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“You cannot teach a man anything; you can only help him discover it in himself.”

Galileo Galilei (1564 - 1642)

"l am enough of the artist to draw freely upon my imagination. Imagination is more important

than knowledge. Knowledge is limited. Imagination encircles the world.”

Albert Einstein (1879 - 1955)
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A POTENCIAL FUNCAO DO NODAL NA ENDOMETROSE DA EGUA

Resumo

Alguns membros da superfamilia do TGFp, tais como o Nodal e o TGFB1, tém um papel
importante na reproducdo da égua, sendo que a sua disfungdo pode contribuir para patologias
uterinas. A endometrose é uma doenca degenerativa em que o endométrio normal vai sendo
substituido por tecido fibrotico. O objectivo deste estudo consistiu em avaliar: (i) como o Nodal
pode influenciar o nivel de mRNA dos recetores da PGE, (EP2; EP4), do TGFB1 (ALKS5;
TGFRII), e os proprios (ALK4; ALK7), e ainda, a secrecao de prostaglandinas (PGs; PGE;; PGF,)
no endométrio equino; e (ii) como a fase do ciclo éstrico e grau de endometrose pode influenciar
estas vias. Endométrios da fase folicular (FF; n=6) e da fase lutea (FL; n=6) foram classificados
de acordo com o sistema de Kenney e Doig em categorias | e 1A (n=7), ou 1IB e Ill (n=5). Os
explantes foram incubados (24h; 37°C, 5% CO2) com TNFa, ocitocina ou Nodal (0.1;1;10
ng/mL). A expressdo de mRNA foi avaliada por qRT-PCR e a medicdo de prostaglandinas por
ELISA. Em endométrios de categoria I/I1A, o Nodal inibiu a expressdo génica de EP2, EP4 e
ALK4 e estimulou a de TGFRII, em ambas as fases do ciclo éstrico; e estimulou também os niveis
de mRNA de ALK5 e ALK7, apenas na FL. Em endométrios de categoria 11B/Ill, o Nodal
estimulou os niveis de mMRNA de EP2, EP4 e ALKS5, na FF, e de ALK4 e ALK7, na FL, embora
tenha inibido TGFRII e ALK4, na FF, e EP2, EP4, ALK5 e TGFRIlI na FL. O Nodal na
concentracao testada mais baixa (0.1ng/mL) estimulou a producéo de PGE: na FF e FL, enquanto
gue numa concentracao superior a inibiu na FF (1ng/mL). A producdo de PGF», foi estimulada
na FL com Nodal (0.1 e 10ng/mL). Concluindo, o Nodal parece estar envolvido na endometrose
da égua, por afetar negativamente a sinalizacdo da PGE; anti-fibrética e positivamente a da

citocina pro-fibrética TGFB1 e a produgdo de PGF,.

Palavras-chave: endométrio, endometrose, fibrose, égua, Nodal, TGFB1, PGE;, PGF»,, EP2,
EP4, ALK5, TGFRII, ALK4, ALK7, expressao génica







THE POTENCIAL ROLE OF NODAL IN MAR ENDOMETROSIS

Abstract

Members of TGFpB superfamily, as Nodal and TGFB1, have an important role in mare’s
reproduction, and as such, their dysfunction may contribute for uterine pathologies. Endometrosis
is a degenerative process with a switch of normal endometrium to fibrotic tissue. The aim of the
study was to assess: (i) how Nodal may influence the receptors of PGE, (EP2; EP4), TGFp1
(ALK5; TGFRII), and its own (ALK4; ALK7) mRNA level and prostaglandin (PG) secretion in
equine endometrium; and (ii) estrous cycle and endometrosis influence on these vias. Endometria
from follicular (FP; n=6) and mid luteal phases (MLP; n=6) were classified in Kenney and Doig’s
categories (cat) 1 and 1A (n=7), or 11B and Ill (n=5). Endometrium explants were incubated (24h;
37°C, 5% CO2) with TNF, oxytocin or Nodal (0.1, 1; 10ng/mL). The mRNA expression was
assessed by gRT-PCR and ELISA was used for PG measurement. In cat I/l1A endometria, Nodal
down-regulated EP2, EP4 and ALK4 mRNA expression and up-regulated TGFRII in both FP and
MLP; and ALK5 and ALK7 only in MLP. In cat I1B/I11, Nodal up-regulated mRNA levels of EP2,
EP4 and ALKS5 in FP, and ALK4 and ALK7 in MLP, whereas it inhibited TGFRII and ALK4 in
FP, and EP2, EP4, ALK5 and TGFRII in MLP. Nodal (0.1ng/mL) stimulated PGE; production in
both FF and FL, while at a higher concentration (1ng/mL) it decreased PGE; in FP. The
production of PGF,, increased in MLP with Nodal stimulation (at 0.1 and 10ng/mL). In
conclusion, Nodal may be involved in endometrosis in the mare, by impairment of anti-fibrotic

PGE:; and pro-fibrotic TGF1 signaling pathways and increasing PGF,, production.

Keywords: endometrium, endometrosis, fibrosis, mare, Nodal, TGFB1, PGE,, PGF.,, EP2, ,
EP4, ALK5, TGFRII, ALK4, ALK7, gene expression
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X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein
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Descricao das actividades desenvolvidas durante o estagio

O estégio curricular foi realizado no laboratorio de Fisiologia do Departamento de Morfologia e Fungéo,
FMV-UL, o qual foi iniciado a 1 de Fevereiro de 2016 e foi completado a 15 de Setembro de 2016.
Durante esse periodo parte do trabalho foi desenvolvido no laboratério do Prof. Dariusz Skarzynski, no
Instituto de Reproducdo Animal, Polish Academy of Science (PAS), Olsztyn, Polonia, de 14 de Junho
de 2016 a 13 de Julho de 2016.

O presente trabalho insere-se no projeto, “PTDC/CVT-REP/4202/2014” que tem como objetivo elucidar
alguns mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela endometrose na égua. Esses estudos tém sido
desenvolvidos no Departamento de Morfologia e Funcdo da Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade de Lisboa, sob a égide do Centro de Investigacdo Interdisciplinar de Sanidade Animal
(CIISA), e na PAS, Olsztyn, Polénia. Neste sentido, todas as actividades desempenhadas foram as
necessarias para a realizacao deste projecto, mas também colaborou noutros projectos do departamento
e na manutencao geral do laboratdrio. As actividades desempenhadas incluiram desde a preparagdo dos
reagentes e do restante material necessario para a incubacdo dos explantes endometriais; a avaliacdo e
seleccdo de Uteros e processamento dos mesmos para obtencdo de amostras; até a realizacdo de técnicas
de biologia molecular. Procedeu a extracgdo de RNA, a sintese de cDNA e quantificagdo com qRT-PCR
(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction), extraccdo e medicdo de proteina e
realizacdo de Western Blots. Também foi realizada a obtencdo de meio de cultura condicionado pelos
explantes endometriais submetidos aos diversos tratamentos in vitro e medi¢do da concentracdo de

prostraglandinas por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Por fim, colaborou na equipa voluntaria de apoio a conferéncia 21™ Annual meeting of European
Association of Domestica Animal Reproduction (ESDAR), realizada de 27 a 29 de Outubro de 2016 em
Lisboa. Durante dois meses, entre meados de Julho e meados de Setembro, acompanhou e deu formagéo
a duas estagiarias, a Edyta Waleska e a Monika Zakrzewska, do laboratorio do Instituto de Reproducéo
Animal, Polish Academy of Science (PAS), que se deslocaram a FMV/UL, paa aprenderam o processo
de extraccdo de RNA, sintese de cDNA e quantificacdo por QRT-PCR. O trabalho resultante foi
seleccionado para apresentagdo no 21™ Annual meeting of ESDAR, Berna, Suica de 24-26
Agosto de 2017.



1. Revisao Bibliogréafica

1.1.  Aendometrose: a sua importancia e a sua caracterizacéo

A endometrose, assim denominada por Kenney, refere-se a endometrite cronica e degenerativa (Snider
et al., 2011), a qual tem sido das principais causas de infertilidade na égua, e por esse motivo, o foco de
estudo ao longo do tempo (Kenney, 1978; Schoon & Schoon 2003, Snider et al., 2011; Aresu et al.,
2012). E tipicamente caracterizada por fibrose activa/inactiva, periglandular e/ou do estroma, originando
ninhos fibréticos acompanhados de alteragdes glandulares, embora possam existir glandulas adjacentes
inalteradas (Hoffmann et al., 2009a). Estas alteracdes do endométrio vao traduzir-se em disfunc@es da
capacidade reprodutiva da égua e correlacionar-se fortemente com a sua taxa de fertilidade (Kenney,
1978; Schoon & Schoon, 2003). No curso da endometrose, a progressdo da fibrose acompanha-se, entre
outros aspectos (Walter et al., 2001a, 2001b; Hoffmann et al., 2009a), de alteracGes da expressdo
protéica dos recetores esterdides (Aupperle et al., 2000; Hoffmann et al., 2009a, Lehmann et al., 2011),
e de alteracdes na producao de histotrofo (Hoffmann et al., 2009b; Lehmann et al., 2011) e na producao
de prostaglandinas (PGs) (Szostek et al., 2012).

Devido a importancia da satde uterina para o bem-estar animal e, principalmente, para a sua capacidade
reprodutiva, dedicAmo-nos a estudar um mecanismo pro-fibrético potencial, pela accdo do Nodal, no
endométrio equino. Trabalhos realizados no nosso laboratdério demonstraram a presenca do Nodal e dos
seus receptores ALK4 e ALK7, no endométrio equino, com maior imunomarcacgdo do receptor ALK7 em
zonas proximas a ninhos fibréticos (Volpi, 2013). Considerando a proximidade da via de sinalizagdo do
Nodal com a do TGFf1, e 0 seu papel na tumorogénese e na inflamacao, podera haver envolvimento do
Nodal na fibrose (Jornvall et al., 2001; Kim et al., 2004; Shen et al., 2013; Wang et al., 2014; Li et al.,
2015). O Nodal também consegue inibir o BMP7 (Yeo & Whitman, 2001), o qual tem varias funcbes
antifibréticas (revisto por Weiskirchen & Meurer, 2013). Noutros modelos de doencas fibroticas, o
TGFp1 (transforming growth factor B1) ganha destaque como pro-fibrético (revisto por Leask &
Abraham, 2004; Wynn, 2012; Verrechia & Mauviel, 2007), assim como a PGE2, embora como anti-
fibrética (Huang et al., 2009; Bozyk & Moore, 2011; Boor, 2012; Van Ly et al., 2012; Garrison et al.,

2013), e por esse motivo, incidimos 0 nosso estudo, sobre a sinalizagdo de ambos.



1.1.1. Caracterizacdo da endometrose

Avaliacdes histologicas tém sido feitas ao longo do tempo, para ajudar na avaliagdo da fertilidade das
éguas, sendo Kenney (1978) um dos primeiros a criar um sistema de categorizacao para as alteragdes
observadas, usando como critérios o padrao de distribuicdo das lesdes (em frequéncia e em localizacéo),
o tipo de inflamacéo celular (por tipo celular ou pelo aspeto do foci) e ainda a gravidade das lesGes
(inflamatérias ou de fibrose periglandular) (Kenney, 1978; Snider et al., 2011). Outros sistemas de
categorizagdo foram revistos por Snider et al. (2011). O sistema de Kenney era inicialmente constituido
por trés categorias, as quais foram associadas com a taxa de partos esperada (Tabela 1).

Tabela 1. Sistema de Categorizacdo de Kenney (Kenney 1978)

Cat. Alteragdes Principais TPE%

| Sem alteracfes de atrofia ou hipoplasia. Caso exista inflamacdo ou fibrose sdo 70 a

ligeiras e dispersas. 92%

I InfiltracOes difusas ligeiras a moderadas (1 a 10 camadas de colagénio) no estrato 50 a
compacto ou dispersa, mas com frequentes foci na lamina propria, Alteragbes 67%
fibréticas frequentes, mas dispersas, rodeando ramos individuais de glandulas
endometriais ou ninhos de ramos até 3 a 5,5 mm (até 4 campos lineares), Lacunae

linfaticas extensas. Atrofia Endometrial.

Il Fibrose periglandular grave (>10 camadas de colagénio) e extensa (5 ou mais <10%
ninhos de 5.5mm, em pelo menos 4 campos lineares). Infiltraces inflamatdrias
graves e extensas (infiltracdo continua) e lacunae linfaticas que dao caracteristicas

palpaveis de flacidez a parede uterina.

Este sistema foi melhorado, por Kenney & Doig, em 1986 (Schoon & Schoon, 2003; Snider et al., 2011),
e tem sido amplamente utilizado na investigacdo cientifica, como referéncia universal a progressao da
fibrose (Tabela 2) (Snider et al., 2011). Neste novo sistema houve a subdivisdo da categoria Il em I1A e
I1B. Nesta subdivisdo consideraram a atrofia endometrial no fim da época reprodutiva (qualifica para
insercdo na categoria 11A), e a natureza aditiva das lesdes, (i.e., mais de uma leséo qualificante e sobe
de categoria). Além disso, consideraram um aspeto ndo histolégico, i.e., quando uma égua tem como
historia pregressa mais de 2 anos sem partos, como qualificante para subir de categoria (Snider et al.,
2011).



Tabela 2. Sistema de categorizacdo de Kenney e Doig, de 1986 (Adaptado de Snider et al., 2011)

Cat. Alteracdes Principais TPE%

| Sem alteracgOes de atrofia ou hipoplasia. Se existir alguma alteragdo inflamacdo ou 80 a
fibrose é ligeira (1 a 3 camadas de colagénio) e dispersa. 90%

IHA  InfiltracBes inflamatorias ligeiras e dispersas, Fibrose ligeira (1 a 3 camadas de 50 a
colagénio) e atrofia endometrial no fim da época reprodutiva. 80%

1B  InfiltragBes inflamat6rias moderadas e dispersas, fibrose moderada (4 a 10 camadas 10 a
de colagénio). 50%

111 AlteracGes patoldgicas graves e irreversiveis, como a fibrose e a inflamacéao. <10%

E importante referir que Kenney menciona a importancia de considerar outros fatores, ndo so esta
categorizagdo mas também a fase do ciclo éstrico, alteracbes comportamentais e hormonais da égua,
assim como a historia clinica e reprodutiva do animal (Kenney, 1978). Existem também outras
caracteristicas histoldgicas, morfologicas e funcionais que afetam a taxa de fertilidade, como a ma
diferenciagdo glandular, angiopatias ou o caracter reversivel/irreversivel das lesdes, e ainda alteragdes
nos padrdes de secrecdo que devem ser tidas em conta nas avaliagdes de bidpsias (Schoon & Schoon,
2003; Lehmann et al., 2011).A lesdo mais caracteristica da endometrose é a fibrose periglandular, a qual
é causada pela deposicdo de colagénio fibrilar, por camadas concéntricas de fibroblastos transformados
em miofibroblastos (Evans et al., 1998; Walter et al., 2001b).

O inicio da fibrose é caracterizado histomorfologicamente por células epiteliais que hipertrofiam, ou
gue podem tornar-se hiperplasicas, e células do estroma periglandulares, caracterizadas por uma forma
poligonal grande e pela producéo activa de colagénio. Posteriormente, as células epiteliais degeneram
ou atrofiam, acompanhadas de alteracdes glandulares (glandulas cisticas, ninhos glandulares, hipertrofia
ou atrofia glandulares, ectasias), havendo congestdo intraluminal das glandulas e, por vezes, a presenca
de sedimentos (Kenney, 1978; Walter et al., 2001a, 2003).

Quando foi observado que havia diferentes estados metabdlicos das células do estroma, a endometrose
foi caracterizada como activa ou inactiva, (Aupperle et al., 2000; Schoon & Schoon, 2003), cuja
observacéo foi sustentada por estudos mais recentes (Hoffmann et al., 2009a, Lehmann et al., 2011;
Hanada et al., 2014). A endometrose também foi caracterizada como destrutiva ou ndo destrutiva,
(Hoffmann et al., 2009a). Por fim, também pode ser caracterizada de acordo com o padrdo de
diferenciacdo do endométrio em sincrono com o ciclo éstrrico ou assincrono com o ciclo éstrico

(Hoffmann et al., 2009b). Estas diferentes caracterizacGes estdo sumarizadas na Tabela 3.



Tabela 3. Resumo dos diferentes tipos de caracterizacdo da endometrose.

Activo (se 75% do estroma)

Inativo (se 75% do estroma)

Glandulas individuais com varias células do

estroma fibréticas desordenadas.

Diferenciagdo ~ metabolica  activa  é
caracterizada por células de nucleo de
tamanho médio a grande, hipocromatico e de

citoplasma palido.

Pequenos ninhos glandulares rodeados por células do
estroma fibréticas que se organizam de forma
alinhada com o eixo da glandula adjacente
(periglandulares). Diferenciacdo metabdlica inativa é
caracterizada por nucleo fusiforme hipercromatico e

de citoplasma alongado.

Destrutiva Activa

Destrutiva Inativa

+ varias células epiteliais degeneradas e
camadas de células do estroma fibréticas

invasivas, que penetram o lumen.

+varios focos de destruicdo de células epiteliais

individuais, com congestao das secrec¢des uterinas.

Padrao Sincrono com o Ciclo

Padrao Assincrono com o Ciclo

Padrdo Imunohistoquimico do epitélio

glandular afetado, no foci fibroético,

corresponde ao padrdo tipico (ciclo-

dependente) das glandulas adjacentes

Padrdo Imunohistoquimico do epitélio glandular
afetado, no foci fibrético, ndo corresponde ao padrao
tipico (ciclo-independente) das glandulas adjacentes

inalteradas.

inalteradas.

O endomeétrio é um dos alvos das hormonas esterdides ou hormonas sexuais, o estradiol (E), produzido
pelas células da granulosa nos foliculos ovaricos durante a fase folicular, e a progesterona (P4), que é
produzida pelas células esteroidogénicas do corpo llteo, durante a fase lGtea, e também pela placenta
(Aupperle et al., 2000, Hoffmann et al.,2009a, Szbstek et al., 2014a). Estas hormonas sdo responsaveis
por controlar a diferenciacdo e a proliferacdo celular (Schoon et al.,1999, Aupperle et al., 2000, Széstek
et al., 2014a), a angiogenese, a motilidade uterina, o comportamento reprodutivo, e também a producdo
de PGs, do histotrofo, de NO (nitric oxide), entre outros (Roberto da Costa et al., 2008; Szdstek et al.,
2014a).

Este leque de fungBes exige que estas hormonas estejam associadas a padrdes histomorfologicos,
enzimohistoquimicos e imunohistoquimicos caracteristicos de cada fase (folicular ou latea) do ciclo
éstrico (Hoffmann et al., 2009a), ajustadas as necessidades do seu estado reprodutivo. A ma
diferenciacdo endometrial desigual é, provavelmente, resultado de um endométrio parcialmente
refractario com alteragdo na expresséo protéica de recetores de E» (ESR) e/ou de P, (PGR) (Schoon et
al., 1999). A expressdo de ESR e PGR é indispensavel para o controlo hormonal do utero, como forma

de manter o ovario e o (tero sincronizados, pelo eixo hipotdlamo-pituitaria-ovario.



Com a progressdo da endometrose, foram detetados padrdes assincronos da expressdo de ESR e PGR
(Tabela 4), os quais variam, de acordo com o tipo de endometrose (destrutiva ou ndo destrutiva) e/ou
com o tipo de actividade metabolica do estroma (activo, inactivo ou misto), mas sendo
predominantemente caracterizado por uma diminuicdo da expressdo (Aupperle et al., 2000; Hoffmann
et al., 2009a, Lehmann et al., 2011).

Tabela 4. Resultados imunohistoquimicos sobre a expressao de ESR e PGR em foci fibréticos
comparados com areas inalteradas (Adaptado de Hoffmann et al., 2009a e Lehmann et al., 2011)
A intensidade da marcagéo é indicada por setas: (\)-diminuicio fraca, Y- diminuicdo ligeira;\ (\)-diminuicio
ligeira a moderada; V- diminui¢do moderada; N\ -diminuigio forte ; (N)- aumento fraco; N-aumento
ligeiro; N(N)-aumento ligeiro a moderado; NN-aumento moderado.

Referéncias N&o destrutiva Destrutiva
Células Estromais Activa Inactiva Mista | Activa Inactiva Mista
ESR Hoffmann et al., 2009a | Y\ 24 2% 2%

Lehmann et al., 2011 A2 N2 Wb Wby W) W)
PGR Hoffmannetal, 2009 | V(¥) ¥ (V) W ()

Lehmann et al., 2011 W) Wby N N2 BN NN NN NN

Células Epiteliais Glandulares

ESR Hoffmann et al., 2009a | M N NN NN

Lehmann et al., 2011 ™M % MDA N 207G
PGR Hoffmann et al., 2009a | () ) I CD)

Lehmann et al., 2011 N 202 Vi N2 Y(V) N

No endométrio, a expressdo protéica de ESR e PGR nas células do estroma fibrético apresentou uma
diminuicdo da sua expressdo, comparativamente as células de estroma ndo fibrético, a qual foi
relativamente semelhante entre tipos de endometrose e/ou de actividade do estroma (Hoffmann et al.,
2009a; Lehmann et al., 2011). No entanto, nas células epiteliais glandulares, ja se observou uma
influéncia, nomeadamente, a expressdo protéica de ESR encontrou-se diminuida nas formas inactivas e
aumentada na forma ndo destrutiva activa (Hoffmann et al., 2009a; Lehmann et al., 2011). A expressdo
de PGR mostrou-se aumentada na forma ndo destrutiva activa e diminuida nas restantes (Hoffmann et
al., 2009a; Lehmann et al., 2011).

Outra alteracdo importante, consequente da endometrose, é a alteracdo da secrec¢do do histotrofo, ja
sugerido anteriormente pela alteracdo de padréo de glucoconjugados (Walter et al., 2001a). A secrecdo
do histotrofo pelo endomeétrio é indispensavel para a criagdo dum microambiente uterino favoravel ao
desenvolvimento do embrido, especialmente na égua, devido ao longo periodo pré-implantacdo (Walter
et al., 2001a; Lehmann et al., 2011).

Tanto a quantidade como a qualidade do histotrofo sdo essenciais e se alterados, podem ser a causa de
infertilidade e perda embrionéria precoce (Hoffmann et al., 2009b). O histotrofo é composto por
uteroglobina (UGL), uteroferrina (UF), uterocalina (UCA), calbidina (CAL) e carbohidratos como o

glicogénio (GLY), e mucopolissacaridos (MS).



