).
Entretanto, a utilizacdo de tal modelo para quantificar a atividade antiluteolitica foi inviabilizada devido a
necessidade da utilizacdo de grande nimero de animais experimentais. Assim, determinou-se vantajoso o
desenvolvimento de ensaios bioldgicos in vitro, como os ensaios antivirais.

Segundo descrito por Armstrong (1981) e por Familetti ef al. (1981), um ensaio antiviral conveniente,
amplamente utilizado e que demanda um procedimento simples, consiste em mensurar a habilidade de
preparagoes de interferon em proteger células contra os efeitos citotoxicos de virus. Em ensaio desenvolvido por
Rubinstein et al. (1981), mensurou-se a inibi¢ao do efeito citopatico do virus da estomatite vesicular em células
Madin-Darby de rim bovino tratadas com interferons. De maneira geral, nesses ensaios tem-se que as poténcias
das preparacdes contendo interferon sdo quantificadas pela determinagdo da resposta de células ao desafio com
um virus. Considera-se a atividade antiviral o reciproco da dilui¢do de uma preparagdo requerida para produzir
um estado antiviral que proteja 50% das células contra o efeito citopatico maximo, observado nas preparagdes
controle (i.e., sem interferon).

Cientes que o IFN-t apresenta atividade antiviral, varios estudos relacionados aos aspectos do
reconhecimento materno da gestagdo foram desenvolvidos usando ensaios de atividade antiviral como indicativo
da secrecdo de IFN-t. Kerbler ef al. (1997) realizaram estudo para determinar a relagdo entre a concentragdo
materna de progesterona ¢ a sintese de IFN-t pelos conceptos. Nesse estudo, a sintese de IFN-t foi mensurada
utilizando um ensaio de atividade antiviral adaptado a partir de Loewen e Derbyshire (1986). Empregando
ensaio de atividade antiviral descrito por Rubinstein et al. (1981), Stojkovic et al. (1999) compararam a secregao
de IFN-t por embrides obtidos in vivo, ou in vitro por transferéncia nuclear ou biparticdo. Abecia et al. (2001)
realizaram um estudo com ovelhas em que avaliaram a atividade antiviral em meios condicionados por
conceptos através de ensaio descrito por Familetti ez al. (1981) como parametro de competéncia embrionaria em
sintetizar IFN-t. Ainda com o objetivo de estudar a influéncia de técnicas e meios de cultivo no desenvolvimento
de embrides in vitro, alguns trabalhos abordaram a monitoragao da secrecao de IFN-t por meio da observacdo da
atividade antiviral (Hernandez-Ledezma et al., 1993; Kubisch et al., 1998; Larson et al., 2001). No entanto, até o
momento, ndo foi evidenciada a correlagdo entre as diferentes atividades exercidas pelos interferons,
especificamente entre a atividade antiviral e a capacidade em modular a sintese de PGF,, (atividade
antiluteolitica). Em estudo realizado por Parent ef al. (2003) com trés isoformas recombinantes de interferon
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bovino e duas ovinas, ndo foi constatada relagdo entre as atividades antivirais e antiluteolitica observada em
células epiteliais e estromais endometriais bovinas por essas diferentes isoformas. Outros estudos também
demonstraram que isoformas variantes de IFN-t apresentaram diferente atividade antiviral (Winkelman et al.,
1999) e atividade antiproliferativa (Ealy ef al., 1998).

Uma vez que a atividade antiluteolitica deve estar associada a viabilidade e competéncia embrionaria,
tornou-se fundamental o desenvolvimento de técnicas para quantifica-la. Recentemente, Marques et al. (2006)
sugeriram uma metodologia de mensuracdo da atividade antiluteolitica por meio de um ensaio biologico que
quantifica a inibi¢do da sintese de PGF,, em uma linhagem definida de células endometriais bovinas (células
BEND; Staggs et al., 1998). A capacidade de fluidos biologicos suspeitos de conterem IFN-t modularem a
sintese de PGF,,, estimulada por phorbol 12,13 dibutirato (Arnold ef al., 2000; Binelli et al., 2000; Guzeloglu et
al., 2004b) foi equacionada matematicamente de forma a se obterem as atividades antiluteolitica de tais fluidos.

Perspectivas

As informag0es apresentadas nesta revisdo evidenciam a atuagdo do interferon-tau no reconhecimento
materno da gestag@o. Entretanto, novos estudos ainda devem ser realizados na tentativa de melhor compreender
os mecanismos envolvidos no reconhecimento materno da gestagdo, especialmente em bovinos. Nessa espécie, a
compreensdo de tal evento fisiologico favoreceria o emprego de estratégias antiluteoliticas durante o periodo
critico (Binelli et al., 2001; 2006). Apesar do alto impacto das perdas embrionarias nos indices reprodutivos,
observa-se a escassez de dados sobre tais perdas nos rebanhos explorados nas condigdes brasileiras. As novas
tecnologias de analise protedmica e gendmica utilizadas por diversos grupos de pesquisa no mundo devem
favorecer a geragdo de novas informagdes sobre as interagdes materno-fetais que ocorrem nesse periodo nas
diferentes espécies, incluindo a bovina (Klein et al., 2006; Bauersachs et al., 2006). Portanto, as atuais
ferramentas de pesquisa devem trazer novas perspectivas ao estudo dos mecanismos determinantes ao éxito do
processo reprodutivo.
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