A UGL, UF e UCA sdo secretadas de forma Ps-dependente. Em relacéo as suas fungdes, a UGL tem
papel imunomodulador, anti-inflamatério e anti-fibrético (Hoffmann et al., 2009b; Lehmann et al.,
2011), sendo o seu possivel papel o de proteger o embrido. Alguns estudos imunohistoquimicos foram
desenvolvidos para caracterizar a expressao de proteinas em relagcdo a endometrose e a sincronicidade

do endométrio. Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Alteragfes imunohistoquimicas da expressdo de proteinas do histotrofo em foci
fibroticos, de acordo com o tipo de endometrose, e comparativamente a tecido inalterado
(Adaptado de Hoffmann et al., 2009b e Lehmann et al., 2011) A alteragdo da expressdo ¢ indicada por
setas: \- diminuicdo ligeira;\/ (V) - diminuigio ligeira a moderada; ¥\~ diminui¢do moderada; (1N)- aumento
fraco; fN-aumento ligeiro. ND - Endometrose ndo destrutiva, D- Endometrose destrutiva; UGL - uteroglobina;
CAL -calbidina; UCA - uterocalina; GLY — glicogénio; UF — uteroferrina.

Referéncias Hoffmann et al., 2009b Lehmann et al., 2011
Tipo de ND D ND D
endometrose

75% 25% 96% 4% F I F I
UGL 2% N 2% N AN V) V)N b
CAL \Z N \ Vi N Vi Vi
UCA v N v Y) Yy Vv Y
GLY "4 N 24 ™

21% 79% 40% 60%
UF NN N v N N N N N

1.2.  Mecanismos da Endometrose

O mecanismo para o desenvolvimento da endometrose, sugerido por Hoffmann et al.(2009a), é iniciado
por uma alteracdo e activagdo do epitélio, com aumento da espessura da lamina basal, das zonas afetadas.
A lamina basal tem uma funcdo importante na regulacao do epitélio e na sintese de fatores, sendo que
apenas no seu estado intacto é que consegue haver uma comunicacao e regulacdo adequadas (revisto
por Buczkowska et al., 2014). Nesta situacdo, pode surgir um conjunto de factores auto-induziveis e que
conseguem interagir de forma agonista e/ou antagonista, uns com 0s outros, e assim desencadear a
fibrose (Atamas, 2002; Cadario et al., 2002; Hoffmann et al., 2009a). A alteracdo do epitélio pode
ocorrer por uma variedade de fatores, tais como a endometrite, a hipoxia, a angioesclerose grave, bem
com alteracdes no processo de reparacao do tecido e no turnover da ldmina basal. A fibrose é definida
por excessiva producdo, deposicdo e contraccdo da ECM (particularmente de colagénio 1 e
fibronectina), resultando em disfuncdo orgénica e, possivelmente, na morte (Leask & Abraham, 2004;
Wynn & Ramalingam, 2012; Verrechia & Mauviel, 2007). O TGFB1 ¢ o CTGF sdo considerados
citocinas centrais da fibrogénese (Verrechia & Mauviel, 2007), estimulando os miofibroblastos, os quais
s8o os principais produtores de ECM e séo capazes de causar fortes contracces da ECM (revisto por
Hinz et al., 2012).



1.2.1. Ainflamagéo e a resposta Th2, como mediadores da fibrose

Um dos mecanismos propostos € que a endometrose sera uma sequela de processos inflamatorios
cronicos, a semelhanca do que ocorre noutras doencas fibréticas (Wynn & Ramalingam, 2012; Rebordao
et al., 2014b). Fisiologicamente, a inseminacdo, induz uma inflamagéo do endométrio (Endometrite
induzida pela reproducéo), a qual é considerada um mecanismo normal e necessario para eliminar o
sémen e qualquer agente possivelmente patogénico, de modo a preparar o Utero para receber 0 embrido
(LeBlanc & Causey 2009; Woodward & Troedsson, 2015). As éguas dependem de varios mecanismos
para realizarem uma limpeza uterina num tempo apropriado. Quando um ou mais desses mecanismos
falha ou é alterado, e a égua ndo consegue eliminar a inflamacdo, a endometrite torna-se persistente.
Inicialmente notou-se que algumas éguas apresentavam maior dificuldade em eliminar a inflamacg&o ou
a infecgdo, as quais foram atribuidas o termo de “suscetiveis”. As éguas que conseguiam resolver a
inflamagao/infeccdo em 24 a 48 horas foram consideradas “resistentes”. Esta definicdo de “suscetivel”
tem tido alteracGes ao longo das décadas, dependendo dos autores e dos parametros de estudo (revisto
por Woodward & Troedsson, 2015).

De maneira geral, a suscetibilidade & endometrite deve ser caracterizada tendo em conta a historia
reprodutiva e a qualidade do endométrio avaliada por bidpsia. Ha varios mecanismos envolvidos na
defesa do Utero assim como ha varios fatores que influenciam a sua eficiéncia (revistos por LeBlanc &
Causey 2009 e Woodward & Troedsson, 2015). Nestes incluem-se defeitos anatdmicos (ma
conformacdo perineal, Utero pendular, incompeténcia do selo vestibulo-vaginal, alargamento da vagina
ou cérvix incompetente) a defeitos degenerativos (disfuncdo do miométrio, endometrose, linfagiectasia,
angiose). Recentemente, foi avaliada a importdncia da drenagem uterina e do bom
funcionamento/relaxamento do cérvix (Reilas et al., 2016), juntando-se a importancia da capacidade
contratil do miométrio (revista por Woodward & Troedsson, 2015). Neste estudo foi também
demonstrada uma forte correlagdo com a ocluséo cervical e, consequente aumento de células e citocinas
inflamatdrias, com um aumento da fibrose e diminuicdo da fertilidade (Reilas et al., 2016). Existe um
fendémeno, a NETose, que ocorre no endométrio equino, como mecanismo alternativo ou complementar
a fagocitose, durante a endometrite (Rebordéo et al., 2014a, 2014b). No entanto, este mecanismo que é
utilizado pelos PMNSs (polimorfonucleares, neutrofilos), pode ter uma acc¢éo dupla e contraria: por um
lado a de antimicrobiano e funcdo imunomodulatoria e por outro, a libertagdo de proteinas que podem
vir a danificar as células endometriais. Reborddo et al., (2014a), estudaram o efeito que as NETs
(neutrophil extracellular traps) podem ter na modulacdo da resposta inflamatdria e na endometrose e
concluiram que os constituintes das NETs conseguiam causar a sobre-expressiao de TGFf1, TIMP-1
(tissue inhibitor of metalloproteinase-1) e colagénio 1 (Reborddo et al., 2014b). Nos endométrios
afetados com endometrose, ha alteracdes do sistema de ILs (interleucinas), das PGs, e das MMPs (matrix
metalloproteinases)/TIMPs que podem ser consequéncias, mas também podem agir como factores que
promovem o desenvolvimento, ou pelo menos, a manutencgdo da fibrose (Atamas, 2002; Szdstek et al.,
2013; Reborddo et al., 2014a, 2014b).



Vaérios modelos de estudo de doencas fibréticas demonstraram que o grau de fibrose e o grau de
inflamacédo nédo estdo sempre correlacionados, tanto em humanos (Wynn, 2004) como em estudos da
endometrose equina (Hoffmann et al., 2009a; Aresu et al., 2012). Este facto sugere que 0s mecanismos
gue regulam a fibrose sdo independentes daqueles que regulam a inflamagédo (Cadario, 2002; Wynn,
2004; Aresu et al., 2012). No entanto, as respostas imunitarias do tipo Th, (cujas citocinas principais
sdo IL-4, IL-5 e I1L-13) estdo relacionadas com a activagdo de mecanismos pro-fibréticos, como pela
inducdo de genes como os do procolagénio | e I1l, TIMP-1 ou das MMP-2 e -9 (Lee et al., 2001; Wynn,
2004). As citocinas IL-4 e IL-13 sdo fortes indutoras da fibrose, e, em certos estudos, a IL-4 consegue
ser duplamente mais eficiente que o TGFp na sua capacidade pro-fibrética (Wynn, 2004). A 1L-13
partilha a mesma via de sinalizagdo de IL-4, partilhando também fungdes, sendo, no entanto, a IL-13
mais potente que a IL-4, possivelmente por diferencas na concentracdo ou por alteracBes na via de
sinalizagdo (Wynn, 2004). A IL-13 também consegue activar indiretamente o TGFp, ao induzir MMPs
(como a MMP-9) capazes de remover o LAP (latency associated peptide) (Leet et al., 2001; Wynn,
2004). Posteriormente, foi demonstrado que o IL-4 e IL-13 conseguem induzir a diferenciacdo de
fibrocitos (Shao et al., 2008). Para além dos miofibroblastos, os macréfagos também desempenham
papéis importantes na fibrose (revisto por Wynn & Barron, 2010). Os macr6fagos apresentam duas
formas activas, a classica e a alternativa, as quais sao caracterizadas, respetivamente, pela expressao de
iNOS (inducible nitric oxide synthase) induzida por IFN-y (interferdo-gama) ou pela expressdo de
arginase e TGFp1, induzidos por IL-4 ou IL-13 (Wynn & Ramalingam, 2012). Estas células tém funges
dependentes e independentes do TGFB1, sendo importantes reguladoras da fibrose (Wynn & Barron,
2010).

A Activina A também desempenha fung6es na inflamacéo e no estabelecimento de patologias fibroticas
(revisto por Werner & Alzheimer, 2006), tendo sido demonstrado que funciona como uma citocina Th;
promovendo a activacao de macrofagos M, (Ogawa et al., 2006). Recentemente, foi demonstrado que o
Nodal também promove este tipo de resposta, induzindo os macréfagos M, (Wang et al., 2014). Por

fim, também a PGE; promove uma resposta do tipo Th2 e Th17 (Kalinski, 2012).

Alids, a IL-6, produzida pela PGE; e PGF,, em fibroblastos pulmonares (Van Ly et al., 2012) é
profibrotica (Moodley et al., 2003). Num estudo, sobre as alteragdes do sistema interleucina (IL) no
endométrio equino, comparando entre graus de endometrose e fases do ciclo éstrico, mostraram que,
particularmente em endométrios de categoria Il, hd aumento da expressdo génica e protéica de IL-6 e
dos seus recetores (Szostek et al., 2013). No mesmo estudo, também mostraram aumento dos niveis de
proteina e mRNA de IL-1B no endométrio equino, na fase lutea (Szostek et al., 2013). A IL-1p foi
associada ao efeito bifasico da PGE, anteriormente demonstrado em fibroblastos pulmonares, como
mediadora da resposta fibroproliferativa (White et al., 2008). Recentemente conseguiram associar a IL-
6 e IL-1p com 0 aumento de a-SMA (a-smooth muscle actin) no endométrio equino, e sugeriram que a
IL-6 poderd estar relacionada com a diferenciagao de miofibroblastos e deposi¢do de ECM (extracellular

matrix), na endometrose equina (Szostek et al., 2016).
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1.2.2. Regulagio da ECM

Considera-se que o mecanismo base da fibrose é a desregulacao da deposicdo de ECM, possivelmente
iniciado por uma alteracdo da lamina basal (Hoffmann et al., 2009a; Wyn, 2012). A expressao genica
de colagénio varia de acordo com a fase do ciclo éstrico, ajustando-se as alteracOes caracteristicas de
cada fase do ciclo éstrico (Gebhardt et al., 2012). O miofibroblasto é a célula comum na génese de
doengas fibraticas revistas na literatura (Wynn & Ramalingam, 2012; Hinz et al., 2012), sendo também
a célula predominante na endometrose equina (Walter et al., 2001b; Hoffmann et al., 2009a). Esta célula
é temporariamente activada durante a reparacdo de tecidos e normalmente é desativada por apoptose,
sendo a sua persisténcia que condiciona a progressao da fibrose (Hinz et al., 2012). O miofibroblasto é
uma célula que pode ter diferentes fontes, i.e., fibroblastos residentes, fibrocitos e por EMT (epithelial-
mesenchymal transition), sendo geralmente identificado pelo marcador a-SMA. A sua caracteristica
fundamental é a capacidade de produzir e manter constante o desenvolvimento de fibras de stress de
forca contratil, a qual supera no tempo a capacidade contratil do masculo liso (Hinz et al., 2012). Os
mecanismos pelos quais os miofibroblastos séo capazes de criar e manter as contraturas nos tecidos por
tanto tempo (dias, a semanas e a anos), ainda ndo sdo conhecidos. No entanto, sugere-se que seja o grau
de stress mecanico que indica a estratégia de producdo e contrac¢do de ECM (Hinz et al., 2012). No
endométrio da égua, ha maior actividade miofibroblastica na forma destrutiva da endometrose que na

forma ndo destrutiva, em particular na forma activa (Hoffmann et al., 2009a).

Outro aspeto importante que regula o turnover da ECM, sdo as proteinas responsaveis pela sua
degradacdo, nomeadamente a plasmina e as metaloproteinases de matriz (MMPS), e por sua vez, as
proteinas que inibem as anteriores, como o PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) e as TIMPs,
respetivamente (Branton & Kopp, 1999). A regulacdo da ECM por estas proteinas é importante para
diversos fendmenos fisioldgicos, como, na regulacdo da implantacdo do trofoblasto em que o Nodal-
ALK7 consegue promover a expressao protéica de TIMP-1 e assim diminuir a actividade de MMP-2 e
MMP-9 (Nadeem et al., 2011). Por outro lado, a expressao destas proteinas também pode estar associada
com a fibrose, sendo induzidas pelo TGF(1 e expressas por macrofagos e miofibroblastos (Leask &
Abraham, 2004; Wynn & Ramalingam, 2012).

As MMPs, particularmente a -2 e -9, conseguem activar o TGFB1 latente (Leask & Abraham, 2004).
Podem também estar associadas com fen6tipos mais agressivos e invasivos de tumores, como ocorre no
melanoma ou tumor pancredtico, por ac¢do do Nodal (Fang et al., 2013; Duan et al., 2015). Apesar de
ainda ndo ter sido encontrada uma correlacdo entre a expressdo protéica de MMP2- e MMP-9 com a
endometrose (Aresu et al., 2012), este pode ser um mecanismo que contribui para a sua progressao ou
manutencdo. Um estudo anterior mostrou uma correlacgéo entre o aumento da expressdo de MMP-2 com
a endometrose, ndo tendo, no entanto, conseguido demonstrar se 0 aumento seria uma tentativa de

regular a ECM ou parte do mecanismo patologico (Walter et al., 2005).
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A endometrose pode apresentar uma morfologia destrutiva a qual é caracterizada pela invasdo do limen
por células do estroma fibréticas (Hoffmann et al., 2009). Num estudo em fibrose pulmonar, as MMPs-
9 e -13 mostraram-se necessarias para a migracdo dos percursores de miofibroblastos (Sato et al., 2009).

1.23. OCTGF

O CTGF (connective tissue growth factor), também denominado CCN2 (membro 2 da familia CCN), é
um potente mediador do efeito pro-fibrético do TGFB1 (Leask & Abraham, 2004). Uma vez activo, o
CTGF promove independentemente do TGFf1, a deposi¢do de ECM, a inibigdo da degradacdo de ECM
e a inducdo de miofibroblastos (Holmes et al., 2001; Wang et al., 2010). A hipoxia pode ser uma das
causas de lesdo da lamina basal (Hoffmann et al., 2009a) e a angiose sera também uma degenerescéncia
relacionada com a idade da égua que pode causar ou acompanhar o desenvolvimento da endometrose
(Inoue et al., 2000; Hanada et al., 2014). O HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) ¢ um factor importante
em alguns processos fibréticos, tendo sido demonstrado que o HIF-1 regula os niveis de mMRNA de
CTGF e que o pode fazer de forma independente do TGFp (Higgins et al., 2004). O HIF em doencas
fibréticas é pouco estudado no equino, no entanto, num estudo sobre alteracdes fibréticas da regeneracéao
de feridas (tecido da granulacdo exuberante), a hipdxia estimulou a proliferacdo intensiva de fibroblastos
por inducdo do HIF-1, que também alterou o turnover de ECM, aumentando os niveis de mMRNA de
COL1A1 (colagénio tipo I alfa 1) e diminuindo os de MMP2 (Deschene et al., 2011). No endométrio
humano, a expressdo de HIF-1 encontra-se co-localizada com a expressdo do recetor EP2, havendo
estimulacdo da transcricao génica do HIF-1, pela PGE;, como parte do mecanismo fisiologico que regula
as alteracBes do endométrio, de acordo com a fase do ciclo menstrual (Critchley et al., 2006). Noutro
estudo, demonstraram a induc¢do de CTGF e COL1AL, pela PGE,-EP, na auséncia de EP2, embora nao
tenham determinado por qual recetor (EP1, EP3 ou EP4) (Yu et al., 2002).
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1.3. A superfamilia do TGFp e a sua sinalizacio

A superfamilia do TGFp ¢ constituida por factores de crescimento cujas fungdes e vias de sinalizagdo
foram conservadas ao longo da evolucdo, acompanhando o desenvolvimento de organismos
multicelulares, dos mais simples aos mais complexos, e sendo, possivelmente, fortes contribuidores para
a diversidade e complexidade desses organismos (de Caestecker, 2004; Ten Dijke & Hill, 2004; Wu &
Hill, 2009). Podemos dividir a superfamilia em dois ramos filogenéticos: o ramo TGFp/Activina, o qual
contém os TGFfs, as activinas, as inibinas, o Nodal e os Leftys (1 ¢ 2); e o ramo BMP/GDF (bone
morphogenic protein/growth differentiation factor) (Shi & Massagué, 2003; de Caestecker, 2004).

Os membros desta superfamilia sdo determinantes no desenvolvimento embrionario, na manutencéo da
homeostase dos tecidos, na regulacdo de mecanismos celulares (Wu & Hill, 2009; Pauklin & Vallier,
2015) e na inflamacdo (Wynn, 2004; Wynn & Barron, 2012; Werner & Alzheimer, 2006; Wang et al.,
2014) entre outras fungdes, como no aparelho reprodutivo (Jones et al., 2002).

1.3.1. Viade sinalizagdo comum

Os membros da superfamilia do TGFP sinalizam de forma semelhante, isto &, sinalizam por um par de
recetores serina/treonina cinase do tipo | e do tipo Il e por factores intracelulares de transducdo de sinal,
nomeadamente os Smads. Sdo varios os mecanismos e outros fatores que intervém na sinalizacdo, de
forma a permitir a diversidade de fungbes que estes ligandos apresentam (Shi & Massagué, 2003, Ten
Dijke & Hill, 2004; de Caestecker, 2004; Shen, 2007). Estes mecanismos de regulacao actuam em varios
niveis, i.e., ao nivel do ligando, dos recetores e na transducdo de sinal. Nos ligandos ocorrem variacdes
de expressdo génica, havendo a necessidade de processamento, estando também regulados a nivel da
estabilidade do percursor e da forma activa, da afinidade com o recetor e da suscetibilidade a “ligand-
traps” (Shi & Massagué, 2003; Schier, 2009; Sampath & Robertson, 2016). A nivel dos recetores, esta
regulacdo depende da activacdo dos mesmos, da eficiéncia da ligagdo para a producdo de sinal, da
modulacdo/dependéncia de outras proteinas, e dos inibidores que se ligam aos recetores; ou ainda, a
nivel da regulacdo do transporte e da degradacdo intracelular (Blanchet et al., 2008; Schier, 2009). A
sinalizagdo, a nivel intracelular, também est4 muito regulada por factores de transcrigdo génica, assim

como por co-activadores e co-repressores (Shi & Massagué, 2003).

1.3.2. Regulagéo do sinal extracelular e a nivel da membrana celular

Abordando os recetores, estes sdo cinases de serina/treonina e sao caracterizados como tipo | ou tipo 11
de acordo com a sequéncia conservada no seu dominio cinase. Nos recetores tipo | existe,
especificamente, uma “caixa GS” (GS box), ou seja, um dominio justamembranario rico em glicina-
serina, que é necessario para a activacdo deste recetor e para dar continuidade a cascata de sinalizagdo

intracelular (de Caestecker, 2004).

Existem 7 recetores tipo I, chamados de ALK (Activin receptor-Like Kinase; 1-7) e 5 recetores tipo II,
que sdo denominados de acordo com o ligando dominante (TGFB: TGFp RII; BMPs: BMP RIl;
Activinas: Act RIIA e Act RIIB; Miillerian Inhibiting Substance: MIS RII) (Inman et al., 2002; Shi &
Massagué, 2003; de Caestecker, 2004; Ten Dijke & Hill, 2004).
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A existéncia de poucos recetores, para o nimero de membros da familia do TGFp, que sdo mais de 30
membros, e para 0 numero de fungdes que desempenham nos tecidos, gera a necessidade de varios
mecanismos redundantes de forma a criar especificidade ao ligando e & fungdo a exercer (Shi &
Massagué, 2003; Ten Dijke & Hill, 2004; de Caestecker, 2004).

A sinalizacdo a nivel do recetor comeca pela formacdo do complexo ligando-recetor, havendo
geralmente maior afinidade para o recetor do tipo II, nomeadamente no caso do TGFB1 (Shi &
Massagué, 2003; Gray et al., 2006) e da Activina (Kelber et al., 2008). Este complexo vai recrutar o
recetor tipo I, cuja ligacdo causa a fosforilacdo da GS box, a qual recruta os R-Smads (Shi & Massagué,
2003). O TGFp sinaliza principalmente pelo ALK5 (Ten Dijke & Hill, 2004) mas também consegue
sinalizar pelo ALK1 e pelo ALK2, sempre via recetor TGFRII (Ten Dijke & Hill, 2004). A Activinaeo
Nodal partilham os recetores ALK4, ActRIIA e ActRIIB (Kumar et al., 2001). O Nodal também sinaliza
através do recetor ALK7 via ActRIIB (Reissmann et al., 2001), tendo sido descoberto que as Activinas
B e AB também tém afinidade para este recetor via ActRIIA, apesar de sinalizarem preferencialmente
pelo recetor ALK4 (Tsuchida et al., 2004; Bernard et al., 2006). A Activina também tem afinidade para
0 ALK2, no entanto este funciona como inibidor, uma vez que interfere com a liga¢do da Ativina com o
recetor tipo 1l (Renlund et al., 2007).

1.3.3. Proteinas moduladoras da sinalizacéo

A ligacdo entre ligando e recetor é regulada por outras proteinas, algumas extracelulares ou de
membrana, as quais podem agir de forma agonista ou antagonista (Shi & Massagué, 2003). Existem
proteinas soluveis que agem como “ligand-traps”, sequestrando os ligandos e impedindo a sua ligacao
ao recetor, i.e. no caso do TGFp a decorina e az-macroglobulina, no caso da Activina, a folistatina, e no
caso do Nodal, as DAN /Cerberus (Shi & Massagué, 2003; Shen, 2007). Sdo exemplo de proteinas de
membrana, o betaglicano e a endoglina. Em detalhe, o betaglicano, ou recetor TGFRIII, facilita a ligacdo
do TGFp1 ao seu recetor tipo I, e é indispensavel na sinalizagdo do TGFB2 (Shi & Massagué, 2003; Yan
et al., 2002, Ten Dijke & Hill, 2004; Gray et al., 2006,). No entanto, também pode facilitar a ligacdo de
inibinas aos recetores de activina, resultando da inibicdo da Gltima e de BMPs gque usem estes recetores
(Yan et al., 2002). A endoglina ja tem duas fungdes, desviando a ligagdo do TGFp do recetor ALK5
(funcdo antagonista) para o recetor ALK1 (fung&o agonista), tendo um papel essencial na modulacédo de
sinal, uma vez que esses recetores causam a activacdo de diferentes Smads (Yan et al., 2002; Shi &
Massagué, 2003; Ten Dijke & Hill, 2004; Gray et al., 2006). Um outro exemplo de proteina reguladora
¢ a BAMBI (BMP and Activine receptor Membrane-Bound Inhibitor) que actua como pseudo-receptor

e forma complexos inactivos com BMP, Ativina e TGF (Shi & Massagué, 2003; Gray et al., 2006).

Existe um ultimo conjunto de proteinas importantes para a sinalizacdo, as proteinas EGF-CFC,
nomeadamente, o Cripto, que é um importante modulador da sinalizagdo do Nodal (Yan et al., 2002;
Kelber et al., 2008) e também da Activina (Kelber et al., 2008) e do TGF1 (Gray et al., 2006), o qual

sera abordado adiante.
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1.3.4. Regulacgéo do sinal intracelular

Os Smads, sdo mediadores intracelulares dos membros da superfamilia do TGFp, sendo subdivididos
em trés subfamilias: os Smads regulados por recetor (R-Smadsl, 2, 3, 5 e 8) que sdo 0s Unicos que sao
diretamente fosforilados pelos recetores tipo | activados; o Co-Smad que actua como mediador comum
e é recrutado pelos R-Smads (Smad4); e os Smads inibidores, que antagonizam a sinalizacdo (I-Smad6
e 7) (Itoh et al., 2000; Itoh & Ten Dijke, 2007). Os R-smads geralmente estdo localizados no citoplasma,
enquanto que os I-Smads localizam-se no nucelo e 0 Co-Smad distribui-se por ambos os compartimentos
celulares (Shi & Massagué, 2003). Quando os R-Smads sdo fosforilados e formam o complexo Smad
com o Co-Smad, i.e. no caso do TGF/Activina/Nodal forma-se o complexo Smad2/3/4 o qual é depois
transportado para o nicleo e vai interagir com os diferentes factores de transcrigcdo, coactivadores e
corepressores que vao determinar a expressao génica (Shi & Massagué, 2003; Ten Dijke & Hill, 2004).
A expressao é regulada pela quantidade intranuclear de complexos Smad activos e também pela duracdo
que estes actuam (Shi & Massagué, 2003; Ten Dijke & Hill, 2004; Schier, 2009). Existem fosfatases,
como a PPM1A (protein serine/threonine phosphatase 1A), que vdo desactivar/desfosforilar os Smads a
baixo ritmo (Lin et al., 2006). Estes Smads inativos voltam para o citoplasma e podem ser fosforilados
novamente enquanto o complexo recetor permanecer activo. Desta forma, a activacdo do recetor mantém
um fluxo de Smads para o nucleo, os quais vao sendo reciclados, e sdo representativos da duracdo da
activacdo e da concentracdo do ligando (Bourillot et al., 2002). A sensibilidade de determinadas células
aos ligandos e a capacidade de suster a activacdo de Smads ou néo, define o tipo de efeito que o ligando
tem, i.e. 0 TGFP em células epiteliais é citostatico, mas em células pancreaticas tumorais a activagdo de
Smad2 € demasiado curta para ter esse efeito. No entanto, as células respondem a outras fungdes
induzidas pelo TGFp (Shi & Massagué, 2003).

Os I-Smads regulam a sinalizacdo de outra forma, sendo transportados para o citoplasma onde véo
competir com os R-smads pela ligagdo ao complexo recetor (Itoh & Ten Dijke, 2007). O 1-Smad6
aparenta usar outros mecanismos para além da competicdo pelo recetor. Contudo, como inibe

preferencialmente os BMPs ndo iremos aprofundar aqui (Itoh et al., 2000).

A degradacdo dos recetores ocorre por actuacdo de enzimas E3 ubiquitina ligases, como os Smurfs
(SMad Ubiquination Regulatory Factors 1 e 2), que sdo recrutados pelo I-Smad7 no nucleo, e depois
ligam-se ao complexo ligando-recetor, marcando-os e acelerando a sua degradacdo proteassomal e
lisossomal (Itoh & Ten Dijke, 2007). No entanto, ja existem estudos em que os I-Smad6 e 7 regularam
positivamente o TGFB promovendo a diferencia¢do de adipdcitos induzida pelo TGFp, ou, no caso do

I-Smad7, mediando a apoptose induzida por TGFf em células de carcinoma prostatico (Itoh et al., 2000).

Existe uma proteina, a Arkadia, que se assemelha as enzimas E3 ubiquitina ligases, mas tem funcdes
opostas, promovendo a sinalizacdo em vez de inibi-la. Concretamente, Koinuma et al., (2003)
demonstraram que esta proteina interage fisicamente com o I-Smad7 mas ndo é recrutada para o
complexo recetor-ligando. Assim, a Arkadia, que promove a poli-ubiquinacgdo de I-Smad7, reduz o pool

intranuclear deste, e amplifica assim a sinalizagao da superfamilia TGFp.
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A Arkadia é particularmente importante na sinalizacdo do Nodal durante o desenvolvimento
embrionario, como demonstrado por Mavrakis et al., (2007), em que amplifica a actividade
transcripcional de pSmad2/3 mas limita a duracdo de actuagdo ao induzir o seu turnover. Resumindo, a
Arkadia amplifica a sinalizagdo de TGFB/Nodal, promovendo a degradagdo de I-Smad7 (Koinuma et
al., 2003) e amplificando a actividade de pSmad2/3, aumentando a disponibilidade de Smad2 e Smad3
para nova activagdo (Mavrakis et al., 2007).

Existe um outro componente essencial a sinalizagdo, a SARA (Smad anchor for receptor activation),
que localiza, transporta e imobiliza de forma especifica, para perto da membrana celular, o Smad2 e
Smad3 ndo fosforilados, para que possam ser activados pelo complexo recetor. O SARA é necessario

para a sinalizacdo via Smad2 (Tsukazaki et al., 1998).

1.3.5. Internalizagdo dos recetores da superfamilia TGFp

Os recetores sofrem internalizagdo por, pelo menos, duas vias de endocitose. Uma das vias € clatrina-
dependente, em que se formam endossomas precoces que contém SARA, activando os Smads efectores
e havendo reposigao dos recetores na membrana. Outra via, é caveolina-positiva, formando endossomas
tardios que contém recetores para o complexo I-Smad7-Smurf, promovendo a poli-ubiquinacdo e
degradacdo lisossomal (Shi & Massagué, 2003; Itoh & Ten Dijke, 2007). Este transporte dos recetores
é regulado por mecanismos ainda ndo totalmente conhecidos, mas que constituem uma forma adicional
de regulacéo da sinaliza¢do, uma vez que afetam a duracdo de sinal e disponibilidade dos recetores para
ocupacdo/activacdo (Shi & Massague, 2003; Schier, 2009). Por exemplo, o Nodal demonstra alguma
instabilidade na sua capacidade de sinalizagdo parécrina, provavelmente devido a rapida captacdo por
endocitose e transporte por lisossomas (Blanchet et al., 2008). No entanto, o Cripto promove a
estabilizacdo do Nodal, regulando a internalizacdo e triagem endossomal deste, como serd descrito
adiante (Blanchet et al., 2008).

Também, na sinalizagdo do TGFB1, existe uma relacdo entre a deficiéncia em ILK (integrin-linked
kinase) e a diminuicdo do TGFRII. Esta relagcdo foi justificada por um possivel papel do ILK na
estabilizacdo do TGFRII, atenuando a sua degradacéo, e assim promovendo a sinalizagdo do TGFB1 (Vi
et al., 2014).

1.4.  Asinalizacdo do Nodal versus a da Activina

O Nodal foi primeiro isolado em 1986 e associado com o inicio da gastrulagdo e com a superfamilia do
TGFp na década de 90 (Shen, 2007). A sua actividade tinha sido atribuida até entdo & Activina (Shen,
2007). A caracterizagdo bioguimica da sua via de sinalizagdo determinou que o Nodal partilha a mesma
via de sinalizagdo com a Activina (Kumar et al., 2001), como j& foi mencionado. No entanto, existem
diferencas entre a sinalizacdo da Activina e do Nodal que sdo importantes de referir, e traduzem-se em
bioactividades diferentes. O Nodal é dependente da proteina EGF-CFC, o Cripto, para activar o ALK4
(Kumar et al., 2001) e possui afinidade para o recetor ALK7 (Reissmann et al., 2001).
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Apesar da Activina B e AB também terem alguma afinidade com o ALK?7, elas formam complexos com
ActRIIA (Tsuchida et al., 2004), enquanto que o Nodal forma complexos com ActRIIB, e a Activina A
ndo possui qualquer afinidade com o ALK7 (Reissmann et al., 2001; Bernard et al., 2006).

Outras diferencas entre a sinaliza¢cdo do Nodal com a da Activina incluem a duragéo da fosforilacéo de
Smad2, i.e., o Nodal induz uma fosforilacdo de Smad2 mais prolongada que a Activina ou o TGFp, o
que poderéa ser atribuido a diferentes mecanismos de ubiquinagdo ou maior estabilidade do complexo
recetor (Kumar et al., 2001). O ALK7, por splicing alternativo, pode regular a sinalizagdo do Nodal,
como demonstrado na placenta humana ao longo da gestacéo (Roberts et al., 2002). A via de sinaliza¢ao
Nodal/ALK?7 é mais que suficiente para a inducdo de genes necessarios durante a embriogénese, sendo
por vezes essencial, para certas funcdes do Nodal (Reissmann et al., 2001).

1.4.1. O Nodal, como morfogénio, e os seus inibidores

O Nodal é principalmente identificado em tecidos embrionarios nos quais desempenha varias funcées
essenciais, como definir os eixos corporais, ajudar na padronizacdo neuronal e na manutencdo da
pluripoténcia de células estaminais (Brennan et al., 2002; Shen, 2007; Schier, 2009; Pauklin & Vallier,
2015; Sampath & Rabertson, 2016). A importancia deste facto reside que o Nodal pode actuar como um
morfogénio, ou seja, pode originar um sistema de reaccao-difusdo, em que ele préprio induz a sua
expressdo e a de um inibidor, i.e. Lefty, e tem a capacidade de actuar a curtas e longas distancias, assim
como de originar um gradiente, capaz de induzir respostas de forma concentracdo- e tempo-dependente
(Schier, 2009; Pauklin & Vallier, 2015).

Os principais inibidores do Nodal sdo as proteinas Lefty, que também pertencem a superfamilia do
TGFB, e sdo induzidas pelo préprio Nodal, apresentando uma via de sinalizacdo ndo candnica (Schier,
2009). Estas proteinas utilizam, pelo menos, dois mecanismos pelos quais vao inibir a sinalizacdo do
Nodal (Chen & Shen, 2004). Estes inibidores tém papel fulcral no desenvolvimento embrionario, tendo
também capacidade de actuar a longa distancia, sendo inclusive difundidas mais rapidamente que o
Nodal, constituindo assim o sistema de reac¢do-difusdo que caracteriza o nodal como um morfogénio
(Brennan et al., 2002; Chen & Shen, 2004; Schier, 2009). As proteinas Lefty inibem por ligacdo ao
Nodal ou ao Cripto, tendo sido demonstrado que, em solugdo, tém a capacidade de imunoprecipitar o
Nodal, preferencialmente se este estiver na sua forma activa. Esta inibi¢do é reversivel e competitiva, e
as duas vias sdo independentes uma da outra, sublinhando a necessidade de regulacdo estrita da
sinalizagdo do Nodal (Chen & Shen, 2004).

O outro conjunto de proteinas inibidoras sdo as Cerberus/DAN, nomeadamente Cerl e Cer2, que

interagem com o Nodal diretamente (Shen, 2007; Schier, 2009).

16



1.5.  As proteinas EGF-CFC na sinalizagdo dos membros do TGFp, em particular, do Nodal
O Cripto foi a primeira proteina a ser descoberta e a fundar a familia de proteinas EGF-CFC (Bianco et
al., 2002). Esta proteina regula a sinalizagdo do Nodal de diversas formas, chegando a regular também
a de outros ligandos da superfamilia do TGFp, como o GDF1, o GDF3, a Activina (Kelber et al., 2008),
0 GDF8 ¢ o0 TGFpI1 (Gray et al., 2006).

Primeiro, a fungdo mais conhecida do Cripto € como co-recetor do Nodal, sendo indispenséavel para a
sinalizacdo Nodal/ALK4 (Yan et al., 2002; Blanchet et al., 2008; Kelber et al., 2008). Esta proteina
também actua de forma concentracdo-dependente (Kelber et al., 2008). O Nodal/ALK7 activa os Smad2
e Smad3 independentemente da presencga ou auséncia do co-recetor Cripto, apesar deste potencializar a
sua sinalizacdo (Reissmann et al., 2001). Contudo, ndo apresenta qualquer afinidade para os recetores
tipo 1l ou para 0 ALK2, ALK5 ou ALK6 (Yan et al., 2002), estando dependente do Nodal para activar o
Smad2 mas tem capacidade de activar outras vias de forma independente do Nodal/ALK4, como o
ras/raf/MAPK (mitogen activated protein kinase) ou PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/Akt (protein
kinase B) (Bianco et al., 2002). O Cripto, liga-se a membrana por ligagdo GPI (glycosyl-
phosphatidylinositol), a qual é indispensavel para a sua bioactividade (Yan et al., 2002; Blanchet et al.,
2008), e possui um dominio semelhante ao de EGF (epithelial growth factor) e um dominio Cripto-
FRL1-Cryptic (CFC) (Yeo & Whitman, 2001; Blanchet et al., 2008). Para realizar a sua fungdo como
co-recetor, é necessario gue ambos os dominios estejam intactos, e, especificamente, no dominio EGF,
é necessaria uma fucosilacdo O, para que seja possivel ligar-se ao Nodal (Yeo & Whitman, 2001; Yan
et al., 2002).

No entanto, apesar de ser normalmente referido que é necessario o dominio EGF e que este serve de
ligacdo ao Nodal (Yeo & Whitman, 2001; Kleber et al., Blanchet et al., 2008), na verdade o Nodal
consegue ligar-se ao ALK4 e ActRIIB na auséncia do co-recetor, apesar desta ligacdo ser demasiado
instavel para produzir sinalizacdo intracelular (Chen & Shen, 2004). O dominio EGF ndo € necessario
para a ligacéo fisica do Nodal ao ALK4, mas é necessario como estabilizador e é importante na triagem
endossomal, servindo para localizar o Nodal. O Cripto regula a sua internalizagao, juntamente com a do
Nodal/ALK4, para endossomas precoces, nos quais também podera mediar 0 acesso a mecanismos
intracelulares de transdugao de sinal, prolongando assim a sinalizacdo do Nodal (Blanchet et al., 2008).
O dominio EGF também ¢ necessario para antagonizar a sinalizagdo do TGFp, em que o Cripto forma

um complexo inativo com o TGFB-TGFRII e compete assim com o recetor ALK5 (Gray et al., 2006).
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Por ultimo, o Cripto também pode actuar como co-ligando na sinalizagdo do Nodal, (Yan et al., 2002;
Blanchet et al., 2008). E indispensavel para a fungio do Nodal como morfogénio, devido ao facto de
amplificar o sinal ou melhorar a sensibilidade das células a sinalizacdo para a indugdo da mesoderme, o
posicionamento dos eixos corporais e para o desenvolvimento do coracao, sendo também utilizado como
marcador de células estaminais (Brennan et al., 2002; Gray et al., 2006). Esta capacidade de actuar como
um ligando secretado e difusivel pode ocorrer por libertagdo (“shedding”) activa ou passiva da
membrana (Yan et al., 2002, Blanchet et al., 2008) ou por transferéncia intermembranaria (Yan et al.,
2002).

1.5.1. O Cripto, o Nodal e a Activina

A funcéo antagonista do Cripto na sinalizagdo da Activina ja foi demonstrada, podendo agir de forma
competitiva com o recetor ou formando complexos inativos (Gray et al., 2006; Kelber et al., 2008). No
entanto, foi também demonstrada uma forma ndo competitiva e antagonista em que o Cripto forma um
complexo de baixa eficiéncia com o recetor ALK4, ao qual tanto a Activina como o Nodal podem ligar-
se, originando competicao entre eles. No estudo de Kelber et al., (2008), a Activina mostrou-se mais
potente do que o Nodal (cerca de 250 vezes) e com maior eficacia intrinseca. No entanto, o Cripto deu
origem a uma convergéncia entre a eficacia de sinalizacdo da Activina com a do Nodal, diminuindo a
primeira e aumentando a segunda, mas sem alterar a poténcia de cada ligando. Este mecanismo podera
ser responsavel pela semelhanca das fungdes do Nodal com a Activina, quando o Cripto esta presente

em concentrac@es suficientes (Kelber et al., 2008).

1.6. Breve descricido das fun¢des do Nodal, do TGFB1 e da Activina em tecidos adultos, em
particular, em 6rgaos reprodutores.

Em o6rgao reprodutores, o Nodal desempenha fungdes importantes coordenando eventos de alteracédo e
remodelacdo do endométrio inerentes a ciclicidade uterina, assim como em processos essenciais ao

estabelecimento da gestacdo (revisto por Park & Dufort, 2013).

A funcdo do Nodal, na manutencéo de células estaminais, e a sua expressao, relativamente confinada a
tecidos que sofrem grandes remodela¢Bes (revisto por Pauklin & Vallier, 2015), nomeadamente a
glandula maméria (Bianco et al., 2002), a placenta (Nadeem et al., 2011) e o0 endométrio (Papageorgiou
et al., 2009; Torres et al., 2009; Argafaraz et al., 2013). O Nodal também se encontra expresso no
oviducto, como observado em bovinos (Argafiaraz et al., 2013) e nos ovarios, como observado em rato
(Wang et al., 2006) e em equinos (Galvao et al., 2015).

No ovério de rato, o Nodal actuou de forma dependente da fase do ciclo éstrico e do tipo de célula (Wang
et al., 2006). Neste estudo demonstraram que o Nodal e 0 ALK7 sdo co-expressos nos foliculos ovaricos
antrais, nos quais induzem a apoptose das células da granulosa. A activacdo de Smad2 promove a
expressdo de factores de morte celular, como 0 Smac/DIABLO, Omi/ HtrA2 ou citocromo ¢, enquanto
que inibe factores de sobrevivéncia celular, como o Xiap (X-linked inhibitor of apoptosis protein). Foi
também demonstrado que esta via Nodal/ALK7/Smad2 inibe a sinalizacdo de PI3K/Akt. O Akt, o qual

pode ser induzido pela FSH (follicle stimulating hormone), promove a sobrevivéncia celular ao
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estabilizar o Xiap e inibindo a libertacdo de factores de morte celular, tendo sido demonstrado também
gue o Akt promove a degradacao proteassomal do ALK7 (Wang et al., 2006).

Recentemente, foi estudada a lutedlise no corpo liuteo (CL) equino, e determinaram que o Nodal actua
sinérgicamente com a PGF»,, na inducgdo da lutedlise funcional, promovendo a producdo de PGF,, e
inibindo a producéo de P4 e PGE; (Galvéo et al., 2015).

Afuncdo da Activina foi primeiro atribuida a inducdo de FSH, mas varias funces ja Ihe foram atribuidas
desde entdo, desde a regulagdo da produgdo de outras proteinas e hormonas, a regulacdo do crescimento
folicular (revisto por Ethier & Findlay, 2001). A Activina desempenha outras fungdes, juntamente com
o TGFp, as quais estdo relacionadas com a preparagdo do Utero para a implantacdo, com o
estabelecimento da gestacdo e o desenvolvimento embrionario (revisto por Jones et al., 2006). Sdo
também importantes na regulacdo dos processos que conduzem a decidualizacdo (Jones et al., 2002;
Kim et al., 2005), e na resposta inflamatoria correspondente (Jones et al., 2006). Por fim, o TGFp1, no
CL bovino, desempenha um papel na lutedlise, governando a accdo fibroblastica e regulando assim a
regressdo do CL (Maroni & Davis, 2012).

1.7.  As Prostaglandinas PGE; e PGF;q

As prostaglandinas (PGs) sdo pequenas moléculas lipidicas, eicosanoides, que sdo produzidas e actuam
numa variedade de tipos celulares e de tecidos em mamiferos (Blesson & Sahlin, 2014; Kalisnki et al.,
2012). Sdo de grande importancia para a manutencdo da homeostase (Blesson & Sahlin, 2014; Sugimoto
& Narumiya, 2007; Kalisnki et al., 2012) assim como na orquestracdo de varios processos essenciais,
especificamente no aparelho reprodutivo, tais como a ovulacdo, fertilizacdo, lutedlise, implantacéo,
regulacdo da contratilidade endometrial, no reconhecimento materno da gestacdo e na regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular (Silva et al., 2014; Atli et al., 2010; Sz6stek et al., 2012; Arosh et
al., 2003, 2004; Galvao et al., 2015, Ball et al., 2013, Roberto da Costa et al., 2008). A PGE,, também
exerce funcdes na modulacdo da inflamacdo e da imunidade (Arosh et al., 2003; Kalinski, 2012). A
PGF,, € a PGE; actuam de forma temporo-espacial especifica, em que o préprio equilibrio entre ambas
as PGs é importante para a regulacéo afinada dos processos em que estdo envolvidas (Milne et al., 2001;
Arosh et al., 2004; Blesson & Sahlin, 2014; Gajos et al., 2015).

A PGE; é considerada o prostan6ide mais versatil, devido aos diferentes subtipos de recetores para 0s
guais tem afinidade (Sugimoto & Narumiya, 2007; Silva et al., 2014). No endométrio humano, a
presenca e atuagdo da PGE; esta presente durante todo o ciclo menstrual (Milne et al., 2001), assim
como também estd presente no endométrio equino (Szostek et al., 2012). Neste, a PGE, tem acg¢éo
regulatoria da mobilidade/invaséo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Através da sua acgdo
autocrina/paracrina entre o epitélio-endotélio e vice-versa, também actua na producdo de fatores
angiogénicos (i.e. 0 VEGF- vascular endothelial growth factor), na vasodilatagdo, na indugdo de
migracdo endotelial e na formacdo de tubos microvasculares (Milne et al., 2001; Arosh et al., 2004;
Blesson & Sahlin, 2014). A PGE; também tem capacidade de induzir genes anti-apopticos, assegurando

a sobrevivéncia celular (Milne et al., 2001; Blesson & Sahlin, 2014).
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Devido a estas acgdes, a desregulacdo da PGE; esta associada a varias patologias reprodutivas da mulher,
como a menorreia, a endometriose e tumores (Blesson & Sahlin, 2014), podendo também estar
relacionada com patologias uterinas na égua (Szoéstek et al., 2012).

1.7.1. Producéo e Regulacéo

A biossintese e a atuacdo das PGs sdo determinadas por um conjunto de componentes ndo seletivos e
seletivos (Arosh et al., 2004). Concretamente, requer primeiro a mobilizacdo de acido araquiddnico
(AA) das membranas celulares pela cPLA2 (cytosolic phospholipases A2), e segundo, a metabolizagéo
de AA em PGH; (prostaglandina Hy), pelas PTGS1 e PTGS2 (prostaglandin-endoperoxide synthase 1 e
2) (Kalinski, 2012). Os componentes seletivos correspondem as enzimas, PGES/PTGES (PGE: sintase)
e a PGFS/PTGFS (PGF, sintase), que v@o converter a PGH; especificamente em PGE; ou PGF,
respetivamente, e aos seus recetores Arosh et al., 2004; Atli et al., 2010). O conjunto de recetores séo
os EPs (E-prostanoid receptors) e FPs (F- prostanoid receptor), que tém afinidade para a PGE; (Critchley
et al., 2006) e PGF», (Blesson & Sahlin, 2014), respetivamente, embora a PGE, também tenha alguma
afinidade para o recetor FP (Olman, 2009). A PTGS1 é geralmente descrita como expressa de forma
constitutiva enquanto que a PTGS2 é a forma inductivel (Arosh et al., 2004; Boerboom et al., 2004; Atli
et al., 2010; Kalinski, 2012). A expressdao de PTGS2 é induzida tanto pela PGE, como pela PGF,
(Arosh et al., 2004; Tian & Schiemann, 2010) como por stress mecanico (Blesson & Sahlin, 2014), ou
hormonas esterdides (Szostek et al., 2014a). As PGs, devido a sua natureza lipidica, conseguem
difundir-se através da membrana celular, mas o influxo e efluxo de PGs néo € suficiente para atingir
concentracdes fisiologicas. Existem moléculas transportadoras de PGs (PGTs) que facilitam a sua
deslocacdo através das membranas celulares (Arosh et al., 2004). Num estudo, realizado em CL de
bovino, concluiram que estes PGTs participam na regulacdo da actuacdo da PGE; e da PGF,,, de forma

ndo seletiva, mas competitiva (Arosh et al., 2004).

O endométrio € responsavel pela producdo de prostaglandinas que sdo essenciais a regulacdo e a
manutencdo da funcéo reprodutiva, na ciclicidade e na manutengdo da gestacao. As hormonas esteroides,
E. e P4, sdo responsaveis pela regulacdo da producéo de protaglandinas (PGs), controlando padrdo de
expressao das enzimas responsaveis pela producdo destas durante o ciclo éstrico e durante a gestacao
(Atli et al., 2010, Széstek et al., 2012, 2014).

Outros autores que estudaram o efeito de hormonas esterdides na producdo de PGs propuseram a
possibilidade da P4 ser responsavel pela expressdo do sistema das sintases da PG, que inclui a PTGS2,
PGES e PGFS e pelo recrutamento dos percursores, enguanto que a E, funcionard mais como um
estimulador que intensifica a resposta do sistema das sintases da PG para obter um efeito mais rapido.
Esta hipotese foi suportada por um estudo recente (Széstek et al., 2014a) em que obtiveram maior
resposta de producéo quando os tecidos eram estimulados com P4+E,. Provaram também que tanto as
células epiteliais (com sobre-expressdo de PTGS2, PGES e PGFS) como as do estroma (com sobre-
expressao de PTGS2) do endométrio equino, sdo capazes de responder e produzir PGs numa forma

tempo-dependente, revelando a importancia da integridade do epitélio (Széstek et al., 2014a).
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Existem outros estimuladores da producdo de prostaglandinas, tais como a ocitocina (OXT) ¢ o TNFa
(Galvéo et al., 2013, Széstek et al., 2014b). A ocitocina é produzida no hipotdlamo e via circulagdo
periférica ou por producéo e secrecdo a nivel endometrial vai desempenhar um papel importante sobre
a motilidade uterina e na lutedlise (Galvdo et al., 2013; Keith et al., 2013; de Ruijter-Villani et al., 2015;
Rebordéo et al., 2016).

O TNFa € produzido maioritariamente por macréfagos e células endoteliais, mas também por células
endometriais e desempenha fungdes coordenadas pelas hormonas E- e P4 no endométrio equino (Galvao
et al., 2013; Szostek et al., 2014b)

O sistema de interleucinas também tem fungdes importantes a regular o endométrio e a secrecdo de
prostaglandinas, assim como tem papel em processos inflamatérios. Os niveis de mMRNA e de proteina
de IL1a, IL1B e IL6 sdo ciclo-éstrico-dependentes e a sua expressdo é alterada com a fibrose, assim
como a dos seus recetores (Széstek et al., 2013). O seu efeito na producdo de PGs também é influenciado
pela fibrose, i.e., a producdo de PGE, em endométrios de categoria I, é estimulada pelas trés IL
mencionadas, sendo a IL-1p a que tem maior efeito estimulador, enquanto que todas estimulam de forma
semelhante a PGF,, (Szdstek et al., 2013). Em endométrios de categoria I, a IL-1a ja ndo estimula a
PGF, € a IL-6 tem efeito oposto, diminuindo a PGE_. Estas alteracdes do sistema IL e das PGs, podem
ser consequéncia, mas também podem agir como factores que promovem o desenvolvimento da fibrose
(Atamas, 2002; Olman, 2009; Szdstek et al., 2013)

1.7.2. A expressdo das sintases PTGS2, PGES e PGFS e da PGE; e PGF,, no endométrio equino
durante o ciclo éstrico

No endométrio equino, a expressao génica de PTGS2 aumenta na fase litea média e fase folicular, e
atinge o pico de expressdo maxima na fase lutea final (Szostek et al., 2012). A lutedlise na égua tem
vindo a demonstrar-se distinta da que ocorre noutros animais doméstico, a nivel dos mecanismos
moleculares e enzimaticos que a governam assim como os que determinam a producdo de PGs e o
reconhecimento materno da gestacdo (Watson & Stertich, 1989; Stout & Allen, 2002; Boerboom et al.,
2004; Atli et al., 2010; Galvdo et al., 2013). Concretamente, a lute6lise pode ser caracterizada pela
diminuicdo da producéo e secre¢do de P4 (lutedlise funcional) e pela regresséo do corpo luteo (lutedlise
estrutural) (Arosh et al., 2004; Galvao et al., 2015). O padréo de expressdo de PTGS2, PGFS, PGFy, e
do seu recetor FP, nos estudos de Szostek et al., (2012), Atli et al., (2010) e Boerboom et al., (2004), no
endométrio equino, sugerem um papel importante para a PGF,, no fim do diestro, concretamente na

inducdo da luteolise.

Relativamente & expressdo de PGES e producgdo de PGE», no endométrio equino, Szostek et al. (2012)
reportaram um aumento da expressdo de mRNA de PGES na fase lutea média e final, e de producéo de
PGE; maior na fase lutea media e na fase folicular, comparativamente as outras fases do ciclo éstrico.
Este estudo sugere um papel da PGE; na manuten¢éo do CL, suportado por outros estudos (Vanderwall
etal.,1994; Lukasik et al., 2010; Galvao et al., 2015), no entanto, outros investigadores ndo conseguiram

obter resultados nesse sentido (Watson & Stertich, 1989; Stout & Allen, 2002; Boerboom et al., 2004).
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A fungdo da PGE; no endométrio poderé estar relacionada com a tolerancia imunitaria do embrido, com
a quiescéncia uterina, entre outras funcbes jA mencionadas, sendo, sem duvida, indispensavel a
reproducdo (Stout & Allen, 2002; Ball et al., 2013).

1.7.3. Sinalizacéo das PGs

Os recetores das PGs sdo recetores acoplados a proteina G, especificamente, os recetores FPs (subtipo
A e B) que se ligam a PGF»,, € os recetores EPs que se ligam a PGE;, dos quais ha 4 subtipos (EP1,
EP2, EP3, EP4) (Milne et al., 2001; Arosh et al., 2003, 2004; Blesson & Sahlin, 2014; Kalinski, 2012;
Silva et al., 2014). A versatilidade das fungdes da PGE; é atribuida & variedade de recetores e também
a variedade na transducdo de sinal, na sua distribuicdo pelos tecidos e diferentes tipos celulares e a sua
sensibilidade a desensitizacdo induzida por agonistas (Sugimoto & Narumiya, 2007; Kalisnki et al.,
2012). Descrevendo as vias de transducédo de sinal, os recetores EP2 e EP4 acoplam-se a proteina Gs,
levando a libertacdo de CAMP como segundo mensageiro, que por sua vez vai activar a PKA (protein
kinase A), demonstrando uma fungdo como relaxantes musculares no endométrio (Milne et al., 2001;
Arosh et al., 2003, 2004; Sugimoto & Narumiya, 2007; Kalisnki et al., 2012). Ambos o0s recetores EP2
e EP4 também conseguem activar a via GSK3/B-catenina (Kalinski et al., 2012), enquanto que apenas
0 recetor EP4 activa a via ERK1/2(extracellular signal-regulated kinases 1/2) dependente de PI3K, ao
acoplar-se a proteina G; (Sugimoto & Narumiya, 2007; Kalisnki et al., 2012). Este par de recetores tem
assim bioactividades semelhantes e distintas, dependendo de varios factores, tais como diferencas na
afinidade do recetor, em que 0 EP4 demonstra maior afinidade que o EP2, sendo que o primeiro exige
menores concentracbes de PGE, para efectuar a sinalizacdo eficazmente. Também diferem na
capacidade de suster a activacdo, que no caso do EP4 é inferior pois é suscetivel a desensitizacdo,
enquanto que o recetor EP2 é mais resistente mediando fungdes da PGE; a longo prazo (Kalinski et al.,
2012). Os principais eventos mediados pela PGE; a nivel do endométrio, sdo efetuados por activacao de
CAMP, e varios estudos knockout revelam que serd o EP2 o recetor que mais contribui para a regulacéo

dos processos reprodutivos (Arosh et al., 2003; Ball et al., 2013).

2++

O recetor EP1 regula os canais de calcio (Ca“™) pela proteina Gq (Tian & Schiemann, 2010), e também
apresenta menor afinidade para a PGE;, que os recetores EP3 e EP4 (Kalisnki et al., 2012). Existem
diferentes isoformas do recetor EP3 (a, B e y), as quais variam entre si em Vvarios aspectos, entre 0s
quais: diferentes vias de transducdo de sinal, padrGes de transito intracelular e actividade constitutiva
(Sugimoto & Narumiya, 2007). A principal forma de actuacdo é pela proteina Gi ou Gio, inibindo o
cAMP e activando IP3/Ca®** ou 0 Rho, existindo uma isoforma que consegue acoplar-se a proteina Gs

e assim activar o cAMP (Sugimoto & Narumiya, 2007).

Por fim, o recetor FP, activa a PLC (phospholipase C) a qual leva a geragéo de IP3 (inositol phosphate
3), que também actua na libertacdo de Ca®** intracelular (Arosh et al., 2004; Blesson & Sahlin, 2014),

ou a geracdo de diacilglicerol, que activa a PKC (protein kinase C) (Arosh et al., 2004).
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1.7.4. Interacgdes PGE2-TGFp1

Com o objetivo de resumir as diversas formas que a PGE; interage com o TGFf, foram reunidos alguns
exemplos. Fisiologicamente, nas células da granulosa humanas, o TGF- Smad2/3 ndo sé induz como é
necessario para a expressao de PTGS2 e PGE,, estabelecendo o TGF3 como um importante mediador
da ovulacgdo (Fang et al., 2014). Em estudos sobre a tumorogénese mamaria, estabeleceu-se que o TGFp,
geralmente anti-tumorogénico, é desviado para um papel oncogénico, possivelmente devido a accdo da
PGE>-EP2, a qual inibe o efeito supressor/antiproliferativo de TGF mediado pela activacdo de Smad2/3
e expressao de PAI-1 ¢ estimula a capacidade do TGFf de induzir EMT. A PGE,-EP2-PTGS2 formam
um feedback loop positivo, no qual o TGF também participa, uma vez que consegue induzir a expressao
de PTGS2-PGE; e de EP2, tanto em células malignas como normais. Por fim, demonstraram que a
inibicdo de EP2 foi suficiente para impedir a progressdo do tumor mamario mediado por TGFp e/ou
PTGS2 (Tian & Schiemann, 2010). No caso de lesdo renal, num modelo de doenca diabética, a PGE»-
EP1 consegue promover a inducdo de fibronectina por TGF, em células mesangiais, e 0 uso de um
antagonista selectivo para o EP1 conseguiu inibir a hipertrofia e proliferacdo de células mesangiais e a
expressao de genes de ECM (Makino et al., 2002). Por fim, em células endoteliais descobriram que a
PGE; induz a angiogénese via activagdo de TGFp, concretamente a PGE; induz a activacdo de MT1-
MMP (membrane type 1-matrix metalloproteinase 1) que vai activar o TGFp latente. O TGFp pode
actuar por varios recetores, um deles é o ALK1, através do qual induz a proliferagdo e migracédo
endotelial ou 0 ALKS5, através do qual inactiva essa proliferagdo e migracdo, geralmente limitando a

angiogénese (Alfranca et al., 2008).
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2. Objetivos

O presente trabalho ¢ parte do projeto, “PTDC/CVT-REP/4202/2014” que tem como objetivo elucidar
sobre o mecanismo fisiopatolégico responsavel pela endometrose na égua. desenvolvido pelo
Departamento de Morfologia e Funcdo da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lisboa,
e pelo Centro de Investigacao Interdisciplinar de Sanidade Animal (CIISA).

Na globalidade, este estudo teve como objetivo geral compreender o papel putativo do Nodal no
endométrio equino e o seu possivel envolvimento na endometrose. Especificamente, um dos objetivos
deste trabalho consistiu na avaliacdo da influéncia da proteina Nodal sobre a transcrip¢do dos genes dos
recetores de Nodal (ALK4 e ALK7); dos recetores de TGFB1 (ALK5 e TGFRII) e dos recetores da PGE»
(EP2 e EP4) no endométrio equino, nas diferentes fases do ciclo éstrico. O segundo objetivo deste estudo
foi averiguar a influéncia da proteina Nodal sobre a producéo in vitro de PGE; e PGF,, pelo endométrio
da égua. Pelo que é conhecimento deste autor, ndo foram publicados trabalhos sobre a influéncia da

proteina Nodal sobre estes recetores, no endométrio equino.
Resumindo, para atingir os objetivos especificos propostos foram efectuadas as seguintes tarefas:

- Ensaios in vitro em que explantes de endométrio de égua, agrupados de acordo com a fase do ciclo

éstrico, foram incubados com diferentes concentragdes de Nodal, TNFa ou ocitocina;
- Classificacdo das amostras de endométrio de acordo com a classificacdo de Kenney e Doig (1986);

- Avaliacdo dos niveis de MRNA por two-step real-time RT-PCR, usando o gene constitutivo MRPL32

para normalizacdo, e 0 método 2AACt para quantificagio.

-Determinacdo da producdo in vitro de PGE. e PGF,, pelo endométrio em relacdo as diferentes

estimulacgoes e diferentes grupos de fase do ciclo éstrico, por quantificacdo por ELISA.
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3. Materiais e Métodos

A obtencdo de amostras bioldgicas (genitais de éguas) foi efetuada post-mortem em matadouros em
Portugal e na Pol6nia. Ap6s a recolha, os Uteros foram transportados em arca frigérica no tempo mais
curto possivel e processados no laboratério. Este projecto de investigacéo foi realizado no laboratério
de Fisiologia do Departamento de Morfologia e Funcdo, FMV-UL, e no Laboratério do Prof. Dariusz
Skarzynski, no Instituto de Reprodugdo Animal, Polish Academy of Science (PAS), Olsztyn, Polonia.
3.1 Animais

Neste projeto foram utilizadas 12 éguas, consideradas saudaveis durante a inspeccdo veterinaria
postmortem no matadouro, com idades entre 0 2 e os 30 anos, e que apresentassem actividade ovarica

normal, com auséncia de sinais de patologia uterina.

Apos dessensibilizacdo, as éguas foram eutanasiadas de acordo com a legislagdo Portuguesa (DL 98/96,
Art. 1°) e Europeia relativo aos aspectos do bem-estar animal e dos métodos de dessensibilizagdo e
eutanasia (EFSA, AHAW/04-027). De acordo com a avaliacdo morfoldgica macroscopica dos ovarios
e do utero (Roberto da Costa et al., 2007), as éguas foram distribuidas em dois grupos - fase folicular
ou fase lutea média. As éguas na fase folicular, apresentavam foliculos ovaricos com dimensées
superiores a 35mm de diametro e auséncia de CL (n=6). Contudo, as éguas que se encontravam na fase
lutea média (n=6) tinham um CL, bem desenvolvido, associado a foliculos de 30 a 35 mm de didmetro
(Roberto da Costa et al., 2007). Uma vez que a presenca de foliculos de 30 a 35mm de didmetro, pode
também suceder no inicio da fase latea (Evans, 2003), a estrutura histolégica do CL foi avaliada para
confirmar a presenca de trabéculas, uma estrutura consolidada e uma luteinizacdo avancada no CL da
fase litea média (Ginther, 1993). Idealmente, deveria ter sido realizada a medi¢do de progesterona
plasmatica, como descrito nesses estudos, mas devido a impossibilidade de recolha de sangue, foi
considerada exclusivamente a avaliacdo morfoldgica dos ovarios e do Utero. Apés avaliacdo e registo
da informacao de cada Utero, foram obtidas amostras aleatérias de endométrio, lavadas com solugéo de
tampao fosfato salino (PBS) estéril e armazenadas em (i) em criotubos (479-1220, VWR ®), com RNA
later (R0901,Sigma ®); ou (ii), em solucdo isotonica tamponada de formaldeido a 4% (Junqueira &
Carneiro, 2008) para avaliacdo histolégica. O restante material, colocado em placas de Petri, com

solucéo estéril de PBS, foi seguidamente usado nas placas de cultura descritas abaixo.

3.2. Cultura de tecidos endometriais

As culturas foram realizadas com 30 a 40 mg de tecido endometrial por pocilho, em placas de 24 pogos
CellStar ® (M8812, Sigma ®) com meio DMEM-F12 (D2906, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient F-12 Ham, Sigma ®), suplementado de acordo com as instrucdes do fabricante, com
1.2g/L de bicarbonato de sédio (11810-025,Gibco BRL), 0.1% de albumina de sérum bovino (A7906,
Sigma-Aldrich ®) e complementado com 100Ul/mL de penicilina e 100ug/mL de streptomicina
(15140122, ThermoFisher®) e 0.5pg/mL de anfotericina B (15290026, Gibco™, ThermoFisher ®)

ajustado para pH de 7.4, e por fim filtrado com sistema de vacuo Stericup ® milipore express, com filtro
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de 0.22um (SCGPU11RE, Merck Millipore®) e com bomba de vacuo Millivac®-Mini Vacuum pump
(XF54 23050, Merck Millipore ®).

Os tecidos foram estimulados com Nodal (0.1ng/mL, 1ng/mL ou 10ng/mL), TNF-a (10ng/mL) ou
ocitocina (107 M) e incubados, em agitacdo, na estufa HeraCell150 (LaboSistema ®, Lisboa, Portugal),
com atmosfera a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Ap6s as 24 horas de incubacdo, os tecidos foram
colocados em criotubos com 600 pL de RNA later e armazenados a -80°C. Os meios de cultura foram
recolhidos, homogeneizados e armazenados em eppendorfs (20170-170, VWR®) com a adigédo de 10ul
de uma solugéo de EDTA e aspirina [11.17g de EDTA (E5134, Sigma ®, 1g de aspirina (A2093, Sigma
®) para 100mL de agua bidestilada, pH 7.4], para inibir accao enzimatica (Gajos et al., 2015) e permitir
a conservacao das prostaglandinas até ao momento da sua quantificagdo. Esses meios foram mantidos a

4°C durante 24 horas e depois armazenadas a -20°C.

Optou-se pelo uso de ocitocina ¢ TNFa como controlos positivos para a estimulagdo da producdo de
PGs em endométrio equino (Roberto da Costa et al., 2008; Sz6stek et al., 2014a, 2014b). O TNFa é uma
citocina que possui uma grande variedade de bioactividades e é capaz de produzir algum tipo de resposta
na maioria dos tecidos e tipos celulares diferentes. Também tem interesse por ser um potente mediador
da inflamacdo, como na endometrite da égua (Fumuso et al., 2003) e da apoptose, mostrando uma grande
actividade na remodelacdo de tecidos (Wajant et al., 2003; Verrecchia & Mauviel, 2004; Voloshenyuk
et al.,, 2011). Por fim, demonstra uma dualidade na sua interacgdo com o TGFf1, inibindo ac¢Bes
mediadas pelo TGFB direta ou indiretamente (Bitzer et al., 2000; Verrecchia & Mauviel, 2004), ou

promovendo a sua sinalizagdo (Sullivan et al., 2009; Voloshenyuk et al., 2011).

3.3. Extraccdo e Medicdo de RNA

A extraccdo de RNA foi efectuada realizando a maceracgdo de 30 a 40 mg de tecido endometrial, em
placa de Petri, com auxilio de bisturi. O tecido foi previamente conservado em RNA later, a -80°C.
Imediatamente apds a pesagem o tecido macerado foi colocado em eppendorf, ao qual foi adicionado
TRI®Reagent (T9424, Sigma-Aldrich ®) na propor¢do de 1mL para 100mg de tecido. Procedeu-se a
disrupgdo do tecido, com o aparelho TissueLyzer 1l (Qiagen ®), usando 25HZ de frequéncia por ciclo
de 30 segundos, quatro vezes. Seguindo as indicagdes do fabricante do TRI®Reagent, usaram-se 0s
seguintes reagentes intercalados com centrifugagdes: cloroférmio (0.2mL para 1mL de TRIzol) para
assegurar dissociacdo de complexos nucleo-proteicos, realizando a separagdo da amostra em fase
aquosa, que contém o RNA, fase intermédia, que contém o DNA e fase organica; Isopropanolol (0.5mL
para 1mL de TRIzol) para precipitar o RNA e etanol a 75% (1mL para 1mL de TRIzol) para minimizar
contaminantes. Apds deixar o etanol evaporar, ressuspendeu-se 0 RNA com dgua DEPC (95284, Sigma
®). A medicdo de RNA foi efetuada por espectrofotometria, em comprimento de onda de 260nm, com
NanoDrop2000c® (Thermo Fisher Scientific, MA U.S.A), e a qualidade foi avaliada pelo racio
A260/280 (contaminacdo por DNA) e A260/230 (contaminagao por carbohidratos, fendis, etc.) que, de
acordo com o boletim do instrumento de medi¢&o utilizado, indica que um racio de, aproximadamente,

2 para os dois valores, é o mais representativo de RNA “puro”.
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3.4. Avaliacdo da expressdo génica por gRT-PCR

O método selecionado para avaliar a expressdo génica foi o de transcriptase reversa, seguido de reaccao
em cadeia da polimerase, gRT-PCR (Quantitative Reverse transcription polymerase chain reaction) em
tempo real. Esta variacdo ao método tradicional de PCR tem sido amplamente utilizada e com grande
sensibilidade, permitindo utilizar o mMRNA como base para a producdo de cDNA e depois, com 0s
primers correctos, amplificar o gene-alvo em PCR (Wong & Medrano, 2005). O método de detec¢do é
por fluorescéncia, e neste projecto foi utilizado o SYBR® Green (4367659, Applied Biosystems®,
Thermo Fisher Scientific ®). Apesar de ser um agente intercalante inespecifico com afinidade para
moléculas de DNA de cadeia dupla, é considerado bastante sensivel, com igual limite de deteccdo a
outro tipo de reagentes, entre outros aspectos, e tem a vantagem de ser mais econémico e mais pratico
(Deprez et al., 2002). O protocolo usado foi o de “two step RT-PCR”, em que a sintese de cDNA por
transcriptase reversa é feita separadamente da reaccdo de PCR em tempo real, o que é preferivel pois
temos que avaliar varios genes-alvo, sendo o cDNA mais estavel que o0 RNA e assim ha menos
variabilidade no processo de transcri¢do reversa (Wong & Medrano, 2005).

3.4.1. Sintese de cDNA

A sintese de cdna foi realizada usando oligonucledtidos (C1101, Promega ®), mantendo um volume
total de 13uL para o primeiro passo no termociclador (Doppio 1732-1210, VWR®), seguindo um
programa de 70°C durante 5 min, e de 4°C para infinito. Depois, foi preparado uma mistura de reacgéo,
com o tampdo (M531A, Promega ®), dNTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados), inibidor da
ribonuclease (N2511, Promega ®), e transcriptase reversa (M170B, Promega ®), perfazendo por
amostra um volume total de 20 pL para o segundo passo no termociclador (programa:42°C durante 1
hora, 90°C durante 5 minutos, 4°C por infinito). A mistura de dNTPs utilizada foi preparada a partir de
dATP (desoxiAdenosina trifosfatada; U120D, Promega ®), dGTP (desoxiGuanosina trifosfatada;
U121D, Promega ®), dCTP (desoxiCitidina trifosfatada; U122D, Promega ®) e dTTP (desoxiTimidina
trifosfatada; U123D, Promega ®).

3.4.2. Avaliacdo da expressao por PCR em tempo real

O PCR foi realizado no Step One Plus™ (Applied Biosystems®, Califérnia, USA) e com o reagente
SYBR® Green, em placas de reacgdo de 96 pocos (AB19800, Frilabo ®) com volume de reac¢édo de 13
pl. Em cada reaccdo foram usados, simultaneamente e em duplicado, o0 gene constitutivo ou
housekeeping gene MRPL32 (proteina ribossomal L32), ja previamente validado no endométrio equino
(Kayis et al., 2011), e o gene-alvo (primers -Tabela 6). Posteriormente, os resultados foram analisados
usando o software Real Time PCR Miner 4.0, baseado no algoritmo para qRT-PCR de Zhao & Fernald

(2005) e normalizados, como sugerido pelos autores, em Microsoft Excel ®.
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Tabela 6. Sequéncia especifica de primers usados para os gene-alvo, para real-
time PCR quantitativo

Gene No. Identificacdo Sequéncia 5°-3’ Comprimento

ALK5 XM_014735928.1 Fw:5'-CACCATCGAGTGCCAAATCA-3' 217
Rv:5-CTCCTCTCCACTTCCCTCGC-3'

TGFRII XM_005600871.2 Fw:5'-TGCTGCCTGTGTGACTTTGG-3' 107
Rv:5’-TCTGGGGCCATGTATCTTGC-3’

ALK7 XM_001492118.5 Fw:5’-GGATTGGCTGTGAAGCATGA-3’ 186
Rv:5’-CCTTCGGGCTATTTCCCAGT-3’

ALK4 XM_001494129.5 Fw:5’-GGGTATCCAGGCTCTGCTGT-3’ 205
Rv:5’-GCAGTGGGTGTTACGCAGGT-3’

PGER2 NM_001127352.1 Fw:5’-TCACCATCACCTTCGCCG-3’ 178
Rv:5’-GACCGCAGCACTCTTAGCACA-3’

PGER4 XM_001499068.4 Fw:5’-GGTGCTCATCTGCTCCATCC-3’ 210
Rv:5’-CGGCAGAAGAGGCATTTGAT-3’

MRPL32 XM _001492042.5 Fw:5’-AGCCATCTACTCGGCGTCA-3’ 144

Rv:5’-GTCAATGCCTCTGGGTTTCC-3’
3.5.  Quantificacdo da concentragdo de prostaglandinas por ELISA

A determinacdo da concentracdo de prostaglandinas no meio de cultura foi efetuada por ELISA (PGFy.:
ADI901-069; PGE2:ADI901-001, Enzo), seguindo as instrucfes do fabricante, no laboratério do
Instituto de Reproducdo Animal, Polish Academy of Science (PAS), Pol6nia. A concentracdo de
prostaglandina F,, foi medida usando uma diluicdo de 1:50 e a curva-padréo variou de 0.2 a 50 ng/mL,
e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 4.5%. A medicdo de prostaglandina E; foi feita com
diluicdo de 1:100 e a curva-padréo variou de 0.39pg/mL a 100 pg/mL e o coeficiente de variacdo intra-

ensaio foi 6.1%. Todos os valores foram normalizados para mg de tecido.

3.6.  Analise estatistica dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente com o software GraphPadPrism 6.0 (GraphPad Software,
Inc, USA), assumindo que o controlo representa 100. Depois, foram usados o teste two-way Anova e 0
teste de comparagdes multiplas de Tukey, tendo sido analisados para cada recetor e por grupo do ciclo

éstrico (fase folicular ou fase lutea média).

Foi também realizado o teste t, para comparagdes entre dois grupos de valores, nomeadamente, para o
grupo de controlo de cada recetor, comparando os niveis de mMRNA da fase folicular com a da fase ldtea,
e também entre éguas de categorias I/l e éguas de categoria Ill, do grupo de estimulagdo. Foram
considerados estatisticamente significativos valores que apresentassem p<0.05 em todos os testes
mencionados. O nimero de amostras usadas por cada grupo e por cada receptor ndo é igual, devido a

limitacOes de material, sendo o n final de cada recetor apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7. Distribuicdo do numero de
estatistica.

amostras, representando o n final de cada analise

n PGE; PGFy, EP2 EP4 ALK5 TGFRII  ALK4 ALK?7
F. 2 2 6 6 3 6 4 4
Folicular

F.Lutea 2 2 6 5 5 6 4 4
Total 4 4 12 11 8 12 8 8

3.7.  Avaliacdo histoldgica - Classificacdo das amostras endometriais

As amostras de endomeétrio preservadas em formol logo apds colheita do material foram posteriormente

submetidas a desidratacdo numa série de concentragdes crescentes de etanol (de 70% a 100%), a uma

passagem por xilol e posterior inclusdo em blocos de parafina. Os cortes histologicos de 4 foram

obtidos com um micrétomo Leica SM2000R (Leica Microssistemas Lda ®, Lisboa, Portugal) e corados

com hematoxilina- eosina (Junqueira & Carneiro, 2008). As laminas foram observadas ao microscopio

Leica DM500 (Leica Microssistemas Lda ®, Lisboa, Portugal) para classificacdo de acordo com Kenney

(1978), que propds um modelo de classificacdo, e que foi completado por Kenney e Doig (1986) e tem

sido universalmente aceite e utilizado também neste estudo (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo das éguas por grupos estatisticos, de acordo com fase do ciclo e categoria

de Kenney&Doig.

F.Folicular F. Litea
Grupo estatistico F1 F2 L1 L2 L3
Categoria A 1B/l I IHA 1B/l
Eguas 3 3 2 2 2
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4. Resultados

Neste projeto foram realizadas medices da expressdo de mMRNA dos recetores do TGFB1 (ALKS5 e
TGFRII), da PGE; (EP2 e EP4), e do proprio Nodal e Activina (ALK4 e ALK7), para avaliar de que
modo o Nodal pode influenciar estas vias de sinalizacdo. Pretendeu-se ainda analisar as variagcdes
causadas pela fase do ciclo éstrico e/ou pelo desenvolvimento da endometrose nessas mesmas vias de
sinalizacdo. Também foram realizadas medicdes da concentragao de prostaglandinas no meio de cultura
(PGE: e PGF»,), para determinar o impacto que o Nodal tem sobre a funcéo secretora do endométrio.

De forma a avaliar os niveis de expressdo dos genes estudados, foram feitas diferentes analises

estatisticas, as quais foram organizadas do seguinte modo:

1°- Com o objetivo de definir a expresséo dos recetores sem influéncia dos tratamentos, de forma a
melhor entender como estes podem influenciar a sinalizacdo foram realizadas varias comparacdes
relativas da expressdo de mRNA dos pares de recetores, no grupo de controlo. Estas comparagdes foram
feitas entre fases do ciclo éstrico (Fase Folicular versus Fase Latea), entre endométrios de categorias de
Kenney diferentes (I/I1A versus I1B/111), e nos diferentes subgrupos (em endométrios de categoria I/I1A
ou IIB/III, entre F. Folicular versus F. Lutea, e, no mesmo grafico, na mesma fase do ciclo, i.e., na F.
Folicular ou na F. Lutea, entre endométrios do tipo I/I1A versus 1IB/II1. Por fim, também foi feita uma
comparacdo nos diferentes subgrupos, entre a expressdo genica dos recetores (ALK5 versus TGFRII,
EP2 versus EP4 e ALK4 versus ALK?7).

2°- Com o objetivo de definir o efeito de cada tratamento sobre a expressdo de mRNA, em cada
subgrrupo, foi realizada a quantificacéo relativa da expressao em relacdo ao controlo, entre o grupo de
categoria I/11A e o grupo de categoria II1B/Ill, nas diferentes fases do ciclo éstrico (F. Folicular e F.
L0tea).

3°- Por fim, foi realizada a comparacéo entre o efeito do Nodal nas suas diferentes concentracdes (0.1,
1 e 10ng/mL), quando num grupo de éguas da mesma categoria (I/l1A ou 11B/I11), o Nodal tenha tido

efeitos estimuladores/inibitérios, bem como o efeito entre as diferentes fases do ciclo éstrico.
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4.1,  Recetores do TGFp1: ALK5 e TGFRII

Devido ao papel pro-fibrotico do TGFB1 (revisto por Branton & Kopp, 1999, e por Leask & Abraham,
2004), foi avaliada a expressdo de mRNA dos seus recetores ALK5 e TGFRII no ambito do nosso
trabalho. No entanto, neste trabalho de investigacdo, devido a exiguidade das amostras obtidas ndo foi
possivel analisar a expressdo de mMRNA de ALK5 em endométrios de categoria I/11A, na fase folicular.

4.1.1. A variacao na expressao génica dos recetores ALK5 e TGFRII, no endométrio equino, de
acordo com a fase do ciclo e com a evolucéo da fibrose

No grupo de controlo, foi feita a comparagao, da expressdo de mRNA de TGFRII entre as fases do ciclo
éstrico e entre endométrios de categoria I/I1A com endométrios de categoria 11B/II (Fig. 1, Al). N&o se
verificou diferenca estatisticamente significativa na expressdo génica de TGFRII, entre as fases do ciclo
éstrico (Fig. 1, Al, p>0.05). Em endométrios de categoria I/l1A a expressdo génica de TGFRII foi menor
que em endométrios de categoria 11B/I1l (Fig. 1, A1, p<0.0001).
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Figura 1 Comparacéo da expressdo de mRNA de TGFRII e ALK5, no endométrio equino, no grupo de
controlo, entre fases do ciclo diferentes, e em endométrios de diferentes categorias de Kenney. Os dados
foram comparados utilizando unidades arbitrarias (U.A.). Comparacdo da expressdo génica entre fases do ciclo
éstrico (F- Fase Folicular, L-Fase Latea) e entre endométrios de categoria I/I1A com 1IB/IlI: Al) em relacdo a
expressdo de mMRNA de TGFRII. Comparagdo entre subgrupos, considerando a fase do ciclo éstrico juntamente
com a classificacdo de Kenney dos endométrios: A2) em relacdo & expressdo de mRNA de TGFRII e B2) em
relacdo a expressdo de mRNA de ALK5. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene
constitutivo MRPL32. As barras representam médiatDP. A significancia estatistica é representada por asteriscos
(*=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ****=p<0.0001) e por letras para comparar a expressdo génica, na fase
folicular, da categoria I/IIA com a categoria IIB/IIT (“a” com “b”=p<0.0001) e na fase litea, da categoria I/1l1A
com categoria l1B/Il (*X” com “z”=p<0.0001).

Foi realizada uma comparacao considerando as fases do ciclo éstrico e a classificacdo do endométrio de

acordo com Kenney, tanto sobre os niveis de mMRNA de TGFRII como de ALK5 (Fig. 1, A2 e B,

respetivamente). No grafico A2 podemos observar que, em endométrios de categoria I/lIA ndo ha

diferencas na expressdo génica de TGFRII entre a fase folicular e fase latea (Fig. 1. A2, p>0.05). No

entanto, em endomeétrios de categoria 11B/111, a expressdo de mMRNA de TGFRII varia de acordo com o
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ciclo éstrico, sendo maior na fase folicular que na fase litea (Fig. 1. A2, p<0.05). Devido a falta de
dados mencionada sobre a expressao de mRNA de ALKS5, a comparacao entre fases do ciclo éstrico foi
feita considerando apenas endométrios de categoria I1B/I11 e a comparacdo entre categorias de Kenney
I/11A com I1B/I11 foi realizada considerando apenas endométrios na fase lutea (Fig. 1, B). A expressdo
de mRNA de ALK5 também varia em endométrios de categoria 11B/I11, mas, contrariamente ao TGFRII,
é maior na fase lutea que na fase folicular (Fig. 1, B, p<0.01). Em relacdo a transcricdo génica em
endomeétrios de categoria diferente, esta comporta-se, na fase ldtea, de forma semelhante a de TGFRI|I
em ambas as fases do ciclo, i.e., a expressdo genica dos recetores TGFRII e ALK5 é menor em
endomeétrios de categoria I/l1A em relacdo aos de categoria 11B/II (Fig. 1. A2, p<0.0001, em ambas as
fases; B, p<0.001; respetivamente).

Por fim, foi feita a comparacdo dos niveis de mRNA, no grupo de controlo, de TGFRII com a de ALK5
(Fig. 2). Relembrando que, devido a falta de tecido endometrial, a comparacdo entre a expressdo de
mRNA de ALK5 com a de TGFRII, entre as diferentes fases do ciclo éstrico, na fase folicular, foi feita
apenas considerando endométrios de categoria 11B/111, enquanto que na fase litea ja foram considerados
todos os endométrios, independentemente da sua categoria de Kenney. Em ambas as fases do ciclo
éstrico, a expressdo genica de ALK5 foi inferior a de TGFRII (Fig. 2., p<0.0001 e p<0.01,

respetivamente).
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Figura 2. Comparacgdo da expressdo de mRNA de TGFRII com a expressdo de mRNA de ALKS5, no
endométrio equino, ndo tratado, durante as diferentes fases do ciclo éstrico, considerando a classifica¢éo de
Kenney. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras
representam médiaxDP. A significancia estatistica é representada por asteriscos (** =p<0.01; ***= p<0.001;
***x*=p<0.0001). F- Fase Folicular, apenas em endométrios de categoria IIB/Ill; L- Fase Ldtea, em todos os
endométrios; I/I1A —endométrios na fase IUtea de categoria I/11A; 11B/I11- endométrios na fase lUtea, de categoria
1B/,

A comparacdo entre os niveis de mRNA de ALK5 com a de TGFRII, em endométrios de categoria I/11A
foi feita apenas considerando a fase lGtea, enquanto que, em endométrios de categoria I1B/Il1 ja foram
considerados todos os endométrios (fase folicular e fase lGtea). Independentemente do grau de
endometrose, a expressdo génica de ALKS ¢é inferior a de TGFRII (Fig. 2, p<0.001 e p<0.0001,

respetivamente).
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4.1.2. Efeito dos tratamentos com Nodal, TNFa e ocitocina, no endométrio equino, sobre a
expressdo de mMRNA dos recetores

O efeito dos tratamentos com o Nodal (0.1, 1 e 10ng/mL) sobre a expressdo genica de TGFRII, em
endométrios de categoria I/I1A, é semelhante entre as fases do ciclo éstrico, estimulando a expresséo
génica na fase folicular (Fig. 3. Al, 0.1 e 10ng/mL; p<0.001; 1ng/mL: p<0.0001) e na fase lutea (Fig.
3. A2, 0.1ng/mL: p<0.001 e 10ng/mL: p<0.05). Contudo, quando as categorias | e IlIA foram
consideradas separadamente, observou-se uma diferenca nos niveis de mMRNA do recetor TGFRII, na
fase lutea, tendo sido feita uma avaliacdo quantitativa em relagéo ao controlo, e depois uma comparacao
entre as categorias (Anexo 1). Nesta avaliacdo determinou-se que os tratamentos s6 foram diferentes em
relagdo a ocitocina e ao Nodal a 1ng/mL e a 10ng/mL (Anexo 1, Fig. A, p<0.05, p<0.0001 e p<0.05,
respetivamente). O tratamento com ocitocina ndo diferiu do controlo, (Anexo 1, Fig. A, p>0.05) ndo
tendo por isso sido representado na Fig. 3, A3, onde estdo representados estes tratamentos (Nodal a
1ng/mL e a 10ng/mL) relativos as categorias de endométrio de Kenney I, 1lA e 1IB/IlI, na fase lutea.
Podemos observar que o Nodal a 1 ng/mL tem um efeito em endométrios de categoria | oposto ao efeito
em endomeétrios de categoria I1A, nomeadamente, em endomeétrios do tipo | estimula a expressao génica
e em endométrios do tipo IlA inibe (Fig. 3, A3, p<0.001 e p<0.05, respetivamente). O Nodal a 10ng/mL
demonstra um efeito estimulador (Fig. 3, A3, p<0.05) em endométrios do tipo I1A que ndo possui em
endométrios de categoria | (Fig. 3, A3, p>0.05). Em relacdo ao efeito dos tratamentos em endomeétrios
de categoria 11B/I11, o Nodal tem um efeito inibidor, em ambas as fases do ciclo éstrico e em todas as
concentracdes, concretamente, a 0.1 ng/mL (Fig. 3, Al, p<0.01 e A2, p<0.001), a 1 (Fig. 3, Al, p<0.05
e A2, p<0.0001) e a 10ng/mL (Fig. 3, Al, p<0.05 e A2, p<0.0001). Comparativamente, o efeito inibidor
do Nodal a 1ng/mL é maior sobre endométrios de categoria 11B/I11 que em endométrios de categoria 1A
(Fig. 3, A3, p<0.0001).

Avaliando as variac@es na expressdo de mRNA de ALKS5, primeiro em endométrios do tipo I/11A, como
na fase folicular ndo foi possivel de se obter, observamos apenas na fase litea (Fig. 3, B1). Na fase lUtea,
podemos analisar que, em endométrios do tipo I/I1A, o Nodal estimula a transcrigdo génica em todas as
concentragdes (Fig. 3, B1, 0.1 e 10ng/mL: p<0.05; 1ng/mL:p<0.01). Em endométrios de categoria
11B/111, o efeito do Nodal é condicionado pela fase do ciclo éstrico, estimulando na fase folicular (Fig.
3, B2, a 0.1ng/mL: p<0.05; 1 e 10ng/mL:p<0.01) e inibindo na fase lutea (Fig. 3, B1, 0.1 e
10ng/mL:p<0.01; 1ng/mL:p<0.05).
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Figura 3. Quantificacdo relativa da expressdo de mRNA de TGFRII e ALK5, em endométrio equino, durante
as diferentes fases do ciclo éstrico, considerando a classificacdo de Kenney. Os gréaficos representam a
quantificacdo da expressdo génica, relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). A
expressdo de mMRNA de TGFRII é representada nos graficos Al) na fase folicular, e A2) na fase lGtea, em ambos,
os endométrios foram agrupados de acordo com a classificacdo de Kenney (I/lIA ou 11B/111). A3) Representa a
expressdo de mRNA de TGFRII, relativamente as categorias de endométrio de Kenney I, 1A e 11B/Il1, na fase
lutea. A expressdo de mRNA de ALKS5 é representada pelos graficos B1) na fase litea, no qual os endométrios
estdo agrupados de acordo com a classificacdo de Kenney , e em B2) na fase folicular, apenas em endométrios de
categoria 11B/Ill. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As
barras representam médiatDP. A significancia estatistica é representada por asteriscos quando em relacdo a
categorias diferentes (* =p<0.05; **= p<0.01; ***=p<0.001; ****=p<0.0001); e por letras, quando em rela¢do ao
controlo, em endométrios de categoria I/IIA representado por “a” e em endométrios de categoria IIB/III por “k”
em que p<0.05=“b” ou “1”; p<0.01= “c” ou “m”; p<0.001= "d” ou “n”; p<0.0001= “¢” ou “0”. No grafico A3, 0
controlo em endométrios de categoria ITA ¢ representado por “x”, em que “x” com “y’=p<0.05.

Em relagio ao efeito do TNFa sobre 0s niveis de mMRNA destes recetores, em endomeétrios de categoria
I/11A, apenas exerce efeito na fase folicular, estimulando a expressdo de mRNA de TGFRII (Fig. 3, Al,
p<0.01). Em endométrios de categoria IIB/II, o TNFa tem efeito inibidor sobre a expressdo de mMRNA
de TGFRII, na fase folicular e na fase ltea (Fig. 3, Al, p<0.01; A2, p<0.0001, respetivamente).

No entanto, o seu efeito sobre a expressdo de MRNA de ALK5, no mesmo tipo de endométrios (11B/111),
é influenciado pela fase do ciclo éstrico, estimulando na fase folicular e inibindo na fase latea (Fig. 3,
B1, p<0.01 e B2, p<0.01, respetivamente). O efeito da ocitocina &€ semelhante em ambos os recetores,

estimulando a expressdo genica de ambos os recetores, TGFRII e ALK5, em endométrios de categoria
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I/IIA (Fig. 3 Al, p<0.01 e A2, p<0.001; B1, p<0.0001, respetivamente) e inibindo em endométrios de
categoria I1B/11, independentemente da fase do ciclo éstrico (Fig. 3. Al, p<0.01 e A2, p<0.0001; B1,
p<0.01 e B2, p<0.01, respetivamente).

4.1.3. Comparagdo entre os efeitos do Nodal, nas diferentes concentracoes.

Em relacdo ao recetor TGFRII, em endométrios de categoria I/11A, os efeitos estimuladores, na fase
folicular, quase que ocorrem de forma inversamente proporcional a sua concentracdo, i.e., nas
concentragdes de 0.1 e 1 ng/mL, o Nodal é mais estimulante que a 10ng/mL (Fig. 4, A1, p<0.01 e p<0.05,
respetivamente), mas sem diferenga estatistica significativa entre si, nas concentragdes menores de 0.1
e 1 ng/mL (Fig. 4, A1, p=0.08).
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Figura 4. Comparacéo da expressdo de mRNA de TGFRII, no endométrio equino, sob o efeito de diferentes
concentrac@es de Nodal, considerando a classificacdo de Kenney dos endometrios, e a fase do ciclo éstrico.
Os dados representam a quantificagdo relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). Al)
Representa a expressdo génica em endométrios de categoria I/11A, de acordo com cada fase do ciclo éstrico; A2)
Representa a expressao génica em endométrios de categoria 11B/I11, de acordo com cada fase do ciclo éstrico. A3)
Representa a expressdo génica, na fase lutea, em endométrios de categoria | separadamente dos de categoria IlA.
Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam
média£DP. A significancia estatistica é representada, nos graficos Al e A2 por letras (Fase Folicular — “r” com
“s” = p<0.05 e “r” com “t”=p<0.01; Fase Lutea — “h” com “i”=p<0.0001); e por asteriscos, quando comparando
efeitos semelhantes entre fases do ciclo diferentes (***=p<0.001) . No grafico A3, a significancia estatistica é
representada por letras (Cat. | —“u” com “v’=p<0.05; “u” com “x”=p<0.01, “v”” com “x”=p<0.001; Cat. |1A —“y”
com “z’=p<0.01). As setas representam o efeito do tratamento j& demonstrado em graficos anteriores 1N-
estimulador e \ -inibidor.

Na fase lutea, o efeito estimulador de 0.1 e 10ng/mL é semelhante entre si (Fig. 4, Al, p>0.05), e
semelhante ao efeito na fase folicular, nas respetivas concentragdes (Fig. 4, Al, p>0.05, para ambas as
concentragdes). Em endométrios de categoria 11B/111, o Nodal inibe a expressdo de mRNA de TGFRII,
na fase folicular possuindo maior efeito inibidor na concentracdo de 0.lng/mL, relativamente a
concentragdo de 10ng/mL (Fig. 4., A2, p<0.05). O oposto ocorre na fase ltea, possuindo maior efeito
na concentragdo de 10ng/mL relativamente a 1ng/mL (Fig. 4, A2, p<0.0001). No que diz respeito ao
efeito entre as fases do ciclo éstrico, apenas na concentracdo de 10ng/mL o efeito € maior na fase litea
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que na fase folicular (Fig. 4, A2, p<0.001). Contudo, devido as diferencas nas expressdes de mRNA de
TGFRII, em relagdo ao Nodal a 1 e 10ng/mL, j& mencionadas, foi feito um gréfico comparativo entre
endomeétrios de categoria | e de categoria 1A, na fase lutea (Fig. 4, A3). Neste podemos observar que a
estimulacdo por Nodal, em endométrios de categoria I, é maior na concentracdo de 1lng/mL
relativamente a 0.1ng/mL (Fig. 4, A3, p<0.01). Em endométrios de categoria IlA, o efeito estimulador
de Nodal a 0.1ng/mL é semelhante ao de Nodal a 10ng/mL (Fig. 4, A3, p>0.05).

Na Fig. 5 observamos essa mesma comparacao, mas sobre a expressdo de MRNA de ALK5, onde, na
fase lGtea, em endométrios de categoria I/l1A, o efeito estimulador € maior na concentragdo de 1ng/mL
comparativamente a concentracdo de 0.1ng/mL e de 10ng/mL (Fig. 5, Al, p<0.01 e p<0.05,
respetivamente). No entanto, em endométrios de categoria I1B/I11 ja ndo se observa diferencas entre os
efeitos estimuladores na fase folicular, nem entre os efeitos inibitorios na fase lutea (Fig. 5, A2, p>0.05,

para ambas as fases).
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Figura 5. Comparacédo da expressao de mRNA de ALK5, no endométrio equino, sob o efeito de diferentes
concentracdes de Nodal, considerando a classificacdo de Kenney dos endométrios, e a fase do ciclo éstrico.
Os dados representam a quantificacdo relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). Al)
Representa a expressao génica em endométrios de categoria I/I1A, na fase lUtea; A2) Representa a expressao génica
em endométrios de categoria 11B/111, de acordo com cada fase do ciclo éstrico. Os dados foram normalizados com
0 gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam médiatDP. A significancia
estatistica € representada por letras (Fase Folicular — “r”’; Fase LUtea — “h” com “i”=p<0.05 e “h” com “j”=p<0.01).
As setas representam o efeito do tratamento ja demonstrado em graficos anteriores - estimulador e \ -inibidor.
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4.1.4. Determinagdo e Comparagdo do racio mRNA ALK5:TGFRII

No dmbito da investigagdo realizada, sugere-se a possibilidade de haver uma desregulacdo do par de
recetores ALK5 e TGFRII, um em relagdo ao outro. Por este motivo, calculou-se o racio para cada égua,
para cada tratamento, em cada subgrupo, e comparou-se os valores entre si (Fig. 6).
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Figura 6. Representacdo do racio mRNA ALK5:TGFRII, no endométrio equino, considerando a
classificacdo de Kenney e a fase do ciclo éstrico. Os dados representam o racio mMRNA de ALK5:TGFRII de cada
animal, agrupado de acordo com a fase do ciclo éstrico e categorizacdo de Kenney, em unidades arbitrarias (U.A.).
Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam
média£DP. A significdncia estatistica é representada por asteriscos, quando se compara dentro do mesmo
subgrupo, em relagdo ao controlo (*=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001); e por letras, quando se compara, para o
mesmo tratamento, entre os diferentes subgrupos, em que, para o grupo de controlo (C) (“a” com “b”=p<0.05 ,
“a” com”c”=p<0.01; “b” com “d”=p<0.001), para o grupo de tratamento com Nodal a 0.1ng/mL (NO.1) (“h™); a
Ing/mL (N1) (“r” com “t”=p<0.05; “r”” com “u”=p<0.001; “u” com “s”=p<0.05; “u” com “t”’=p<0.01); a 10ng/mL
(N10) (“x” com “y’=p<0.05).

Analisando o gréafico (Fig. 6), observamos que, em endométrios de categoria | ou de categoria Ill, na
fase lutea, ndo ha diferencas entre os racios, comparativamente ao controlo. No entanto, em endométrios
de categoria IlA, ha um aumento do racio pelo tratamento com Nodal a 1ng/mL (Fig. 6, p<0.001) e uma
diminuicéo do racio pelo tratamento com Nodal a 10ng/mL (Fig. 6, p<0.05). Na fase folicular, s6 nos é
possivel analisar o racio para endométrios de categoria I1B/I1l, no qual hd& um aumento do racio por
todos os tratamentos com Nodal (Fig. 6, 0.1ng/mL:p<0.05; 1ng/mL:p<0.001; 10ng/mL:p<0.01). Com o
objetivo de avaliar como os racios podem variar de acordo com a fase do ciclo éstrico ou com o grau de
endometrose, foi feita a comparacéo para cada tratamento. Em relagdo ao grupo de controlo, na mesma
fase do ciclo éstrico, apenas foram encontradas diferencas entre o racio na categoria Il com o de
categoria 11B/Ill (Fig. 6, p<0.05), indicando um aumento do racio com o grau de endometrose.
Comparando na mesma categoria (11B/I11), entre fases do ciclo diferentes, o racio esta diminuido na fase
folicular em relacéo a fase latea (Fig. 6, p<0.001). Em relacdo ao grupo de tratamento com Nodal a
0.1ng/mL, ndo forma encontradas diferengas. Em relacéo ao grupo de tratamento com Nodal a 1ng/mL,
como era esperado, obtiveram-se diferencas. Avaliando primeiro, entre graus de endometrose, o racio

estd aumentado em endométrios de categoria 1A, em relagdo aos de categoria | e aos de categoria 11B/I111
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(Fig. 6, p<0.001 e p<0.05, respetivamente). Comparando na mesma categoria (I1B/Ill), ndo foram
encontradas diferencas entre as fases do ciclo éstrico (Fig. 6, p>0.05). Por fim, em relagdo ao grupo de
tratamento com Nodal a 10ng/mL, foram encontradas diferengas, na fase lutea, estando diminuido em
endométrios de categoria IlA, relativamente aos de categoria | e de categoria 11B/Ill (Fig. 6, p<0.05,
para ambas).

Resumindo, o Nodal estimula a transcricdo génica de ambos os recetores, em endométrios de categoria
I/11A, independentemente da fase do ciclo éstrico, mas dependente da concentragdo. Na fase folicular, o
Nodal estimula mais nas concentragdes de 0.1ng/mL e 1ng/mL, comparativamente a 10ng/mL (Fig. 4,
p<0.01 e p<0.05, respetivamente). Na fase lGtea, o Nodal tem uma acg¢do particular na concentracao de
1ng/mL. E nesta concentracio que o Nodal tem maior efeito estimulador da expressdo génica de ALK5,
comparativamente as concentragdes de 0.1ng/mL e 10ng/mL (Fig. 5, Al, p<0.01 e p<0.05,
respetivamente). E, também, nesta concentracao (1ng/mL) que o Nodal apresenta um efeito dependente
da existéncia ou ndo de fibrose, ainda que leve (I11A), nomeadamente, estimulando a expressao génica
de TGFRII em endométrios saudaveis (I) e inibindo em endométrios com grau ligeiro de fibrose (I11A)
ou mesmo com fibrose mais avancada (lIB/Ill) (Fig. 3, A3, p<0.001; p<0.05 e p<0.0001,
respetivamente). Alias, o Nodal estimula mais a 1ng/mL que a 0.1ng/mL, a transcricdo génica de
TGFRII em endométrios saudaveis (Fig. 4, A3, p<0.01). Esta particularidade do efeito do Nodal a
1ng/mL é demonstrada também, pela alteracdo do rdcio mMRNA ALK5:TGFRII, em que, relativamente
ao controlo, o racio encontra-se aumentado (Fig. 6, p<0.001). A accdo diferencial ocorre também na
concentracao de 10ng/mL, mas nesta o Nodal estimula apenas em endométrios de categoria Il A e inibe
em endométrios I1B/I11 (Fig. 3, A3, p<0.05 e p<0.0001, respetivamente). Tal também é demonstrado a

nivel de alteracdo do réacio, mas diminuindo este, relativamente ao controlo (Fig. 6, p<0.05).

Em endométrios com grau de fibrose superior (11B/111) o Nodal inibe em todas as concentrages (0.1, 1
e 10ng/mL) a expressdo génica de ambos os recetores, na fase lutea (TGFRII: Fig. 3, A2, p<0.001,
p<0.0001, p<0.0001; ALKS5: Fig. 3, B1, p<0.05, p<0.01, p<0.05; respetivamente). No entanto, na fase
folicular, j& apresenta efeitos opostos sobre a transcrigdo génica dos recetores, estimulando a expressao
de ALKS5 (Fig. 3, B2, p<0.01, p<0.05, p<0.05, respetivamente) e inibindo a expressdo de TGFRII (Fig.
3, Al, p<0.05, p<0.01, p<0.1, respetivamente). Esse efeito também é demonstrado, por uma alteracéo

do racio, aumentando-o, em todas as concentracdes (Fig. 6, 0.05, p<0.001, p<0.01, respetivamente).
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4.2. Recetores do Nodal: ALK4 e ALK7

O objetivo da avaliacdo do mRNA de ALK4 e ALK7 foi para compreender se o Nodal possui efeito sobre
a expressdo génica dos seus proprios recetores. Apesar de ser necessario o recetor ActRIIA ou ActliB
para completar a sinalizagdo e activar o0 Smad2/3 (Yeo & Whitman, 2001; Reissmann et al., 2001,
Kumar et al., 2001; Shen, 2007), estes recetores ndao foram avaliados embora também possam interagir
com outros ligandos da familia do TGFp, (i.e., 0 BMP6/7, o0 GDF8/11, etc.), (de Caestecker, 2004).
Contudo, na nossa andlise teremos em conta como as alterages no recetor ALK4 ou recetor ALK7,
podem influenciar a sinalizacdo da Activina A, B ou AB (Tsuchida et al., 2004; Bernard et al., 2006),
por estas também desempenharem um papel no endométrio (Mylonas et al., 2004) e na fibrose
(Myllarniemi et al., 2014).

A expressdo genica de ALK7 é bastante reduzida no endométrio equino, tendo sido dificil obter dados
viaveis sobre a expressdo deste recetor. Por esse motivo, os dados foram agrupados, sendo apenas
possivel separa-los de acordo com a fase do ciclo éstrico, mas ndo de acordo com a classificacdo de

Kenney.

4.2.1. A variacdo na expressdo génica dos recetores ALK4 e ALK7, no endométrio equino, de
acordo com a fase do ciclo e com a evolucdo da fibrose

A comparacao da expressao génica dos recetores ALK4 e ALK7 no endométrio equino, foi realizada no
grupo de controlo de forma a obter informacBes sobre a sua variacdo de acordo com a fase do ciclo
éstrico e com o grau de fibrose, cujos resultados estdo apresentados na Fig. 7. Nesta podemos observar
a expressao de ALK4 e ALK7, em que a expressao de ambos é maior na fase folicular que na fase lutea
(Fig. 7, Al, p<0.01; B, p<0.0001, respetivamente). A transcri¢do génica, entre endométrios de categoria
I/l1A e endométrios de categoria 11B/111, s6 foi avaliada em relacdo ao recetor ALK4, no qual ndo se
observa diferenca significativa (Fig. 7, Al, p>0.05). Foi feita a comparagéo entre 0s subgrupos, e a
expressdo na fase folicular foi superior que na fase lutea, independentemente do grau de endometrose
(Fig. 7, A2, p<0.05, em ambas as categorias I/llA e 11B/I11). Contudo, quando se compara a expressao
entre endométrios de categorias diferentes, na fase litea observa-se que a expressao esta reduzida em

endométrios de categorias 11B/Il1, relativamente a endométrios de categoria I/l1A (Fig. 7, A2, p<0.05).
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Figura 7. Comparacdo da expressdo de mRNA de ALK4 e ALK7, no endométrio equino, no grupo de
controlo, entre fases do ciclo diferentes, considerando a classificagdo de Kenney dos endométrios. Os dados
foram comparados utilizando unidades arbitrarias (U.A.). Comparacédo da expressdo entre fases do ciclo éstrico
(F- Fase Folicular, L-Fase Lutea) e entre endométrios de categoria I/IIA com I1B/111: A1) em relagdo a expressao
de mRNA de ALK4, e B) em relacdo a expressao de MRNA de ALK7. Comparac¢do entre subgrupos, considerando
a fase do ciclo éstrico juntamente com a classificacdo de Kenney dos endomeétrios: A2) em relacdo a expressao de
MRNA de ALK4. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As
barras representam mediaxDP. A significAncia estatistica é representada por asteriscos (*=p<0.05; **=p<0.01;
****=p<0.0001) e por letras para comparar a expressdo, ilustrada no gréfico A2, na fase folicular, da categoria
I/IIA com a categoria IIB/III (“a”) e na fase lutea, da categoria I/IIA com categoria IIB/III (“x” com “z”=p<0.05).

Por fim, quando comparamos a expressdo dos recetores entre eles, observamos que a expressdo de ALK4

é sempre superior a de ALK7, independentemente da fase do ciclo éstrico (Fig. 8, p<0.0001, em ambas).
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Figura 8. Comparacéo da expressdo de mRNA de ALK4 com a expressdo de mRNA de ALK7, no endométrio
equino, ndo tratado, durante as diferentes fases do ciclo éstrico, independentemente da classificacdo de
Kenney. Os dados foram normalizados com o0 gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras
representam médiatDP. A significAncia estatistica é representada por asteriscos (****=p<0.0001). F- Fase
Folicular, L — Fase Lutea.
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4.2.2. Efeito dos tratamentos com Nodal, TNFa e ocitocina, no endométrio equino, sobre a
expressdo de mRNA dos recetores.

A avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a transcricdo génica dos recetores ALK4 e ALK7 estd
representada na Fig. 9. No que concerne a expressao génica de ALK4, em endométrios de categoria
I/l1A, na fase folicular, o Nodal tem efeito inibidor na concentragdo de 1ng/mL ou estimulador na
concentragdo de 10ng/mL (Fig. 9, Al, p<0.05, para ambas). Enquanto que, na fase litea, o Nodal tem
efeito inibidor em todas as concentracgdes (Fig. 9, A2, 0.1ng/mL: p<0.05; 1ng/mL: p<0.01; 10ng/mL:
p<0.01). Em endométrios de categoria 11B/I11, na fase folicular, o Nodal é inibidor nas concentracdes de
0.1 ng/mL e Ing/mL (Fig. 9, Al, p<0.01 e p<0.05, respetivamente) e na fase lutea (A2) € estimulador a
0.1ng/mL (Fig. 9, A2, p<0.001) assim como a 1 e a 10ng/mL (Fig. 9, A2, p<0.05, para ambas). Em
termos percentuais, o efeito inibidor do Nodal a 1ng/mL, na fase folicular é igual entre endométrios do
tipo I/11A com endométrios do tipo I1B/111 (Fig. 9, A1, p>0.05).
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Figura 9. Quantificaco relativa da expressdo de mRNA de ALK4 e ALK7, em endométrio equino, durante
as diferentes fases do ciclo éstrico, considerando a classificacdo de Kenney. Os graficos representam a
quantificacdo da expresséo, relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). A expresséo de
MRNA de ALK4 é representada nos graficos Al) na fase folicular, e A2) na fase lutea, em ambos, os endométrios
foram agrupados de acordo com a classificacdo de Kenney (I/11A ou I1B/I11). A expressdo de mMRNA de ALK7 é
representada pelos gréaficos B1) na fase folicular e em B2) na fase lGtea, em ambos os endométrios estdo agrupados
independentemente da classificacdo de Kenney. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou
gene constitutivo MRPL32. As barras representam médiatDP. A significancia estatistica é representada por
asteriscos quando em relacdo a categorias diferentes (* =p<0.05; **= p<0.01; ***=p<0.001); e por letras, quando
em relagdo ao controlo, em endométrios de categoria I/IIA representado por “a” e em endométrios de categoria
IIB/I por “k” em que p<0.05= “b” ou “1”; p<0.01=“c” ou “m”; p<0.001="d” ou “n”’; p<0.0001= “€” ou “o0”.

A expressdo de mRNA de ALK7 ndo sofre alteragdes com a incubagéo dos explantes com Nodal na fase
folicular (Fig. 9, B1) mas sim na fase lutea, na qual o Nodal estimula em todas as concentragdes (Fig.
9, B2, 0.1ng/mL:p<0.001; 1ng/mL:p<0.01; 10ng/mL:p<0.01).
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O TNFa tem uma accéo inibidora na fase folicular, tanto na expressédo de ALK4, em ambos os tipos de
endomeétrio (Fig. 9, Al, p<0.05 para ambos) como na expressdo de ALK7 (Fig. 9, B1, p<0.001). Na fase
lutea, o TNFa tem efeito oposto sendo estimulador da expressédo do ALK7 (Fig. 9, B2, p<0.0001). A
ocitocina exerce também um efeito sobre a expressdo génica dos recetores. Em relagdo a expressdo do
ALKA4, na fase folicular, a ocitocina ndo apresenta diferencas estatisticamente significativas (Fig. 9, A1,
p>0.05), mas observa-se uma diferenca entre os efeitos sobre os endométrios de categoria I/I1A em
relagdo aos de categoria 1B/l (Fig. 9, Al, p<0.01). Na fase lutea, a ocitocina inibe a expressao de
ALK4 em endométrios do tipo I/l1A (Fig. 9, A2, p<0.01). Em relagéo a expressao de ALK?7, a ocitocina
desencadeia um efeito semelhante ao do TNFa, sendo inibidora na fase folicular e estimuladora na fase
lutea (Fig. 9, B1, p<0.0001; B2, p<0.001).

4.2.3. Comparagao entre os efeitos do Nodal, nas diferentes concentragdes.

O efeito do Nodal sobre a expressdo de ALK4, em endométrios de categoria I/IlA é maioritariamente
inibidor, o qual é comparado entre si e entre as diferentes concentragdes na Fig. 10. Na fase lutea foi
observado que o Nodal tem um efeito inibidor, o qual parece ser proporcional a concentracao, i.e., 0
efeito inibidor do Nodal a 10ng/mL é maior que o de Nodal a 0.1 ng/mL ou a 1ng/mL (Fig. 10, Al,
p<0.01, para ambas) e o de Nodal a 1ng/mL ¢é maior que o de Nodal a 0.1 ng/mL (Fig. 10, Al, p<0.01).
Relativamente ao efeito inibidor entre fases do ciclo éstrico que é observado a 1ng/mL, este ndo

apresenta diferencas entre si (Fig. 10, AL, p>0.05).
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Figura 10. Comparacéo da expressdo de mMRNA de ALK4, no endométrio equino, sob o efeito de diferentes
concentracdes de Nodal, considerando a classificacdo de Kenney dos endométrios, e a fase do ciclo éstrico.
Os dados representam a quantificacéo relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). Al)
Representa a expressdo em endométrios de categoria I/llA, de acordo com cada fase do ciclo éstrico; A2)
Representa a expressao em endométrios de categoria I1B/I11, de acordo com cada fase do ciclo éstrico. Os dados
foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam
média+DP. A significancia estatistica é representada por letras (Fase Folicular — “r”” com “s” = p<0.05 ¢ “r” com
“t”=p<0.001; Fase Lutea — “h” com “i”=p<0.01 e “i” com “]”=p<0.01). As setas representam 0 efeito do tratamento
ja demonstrado em gréficos anteriores /M- estimulador e \ -inibidor.

Em endométrios de categoria I1B/I11, o efeito do Nodal foi oposto entre as fases do ciclo éstrico. Na fase
folicular teve um efeito inibidor nas concentracbes menores (0.1 e 1 ng/mL), o qual foi igual entre si
(Fig. 10, A2, p>0.05).

Na fase lutea, o Nodal teve efeito estimulador, o qual foi maior na concentragdo de 0.1ng/mL que na
concentracdo de 1 ou 10ng/mL (Fig. 10, A2, p<0.01, para ambas).
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Em relacdo ao efeito estimulador do Nodal sobre a expressdo de mRNA do ALK?7, este também se
apresentou maior a 0.1 ng/mL em relacéo ao Nodal a 1 ng/mL e a 10ng/mL (Fig. 11, p<0.05 e p<0.0001,
respetivamente), enquanto que entre o efeito do Nodal a 1 e a 10ng/mL, j& ndo houve diferencas (Fig.
11, p>0.05).

[1 Fase Folicular-Todas as Categorias
[] Fase LGtea- Todas as Categorias

MRNA ALK7 (% controlo)

Figura 11. Comparagdo da expressdo de mRNA de ALK?7, no endométrio equino, sob o efeito de diferentes
concentracdes de Nodal, considerando apenas a fase do ciclo éstrico. Os dados representam a quantificagdo
relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). Os dados foram normalizados com o gene de
housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam médiatDP. A significancia estatistica é
representada por letras (Fase Folicular — “r’; Fase Liitea — “h” com “i”’=p<0.05 e “h” com “j”=p<0.0001). As setas
representam o efeito do tratamento ja demonstrado em gréaficos anteriores /- estimulador e N -inibidor.

Resumidamente, o Nodal actua na transcricdo génica dos seus recetores ALK4 e ALK7, embora seja
principalmente inibidor da expressdo do ALK4 enquanto que é estimulador da expressdo do ALK7. O
seu efeito é concentracdo-dependente, variando também com a fase do ciclo éstrico e com o grau de
endometrose. Concretamente, em endométrio relativamente saudaveis (I/lIA), na concentra¢do de
1ng/mL, o Nodal inibe a expressdo de ALK4, na fase folicular de igual forma a sua ac¢do na fase lutea
(Fig. 10, Al, p>0.05). Neste tipo de endométrios (I/l1A), na fase litea, o seu efeito inibidor é
proporcional a concentracdo (Fig. 10, Al, p<0.01, em todas as comparagdes entre concentracdes).
Também tem efeito inibidor da transcricdo genica de ALK4 em endométrios de categoria 11B/I11, na fase
folicular (Fig. 9, Al, 0.1ng/mL: p<0.01; 1ng/mL: p<0.05). No entanto, também pode estimular a
expressdo deste recetor (ALK4), na fase folicular, em endométrios de categoria I/l1A (10ng/mL; Fig. 9,
Al, p<0.05) assim como na fase lutea, em endométrios de categoria 1B/l (Fig. 9, A2, 0.1ng/mL.:
p<0.001; 1 e 10ng/mL.: p<0.05). O seu efeito estimulador, que ocorre na fase lGtea sobre a expressdo de
ALK7, em todos os endométrios, e ALK4, em endométrios do tipo IIB/Ill, é maior em ambos, na
concentragdo de 0.1ng/mL, comparativamente as outras concentragdes testadas (ALK7: Fig. 11,
0.1ng/mL-1ng/mL: p<0.05; 0.1ng/mL-10ng/mL: p<0.0001; ALK4: Fig. 10, p<0.01 para ambas).
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4.3.  Prostaglandinas: recetores da PGE; e medicdo da PGE: e da PGF;,

Neste trabalho avalidmos a transcricdo génica dos recetores da PGE,, 0 EP2 e 0 EP4, no endométrio
equino, porque, na reproducdo a fungdo da PGE: é sinalizada indispensavelmente pelo EP2 (Arosh et
al., 2003), o qual também é o principal recetor com fungdes anti-fibréticas (White et al., 2008; Huang
et al., 2009; Bozyk & Moore, 2011; Garrison et al., 2013). Decidimos avaliar o EP4 pela proximidade
no mecanismo de transducdo de sinal, i.e., pela activagdo de CAMP (Sugimoto & Narumiya, 2007) e
pela relacdo também com doencas fibréticas (Mezzano et al., 2001; Vukicevic et al., 2006; Boor, 2012;
Mohamed et al., 2013; Nasrallah et al., 2014). Realizdmos também a medi¢do das PGs, devido ao papel
antifibrético da PGE: e pré-fibrético da PGF», (Oga et al., 2009; Olman et al., 2009).

4.3.1. Avariacdo naexpressdo génica dos recetores EP2 e EP4, no endométrio equino, de acordo
com a fase do ciclo e com a evolucéo da fibrose

Em amostras ndo tratadas, a expressdo de mMRNA de EP2 ndo varia com a fase do ciclo éstrico, enquanto
que a expressao de mMRNA de EP4 é maior na fase folicular que na fase lutea (Fig. 12, Al, p>0.05; B1,
p<0.01, respetivamente). Considerando as diferencas entre endométrios com graus de endometrose
diferentes, a expressdo génica de EP2 é menor em endométrios de categoria I/IlA comparativamente
aos de categoria 1IB/Ill, mas a expressao de EP4 ja ndo variou (Fig. 12, Al, p<0.05; B1, p>0.05,
respetivamente). Foi feita a separacdo nos respetivos subgrupos, e em endométrios de categoria I/I1A ou
em endométrios de categoria I1B/Il1, a expressao de mMRNA de EP2, confirmamos gque néo varia com a
fase do ciclo éstrico (Fig. 12, A2, p>0.05), e surpreendentemente, também ndo variou entre categorias
diferentes, na fase folicular (A2, p>0.05) nem na fase ldtea (Fig. 12, A2, p>0.05 e p=0.06,

respetivamente).

Em relacdo a expressdo génica de EP4, observamos que, em endométrios de categoria I/I1A, ndo ha
diferencas entre a expressao na fase folicular e na fase latea (Fig. 12, B2, p>0.05). Mas, em endomeétrios
de categoria I1B/1ll, ja obtemos diferencas, sendo a expressdo maior na fase folicular que na fase litea
(Fig. 12, B2, p<0.0001). Também, feita a comparacdo entre endométrios de categorias diferentes,
observa-se gque a expressao na fase folicular, esta aumentada em endométrios de categoria 11B/Ill em
relagdo aos de categoria I/l A enquanto que, na fase lGtea, a expressao esta reduzida em endométrios de
categoria 11B/I1l, comparativamente (Fig. 12, B2, p<0.05 e p<0.01, respetivamente). Esta variacdo
contraria entre as duas fases do ciclo éstrico ndo salienta a importancia de considerar ambos os fatores

(fase do ciclo éstrico e grau de endometrose), na anélise da variagéo da expresséo génica.
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Figura 12. Comparacéao da expressao de mRNA de EP2 e EP4, no endométrio equino, no grupo de controlo,
entre fases do ciclo diferentes, considerando a classificacdo de Kenney. Os dados sdo comparados utilizando
unidades arbitrarias (U.A.). A comparacdo da expressdo entre fases do ciclo éstrico e entre endométrios de
categoria I/l1A com 1I1B/I11 é feita em: Al) emrelaca o a expressdo de mMRNA de EP2 e B1) em relagdo a expressao
de mRNA de EP4. A comparacdo entre subgrupos, considerando a fase do ciclo éstrico juntamente com a
classificacdo de Kenney dos endométrios é feita em: A2) em relacdo a expressao de mRNA de EP2 e B2) mrelagdo
a expressdo de MRNA de EP4. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo
MRPL32. As barras representam mediaxDP. A significancia estatistica é representada por asteriscos (*=p<0.05;
**=p<0.01; ****=p<0.0001) e por letras para comparar a expressdo, ilustrada no grafico B2, na fase folicular, da
categoria I/lIA com a categoria I1B/I1l (a, b=p<0.05) e na fase lUtea, da categoria I/lIA com categoria 11B/1lI
(x,z=p<0.01). F- Fase Folicular, L — Fase Lutea.

No endométrio equino, independentemente da fase do ciclo éstrico (Fig. 13, p<0.0001, para ambas as
fases) ou do grau de endometrose (Fig. 13, p<0.0001, para ambas as categorias), a expressao génica de

EP2 é sempre superior a de EP4.
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Figura 13. Comparacao da expressdo de mRNA de EP2 com a expressdo de mRNA de EP4, no endométrio
equino, ndo tratado, durante as diferentes fases do ciclo éstrico, independentemente da classificagdo de
Kenney. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras
representam médiatDP. A significAncia estatistica é representada por asteriscos (****=p<0.0001). F- Fase
Folicular, L — Fase Lutea.
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4.3.2. Efeito dos tratamentos com Nodal, TNFa e ocitocina, no endométrio equino, sobre a
expressdo de mRNA dos recetores.

Na fase folicular, em endométrios de categoria I/IIA, o Nodal (1 e 10ng/mL) tem um papel
maioritariamente inibitdrio sobre a expressdo de mMRNA de EP2, tanto na fase folicular (Fig. 14, Al,
p<0.05, para ambas) como na fase lutea (Fig. 14, A2, p<0.05, para ambas).
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Figura 14. Quantificacdo relativa da expressao de mRNA de EP2 e EP4, em endométrio equino, durante as
diferentes fases do ciclo éstrico, considerando a classificacdo de Kenney. Os graficos representam a
quantificacdo da expressao, relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). A expressdo de
MRNA de EP2 é representada nos graficos Al) na fase folicular, e A2) na fase IGtea, em ambos, 0s endométrios
foram agrupados de acordo com a classificagdo de Kenney (I/11A ou II1B/I11). A expressdao de mRNA de EP4 ¢
representada pelos gréaficos B1) na fase folicular e em B2) na fase lGtea, em ambos os endométrios estdo agrupados
de acordo com a classificacdo de Kenney. Os dados foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene
constitutivo MRPL32. As barras representam médiaxDP. A significancia estatistica é representada por asteriscos
quando em relacdo a categorias diferentes (* =p<0.05; **= p<0.01; ***=p<0.001); e por letras, quando em relagéo
ao controlo, em endométrios de categoria I/IIA representado por “a” e em endométrios de categoria IIB/III por “k”
em que p<0.05=“b” ou “1”; p<0.01=“c” ou “m”; p<0.001="d” ou “n”.

No entanto, na concentragdo menor (0.1ng/mL) apresenta uma funcéo oposta, estimulando a transcri¢do
de EP2 na fase folicular (Fig. 14, Al, p<0.01). Em endométrios de categoria I1B/Ill, na fase folicular, o
Nodal estimula a expressdo numa concentracdo superior (1ng/mL), em relacdo a endométrios do tipo
I/IIA (Fig. 14, A2, p<0.05) e mantém a funcdo inibitdria na concentracdo de 10ng/mL (Fig. 14, Al,
p<0.01). Na fase latea, em endométrios do tipo I1B/I1l, o Nodal é inibitorio a todas as concentracoes
(Fig. 14, A2; 0.1,1 e 10ng/mL.: p<0.05). O efeito inibitério do Nodal sobre a expressdo génica de EP2
entre endomeétrios de categorias diferentes, € igual, na fase folicular na concentracdo de 10ng/mL e na
fase lGtea na concentragdo de 1ng/mL (Fig. 14, Al, p>0.05; A2, p>0.05), mas na concentracdo de

10ng/mL, ja é maior em endométrios do tipo I1B/Il1 (Fig. 14, A2, p<0.01).
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Analisando as varia¢des na expressdo genica de EP4, em endométrios do tipo I/I1A, semelhante ao que
ocorre com a expresséo de EP2, o Nodal inibe a expresséo na fase folicular a 1 e a 10ng/mL (Fig. 14,
B1, p<0.05, para ambas) e na fase lutea a 1ng/mL (Fig. 14, B2, p<0.01). O efeito estimulador do Nodal
a 0.1ng/mL, observado sobre a expressdo de EP2, na fase folicular (Fig. 14, Al, p<0.01), ocorre sobre
a expressdo de EP4 na fase lutea (Fig. 14, B2, p<0.01). Em endométrios de categoria I1B/111, similar ao
efeito sobre a expressao de EP2, o Nodal é estimulador na concentragdo de 1ng/mL, na fase folicular
(Fig. 14, B1, p<0.05) e inibidor na fase litea, em todas as concentra¢@es (Fig. 14, B2; 0.1: p<0.01, 1 e
10ng/mL: p<0.05). Contrariamente ao efeito sobre a expressdo de EP2, o Nodal a 10ng/mL estimula a
expressdo de mRNA de EP4 (Fig. 14, B1, p<0.05). O efeito inibitério de Nodal a 1ng/mL, na fase lutea,
é semelhante entre endométrios de categorias diferentes (Fig. 14, B2, p>0.05).

Em relacdo ao efeito do tratamento com TNFa, sobre a expressdao dos recetores EP2 e EP4, em
endométrios de categoria I/I1A, este teve efeitos semelhantes, inibindo a expressdo de EP2 na fase lutea,
e a de EP4, na fase folicular (Fig. 14, A2, p<0.05; B1, p<0.01, respetivamente). Em endométrios de
categoria IIB/III, o TNFa inibiu a expressdo de mMRNA de EP2 em ambas as fases do ciclo éstrico (Fig.
14; Al, p<0.05; A2, p<0.05). O efeito da ocitocina, foi oposto ao do TNFa, em endométrios de categoria
I/IIA, estimulando a expressdo de EP2, na fase folicular, e a de EP4, na fase lutea (Fig. 14; Al, p<0.01;
B2, p<0.001, respetivamente). Em endométrios de categoria IIB/Il1, a ocitocina inibe a expressdo de
EP2 na fase lutea (Fig. 14, A2, p<0.05), e a de EP4, em ambas (Fig. 14; B1, p<0.05, B2, p<0.05), mas
estimula a expressdo de EP2, na fase folicular (Fig. 14, Al, p<0.05).

4.3.3. Comparacao entre os efeitos do Nodal, nas diferentes concentraces.

Em endomeétrios com ligeiro grau de fibrose (I/11A), observa-se que o efeito inibidor do Nodal sobre a
expressdo de mRNA de EP2 é igual entre as concentracdes de 1 e 10ng/mL independentemente da fase
do ciclo éstrico (Fig. 15, AL, p>0.05).

No entanto, em endométrios com maior grau de fibrose (11B/111), o efeito inibidor, na fase lutea, é maior
na concentracdo de 10ng/mL, comparativamente a concentracdo de 0.1 ng/mL (Fig. 15, A2, p<0.05), e
maior, em relacdo ao efeito inibidor na fase folicular e na mesma concentragdo (10ng/mL; Fig. 15, A2,
p<0.05).
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Figura 15. Comparacao da expressdao de mRNA de EP2, no endométrio equino, sob o efeito de diferentes
concentracdes de Nodal, considerando a classificagcdo de Kenney dos endométrios, e a fase do ciclo éstrico.
Os dados representam a quantificacdo relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). Al)
Representa a expressdo em endométrios de categoria I/IIA, de acordo com cada fase do ciclo éstrico; A2)
Representa a expressao em endomeétrios de categoria 11B/I11, de acordo com cada fase do ciclo éstrico. Os dados
foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam
média+DP. A significancia estatistica é representada por letras (Fase Folicular — “r” com “s” = p<0.01 e “r” com
“t”=p<0.001; Fase Lutea — “h” com “i”=p<0.05). As setas representam 0 efeito do tratamento ja demonstrado em
graficos anteriores - estimulador e ¥ -inibidor.

O efeito inibidor do Nodal, sobre a expressdo de EP4, em endométrios do tipo I/lIA, é igual na
concentracdo de 1ng/mL, entre fases do ciclo éstrico (Fig. 16, Al, p>0.05) e igual ao efeito na
concentracao de 10ng/mL, na fase folicular (Fig. 16, A1, p>0.05). O efeito estimulador, em endométrios
do tipo I1B/I11, também € igual entre a concentra¢do de 1ng/mL com a de 10ng/mL (Fig. 16, A2, p<0.05).
No entanto, contrario ao que ocorre sobre a expressdo de mMRNA de EP2, o efeito inibidor, na fase lUtea,

é maior na concentracao de 0.1ng/mL, comparativamente a de 10ng/mL (Fig. 16, A2, p<0.05).
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Figura 16. Compara(;éo da expressdo de mRNA de EP4, no endométrio equino, sob o efeito de diferentes
concentracdes de Nodal, considerando a classificacdo de Kenney dos endomeétrios, e a fase do ciclo éstrico.
Os dados representam a quantificacéo relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). Al)
Representa a expressdo em endométrios de categoria I/llA, de acordo com cada fase do ciclo éstrico; A2)
Representa a expressao em endométrios de categoria I1B/I111, de acordo com cada fase do ciclo éstrico. Os dados
foram normalizados com o gene de housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam
média+DP. A significancia estatistica é representada por letras (Fase Folicular — “r”” com “s” = p<0.05 ¢ “r” com
“t”=p<0.01; Fase LUtea — “h” com “i”=p<0.05). As setas representam o efeito do tratamento ja demonstrado em
graficos anteriores /- estimulador e \ -inibidor.
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4.3.4. Medic&o das Prostaglandinas E; e Fyq

A medic&o das prostaglandinas foi realizada antes de se obter a classificagdo dos endométrios, de acordo
com Kenney, e devido a uma limitacdo do kit ELISA utilizado, houve a necessidade de reduzir o nimero
de amostras de cada fase, resultando numa representacdo do grupo folicular por endométrios de
categoria I/11A e do grupo lateo por endométrios de categoria 11B/1Il. Tendo isso em conta, pareceu
correto realizar apenas a quantificacao relativamente ao controlo e comparar apenas na mesma fase, e,
portanto, na mesma categoria, o efeito dos diferentes tratamentos (Fig. 17). Assim, observa-se que, na
fase folicular, o Nodal a 0.1ng/mL consegue aumentar a producdo de PGE; e PGF,,, enquanto que na
concentracdo de 1ng/mL causa uma diminuicdo da producdo de PGE; (Fig. 17, A, p<0.05, para ambas).
O efeito do Nodal na concentragdo menor (0.1ng/mL) repete-se na fase litea (Fig. 17, B; PGE2: p<0.05,
PGF,: p<0.01), acrescentando que na concentra¢do maior (10ng/mL) causa um aumento da producao
de PGFy, (Fig. 17, B, p<0.01). Em relagéo aos tratamentos com TNFa e ocitocina, estes funcionaram
como controlos positivos para a PGE; em ambas as fases do ciclo (Fig. 17, A, p<0.001 e p<0.05,
respetivamente; B, p<0.05 para ambos), mas apenas o TNFa estimulou a PGF,, (Fig. 17, A, p<0.05; B,
p<0.001). Concretamente, o TNFo, conseguiu exercer um efeito mias pronunciado sobre a PGE; na fase
folicular e sobre a PGF,, na fase latea (Fig. 17, A, p<0.05; B, p<0.05, respetivamente). Acrescenta-se
que o efeito do Nodal a 0.1ng/mL sobre a PGF,,, na fase lGtea, ndo foi considerado estatisticamente
diferente ao do Nodal a 10ng/mL (Fig. 17, B, p=0.06).
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Figura 17. Medi¢do da producdo de PGE: e PGF2. pelo endométrio equino nas diferentes fases do ciclo
éstrico. Os gréficos representam a medi¢do da produgdo, relativamente ao controlo de cada grupo representado
(% controlo). A) Fase Folicular; B) Fase Lutea. As barras representam a médiaxDP. A significancia estatistica é
representada por asteriscos quando comparando o efeito entre a produgdo de PGE; com PGF;, (* =p<0.05; **=
p<0.01); e por letras, quando em relagéo ao controlo, na medi¢do da PGE, ¢é representado por “a” e, na medigdo
da PGF,,, é representado por “k” em que p<0.05=“b” ou “1”; p<0.01= “c” ou “m”; p<0.001="d” ou “n”.

Resumidamente, em endométrios relativamente saudaveis (I/11A), o Nodal é maioritariamente inibidor
da expressdo génica de ambos os recetores EP2 e EP4, independentemente da fase do ciclo éstrico, nas
concentragdes de 1 e 10 ng/mL, e de igual forma entre elas (fFg. 15, Al, p>0.05; Fig. 16, Al, p>0.05,

respetivamente).
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Contudo, o Nodal também pode ser estimulador, em endométrios do tipo I/I1A, na concentragcdo menor
(0.1ng/mL), sobre a expressdo de mRNA de EP2 (Fig. 12, Al, p<0.01), na fase folicular, e sobre a
expressdo de mRNA de EP4 (Fig. 12, B2, p<0.01), na fase lutea. Estes efeitos do Nodal, inibidor a
Ing/mL e estimulador a 0.1ng/mL, coincidem, na fase folicular, com a inibi¢do da produgéo de PGE,,
na mesma concentracdo (1ng/mL), e com a estimulacdo da mesma, na concentracdo de 0.1ng/mL (Fig.
17, p<0.05 para ambas). Em endométrios do tipo I1B/Ill, na fase folicular, a expressdo de mRNA de
EP2 e de EP4 ndo é afectada pela concentragdo de 0.1ng/mL, mas € estimulada na concentracdo de
Ing/mL (Fig. 12, EP2: Al, p<0.05; EP4: B1, p<0.05), e, ainda, na concentrac¢do de 10ng/mL (Fig. 12,
EP4: B1, p<0.05). O efeito do Nodal é semelhante entre fases do ciclo éstrico, havendo respostas
dependentes da concentracdo, na fase lutea, em endométrios do tipo I1B/Ill, quando o Nodal na
concentracdo de 10ng/mL inibe mais que a 0.1ng/mL, a expressdo de EP2 (Fig. 15, A2, p<0.05),
enquanto que o inverso ocorre com EP4 (Fig. 16, A2, p<0.05). E também nesta fase (FL) que o Nodal
consegue estimular a producéo de PGF»,, nas concentragdes de 0.1 e 10ng/mL (Fig. 17, B, p<0.05 para

ambas).
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5. Discussao

5.1.  Expressdo dos recetores TGFRII e ALK5 no endométrio equino

O TGFP1 esta presente em células epiteliais ¢ do estroma do endométrio humano (Kim et al., 2005;
Jones et al., 2006; Chevronnay et al., 2008), e foi recentemente demonstrado no endométrio equino
(Cardoso et al., 2016). No nosso estudo, a expressdo do recetor TGFRII ndo apresenta variagdes entre
ambas as fases do ciclo éstrico, em endométrios relativamente normais (i.e., endométrios de categoria
I/llA). Em endométrios com um grau elevado de fibrose (i.e., endométrios de categoria 11B/IIl),
verificou-se um aumento da expressdo na fase folicular em relacdo a fase lutea. Em relacdo ao ALKS5,
apenas podemos observar que a expressao € contraria a do TGFRII em endométrios de categoria 11B/111,
sendo a expressdo maior na fase lutea que na fase folicular. Um estudo realizado no endométrio humano,
também obteve pouca variagdo entre a expressdo de mMRNA de ambos os recetores na fase folicular
comparativamente a fase lGtea (Chevronnay et al., 2008). A expressdo de TGFB1 ¢ TGFB2 também néo
apresenta variacOes durante o ciclo menstrual, no endométrio humano (Jones et al., 2006). Os efeitos
dos tratamentos utilizados neste trabalho, considerando apenas a sua acc¢ao estimuladora ou inibidora,
sobre a expressdo génica de TGFRII também foram independentes da fase do ciclo éstrico, variando

apenas entre endométrios de categorias diferentes (I/11A versus 11B/III).

5.1.1. Expressdo dos recetores no decurso da endometrose e como sao expressos houtros modelos
de doencas fibréticas

No endométrio equino, que seja do conhecimento do autor, ndo ha estudos comparativos ou quantitativos
sobre a expressdo dos recetores, entre endométrios de diferentes graus de fibrose. Contudo, existe um
estudo que determinou um aumento proporcional do TGFB1, no endométrio equino, em relagdo as
categorias de Kenney (Ganjam & Evans, 2006). Recentemente, também foi reportada a sua presenca em
endométrios de éguas com endometrose, pela imunolocalizagdo do TGFB1, do ALK5 e do TGFRII
(Cardoso et al., 2016). Nesse estudo, houve maior intensidade na marcagido de TGFB1 e do ALK5 nas
glandulas dilatadas ou em glandulas em focos fibréticos, em relacdo ao epitélio glandular inalterado
(Cardoso et al., 2016). Considerando a necessidade do complexo de sinalizagdo TGFB1-TGFRII-ALKS
para activar o0 Smad2 ou Smad3 e assim causar a expressao de genes associados com a fibrose (Leask
& Abraham, 2004; Denton et al., 2003, 2005; Verrecchia & Mauviel, 2007), em varios modelos de
doengas fibroticas houve maior expressdo de ambos os recetores (Bobik et al., 1999; revisto por
Verrecchia & Mauviel, 2007 e por Pohlers et al., 2009). No nosso estudo, também obtivémos maior
expressdo dos recetores TGFRII e ALK5 em endométrios com endometrose (11B/111), comparativamente
aos endométrios mais saudaveis (I/11A), sendo consistente com esses estudos, uma vez que a

endometrose € também uma doenca fibrotica (Kenney, 1978; Hoffmann et al., 2009a).
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A nossa hipotese tedrica era que o Nodal podia influenciar a sinalizagao a favor da progresséao da fibrose.
Considerando que o Nodal, na fase folicular, estimula a expressdo génica de TGFRII, em todas as
concentracgdes, e de TGFRII e ALKS5, na fase lUtea, é possivel que o Nodal participe na indugéo da fibrose
por causar a sobre-expressdo dos recetores do TGFEB1. O efeito inibidor, em endométrios com
endometrose (11B/111) poderé estar relacionado com um mecanismo regulatorio. A expressdo de mRNA
de ALKS5 é maior na fase litea que na fase folicular, neste tipo de endométrios (11B/111). No entanto, o
efeito do Nodal sobre a transcricdo génica deste recetor (ALKS), é contréria, estimulando-a na fase
folicular e inibindo-a na fase lGtea. Possivelmente, 0 mecanismo regulatério que actua sobre a expressao
de TGFRII, o qual ndo apresenta diferencas entre as fases do ciclo éstrico, em endométrios com fibrose
(1B/111), s6 se activa ap6s um limiar de expressao de recetores, e como a expressdo do ALK5 nesta fase

é inferior, 0 Nodal conserva o seu papel estimulador.

5.1.2. Alteracdo do racio de mRNA ALK5:TGFRII pelo Nodal e a sua relagdo com a progressao
da fibrose

Um outro possivel mecanismo, através do qual o Nodal possa ter accao profibrética, é na desregulacédo
em si, dos recetores, i.e., do equilibrio entre ALK5 e TGFRII. A expressdao de mRNA de TGFRII foi
superior a de ALK5 independentemente da fase do ciclo éstrico, cujo resultado foi coincidente com o
dum estudo em endométrio humano, que sugere que 0 ALK5 possa ser limitante a sinalizagdo do TGF1
(Chevronnay et al., 2008). No entanto, no nosso estudo, foi observado que, na concentracdo de 1ng/mL,
o Nodal tinha efeitos opostos, relativamente a expresséo génica de TGFRII, em endomeétrios de categoria
I relativamente aos de categoria I1A, na fase ldtea, estimulando nos primeiros e inibindo nos segundos.
Na mesma fase, em ambos os tipos de endométrios, o0 Nodal estimulou a expressdo génica de ALKS5,
mais ainda que nas outras concentracbes. Por este motivo, foi calculado o racio de mRNA de
ALK5:TGFRII, o qual demonstrou ser elevado relativamente ao controlo, na concentracdo de 1ng/mL,
e diminuido na concentracdo de 10ng/mL. Esta alteracdo no efeito do Nodal, entre os endométrios de
categoria | e os de categoria Il1A, e considerando que € nesta categoria que surgem primeiro pegquenas
infiltracGes difusas e fibrose ligeira (Kenney, 1978; Snider et al., 2011), e ainda, o efeito oposto com a
concentragdo maior utilizada (10ng/mL), sugere fortemente que seja nesta fase inicial da endometrose,
gue se iniciam os mecanismos pré-fibroéticos, possivelmente associados com a actua¢do do Nodal na

concentragdo de 1ng/mL.

Em estudos iniciais sobre a acgdo do TGFB1, descobriram que o TGFRII é necessario para mediar os
efeitos anti-proliferativos do TGFB1 mas ndo a indugdo de sintese proteica (Chen et al., 1993).
Recorrendo a uma técnica de inibigdo da sinaliza¢do, removendo o dominio citoplasmatico do recetor
TGFRII (TBRIIAk), em células Mv1Lu, mesmo utilizando concentragdes variaveis de TGFB1, o efeito
anti-proliferativo foi completamente abolido, embora ndo tenha havido alteracdo na capacidade de
induzir PAI-1 ou fibronectina (Chen et al., 1993). Foi também demonstrado noutro estudo que células
Mv1Lu que ndo expressem o ALK5 mas apresentam niveis de expressdao normais de TGFRII, ndo

apresentam resposta ao TGFB1 (Chen et al., 1993). Esta falta de resposta é também suportada pelo o

52



uso de inibidores especificos do ALK5, em diferentes tipos de células, os quais foram eficazes a reduzir
o efeito pro-fibrotico mediado pelo TGFB (Inman et al., 2002; Denton et al., 2005; de Gouville et al.,
2005).

Mais tarde, num estudo em células vasculares, as células obtidas em lesGes, como placas de
arterosclerose, demonstraram menor expressao de TGFRIl comparativamente a células normais, e
ganharam uma maior capacidade de resposta a indugéo de proteinas pelo TGFp (McCaffrey et al., 1995).
Esta dissociagdo entre o efeito antiproliferativo e indutor de proteinas foi outra vez demonstrado em
células hepaticas, num modelo de estudo de fibrose hepatica, e, novamente, num estudo sobre a
escleroderma, em cultura de fibroblastos, em que a diminuicdo de TGFRII acompanhou-se de
diminuicdo do efeito anti-proliferativo e 0 aumento da expressdo de ALK5 com o aumento da sintese de
colagénio (Roulot et al., 1999; Pannu et al., 2004). No altimo estudo, Pannu et al., (2004) demonstraram
o efeito da alteracdo do racio ALK5:TGFRII na producdo de colagénio, em que 0 aumento da expressao
de ALKS5 correlacionou-se com o aumento de colagénio. Também conseguiram causar a sobre-expressao
de cada recetor separadamente e avaliar o seu efeito, comprovando que a inducéo de colagénio é mediada
pelo recetor ALK5 (Pannu et al., 2004). Por fim, Denton et al. (2003, 2005), estudaram a sinalizacdo do
TGFB em ratos transgénicos, com TPRITIAk, e observaram que estes ratos apresentavam fibrose
pulmonar e dermal. Realizaram cultura de fibroblastos, e comprovaram que o recetor TBRITAK, a baixos
niveis de expressdo, podera facilitar a sinalizagdo TGFB-ALKS5, enquanto que a niveis elevados ja podera
inibir (Denton et al., 2005). Neste estudo, 0s genes mais expressos, na cultura de fibroblastos, foram o
PAI-1 e 0 CTGF, e determinaram que o recetor ALK5 é o responsavel pelo fenétipo pro-fibrético
induzido por TGFp (Denton et al., 2005). Estes estudos sugerem uma dissociacdo entre o efeito anti-
proliferativo e indutor de proteinas na sinaliza¢do do TGFp. Foi demonstrado que o TBRIIAk causa uma
activacao paradoxal da sinalizagdo do TGFp1 (Bottinger et al., 1997; Roulot et al., 1999; Denton et al.,
2003, 2005).

A resisténcia de certos fibroblastos a inibicdo do TGFB1 pode estar associada com este desequilibrio
entre recetores, como foi demonstrado por McCaffrey et al., (1995), Denton et al., (2003 e 2005) e
Pannu et al., (2004). O efeito deste recetor TBRIIAk pode ser explicado pelo fendmeno em que a inibi¢ao
da sinalizacdo, estimula a expressdo de TGFRII ¢ de TGFB1 (Bottinger et al., 1997). Outro possivel
efeito pode ser o de estabilizar a sinalizacdo e diminuir a degradacdo do complexo recetor TGFRII-
ALK5 (Denton et al., 2005). Contudo, outro estudo em que utilizaram TBRIIAk ja obtiveram uma
reducdo da expressdo endogena de TGFRII (Chen et al., 1993).

Assim, pode ser que a importancia do racio ALK5:TGFRII ou o papel do recetor TBRITAK, seja variavel
de acordo com o tipo de célula, e de tecido, ou esteja relacionada com a fase de progressao da fibrose.
Por exemplo, Bobik et al. (1999) obtiveram sobre-expressdo de ambos os recetores em lesdes vasculares,
enquanto que McCaffrey et al. (1995) obtiveram diminuicdo do TGFRII e nenhuma alteracio

relativamente ao ALK5. Com estes estudos sublinha-se que a diminuicdo do TGFRII ndo é limitante a
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sinalizacdo do ALK5, provavelmente por estar geralmente mais expresso que o Gltimo (McCaffrey et al.,
1995).

Recentemente, no estudo em que foi realizada a imunomarcacdo do TGFB1 e dos seus recetores em
endométrios de éguas com endometrose, observaram que a imunomarcacdo de TGFRII era mais
esporadica comparativamente a de ALK5 e TGFp1 (Cardoso, 2015). No nosso estudo, obtivemos um
efeito particularmente diferente, na fase litea, em que em endométrios de categoria I, 0 Nodal a 1ng/mL
teve uma accdo estimuladora da expressao de TGFRII, mais ainda que a 0.1ng/mL, mas em endométrios
de categoria 1A, a sua accéo foi inibidora. Na mesma fase, e na mesma concentragao (1ng/mL) também
foi quando se obteve maior estimulacdo pelo Nodal, sobre a expressdo de mRNA de ALKS5. Portanto,
estes dados sugerem a possibilidade de existir um mecanismo que condiciona uma actuacdo diferente
do Nodal sobre a expressao destes recetores, e que, em endométrios com um ligeiro grau de endometrose
(I1A), a concentragdo de 1ng/mL torna-se favoravel para a expressdo de ALK5, mas desfavoravel para a
expressao de TGFRII, contribuindo assim para uma alteracdo do racio. Consequentemente, o Nodal
podera promover uma diminuicdo dos efeitos anti-proliferativos do TGFB1, ao mesmo tempo que
promove a sintese de ECM via ALK5 (McCaffrey et al., 1994; Denton et al., 2003, 2005; Pannu et al.,
2004).

Em relagdo ao efeito do TNFa sobre a expressdo destes recetores, em endométrios de categoria I/11A,
apenas exerce efeito estimulador na fase folicular sobre a expressdo de MRNA de TGFRII. Este efeito
foi demonstrado em fibroblastos de rato, num modelo de estudo da fibrose cardiaca, em que o TNFa
induziu a expressdo de TGFRII e do TGFB1 (Voloshenyuk et al., 2011). A capacidade indutora de
TGFB1 pelo TNFa também foi demonstrada em fibroblastos pulmonares (Sullivan et al., 2009). Foi
também, demonstrado que as ac¢des indutora e pro-fibréotica do TNFo eram reduzidas com a inibicao
do ALKS5, e que o TNFa conseguia induzir a fosforilagdo de Smad3, demonstrando a existéncia de
comunicacdo cruzada entre o TNFa e o TGFB, e o Smad3, como mediador da acgdo fibrética

(Voloshenyuk et al., 2011).
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5.2. Expressdo dos recetores ALK4 e ALK7 no endométrio equino

A expressdo do Nodal, ou mesmo da Activina, no endométrio equino, tem sido muito pouco estudada.
Trabalhos realizados no nosso laboratério demonstraram que o Nodal é expresso no endométrio equino,
nas células epiteliais, tanto glandulares como luminais, nas células do estroma e nos fibroblastos (\Volpi,
2013). No endométrio bovino, o Nodal também é expresso, havendo um aumento da expressdo génica
no estro e uma diminuicédo no diestro, sendo a expressdo do proestro intermédia (Argafaraz, et al., 2013).
Neste estudo também identificaram a expressdo do Nodal no estroma e em fibroblastos (Argafiaraz, et
al., 2013). A imunolocalizagdo do Nodal, na &rea perinuclear de células epiteliais do limen e das
glandulas endometriais ou mesmo do oviducto, demonstraram uma imunomarcagéo ligeiramente maior
durante a fase litea que durante a fase folicular (Argafaraz et al., 2013). No endométrio humano, a
expressdo de mRNA e de proteina Nodal no epitélio é estavel entre fases do ciclo menstrual, estando
fortemente expressa tanto no epitélio luminal como glandular (Torres et al., 2009; Papageorgiou et al.,
2009). No entanto, nas células do estroma a expressado de proteina Nodal ocorre apenas na fase folicular
e no inicio da fase lutea, e a diminuicdo global de mMRNA do Nodal na fase litea acompanha esta
diminuicdo da expressdo protéica no estroma, sugerindo que sejam as células do estroma as principais
produtoras de Nodal (Papageorgiou et al., 2009). No endométrio humano, o Lefty é apenas fracamente
expresso no fim da fase lUtea e durante a menstruacdo (Papageorgiou et al., 2009). A diminuicdo da
expressdo do Lefty durante a fase lutea foi previamente demonstrada por Cornet et al. (2002), tendo sido
demonstrado também que a P4 consegue inibir a expressdo génica do Lefty, em explantes endometriais

humanos.

As Activinas também sinalizam através do ALK4 e do ALK7 (de Caestecker, 2004), e tém sido
identificadas no endométrio humano (Mylonas et al., 2004). Particularmente as Activinas A
(constituidas pelas sub-unidades BA-BA), sinalizam através do ALK4, e as Activinas B (constituidas
pelas sub-unidades PB-BB) ¢ AB (constituidas pelas sub-unidades BA-BB), sinalizam pelo ALK4 e ALK7
(de Caestecker, 2004). Duma forma geral, todas as sub-unidades de inibina/activina, as quais sdo
predominantemente produzidas pelas células epiteliais, sdo expressas durante todo o ciclo menstrual,
mas apresentam um pico de expressdo no fim da fase litea. As células do estroma, sintetizam
maioritariamente as sub-unidades BA e BB, coincidente com o fim da fase lGtea, acompanhando-se de
marcacgéo reduzida da sub-unidade oA (Mylonas et al., 2004). No endométrio humano, ALK4, ActRIIA
e ActRIIB atingem o pico de expressdo no inicio da fase lUtea, predominantemente em células do estroma
ou células endoteliais (Jones et al., 2002). O Cripto, encontra-se expresso durante todo o ciclo menstrual,
com maior expressdo durante a fase lGtea, particularmente no fim da mesma (Papageorgiou et al., 2009).
Contrariamente aos estudos realizados em endométrio humano, a expressdo de ALK4 no endométrio
equino, demonstrada por imunomarcacdo, revelou uma expressdo preferencialmente em células
epiteliais em detrimento das células do estroma (\Volpi, 2013). No nosso estudo, a expressdo de mMRNA
de ALK4 foi maior na fase folicular que na fase lutea, sugerindo que a fungdo do Nodal e possivelmente
do ALK4 na sua relacdo com o Nodal e as Activinas, serd diferente no equino relativamente ao ser

humano. Estes dados vao ao encontro do que ocorre em bovinos, com aumento da expressao génica de
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Nodal durante a fase folicular, relativamente a fase lUtea (Argafiaraz et al., 2013). Por fim, no endométrio
equino, Yamanouchi et al., (1997), ndo obtiveram expressdo das sub-unidades o A nem BA, na fase litea,

muito embora este estudo tenha sido realizado apenas numa égua.

Interessantemente, no endométrio equino, no epitélio glandular inalterado, a expressao proteica de ALK7
localizava-se em zonas mais profundas das glandulas, sendo ausente ou fracamente expresso em zonas
glandulares mais préximas do limen (Volpi, 2013). Neste trabalho, a expressao de ALK7 foi maior na
fase folicular que na fase litea. No entanto, na fase lutea, o Nodal revela uma acgéo inibidora sobre a
expressao de mMRNA de ALK4, que ocorre de forma proporcional a sua concentragao, enquanto que tem
accdo estimuladora sobre a expressdo de mMRNA de ALK7 de forma inversamente proporcional. Esta
capacidade de inibir a expressdo génica de ALK4 coincide com as diferencas encontradas entre
endométrios de categoria I/IIA com endométrios de categoria 1IB/Ill, no nosso estudo, a qual esta
reduzida em endométrios com maior grau de fibrose. Sobre a expressdo génica de ALK7 ndo foi possivel
obter dados suficientes para comparar entre endométrios de categorias diferentes. Contudo, estes dados
sugerem uma preferéncia na sinalizacdo, pela via ALK7 que pela ALK4, na fase lutea, sendo que nesta
fase, ha maior expressdo de Cripto e uma expressdao minima de Lefty (Papageorgiou et al., 2009). Duma
maneira geral a FSH também poderé influenciar a sinalizacdo do Nodal, uma vez que esta induz o Akt,

o qual inibe 0 ALK7, apesar deste também conseguir, por sua vez, inibir o Akt (Wang et al., 2006).

5.2.1. O recetor ALK7 na endometrose da égua e noutras doencas fibroticas

O recetor ALK?7 foi considerado um recetor orfao, pois apesar da sua homologia com os recetores ALK5
(78%) e ALK4(77%) no seu dominio intracelular, o seu dominio extracelular é bastante diferente,
sugerindo a ligacdo com um ligando particular. Foi demonstrado que tinha afinidade para o Nodal,
juntamente com o ActRIIB, e assim fosforilar o Smad2 e Smad3 (Reissmann et al., 2001). Este estudo
demonstrou também que o ALK7 é essencial para a sinalizacdo do Nodal, e € uma via independente do
Cripto, apesar deste potenciar a sua sinalizacdo (Reissmann et al., 2001). Na mesma altura, um outro
estudo determinou que, devido as similaridades no dominio intracelular, o ALK7 conseguia, em igual
magnitude, activar as mesmas vias do TGFB1-ALK5, como Smad2, Smad3, e as vias MAPKS,
nomeadamente, a via ERK1/2 e a JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Jornvall et al., 2001). O mesmo
estudo, também avaliou se o ALK7 conseguia activar promotores tipicamente relacionados com o
TGFB1-ALKS5, assim como genes regulados endogenamente por esta via, como o I-Smad7 e o PAI-1
(Jornvall et al., 2001). Determinaram gque 0 ALK7 conseguiu induzir todos os genes associados com o
fenotipo TGFB1-ALKS5 estudados, e também, o efeito anti-proliferativo. Por fim, o ALK7 conseguiu
induzir alteracGes morfoldgicas nas células, que o ALK5 ndo conseguiu, as quais estdo associadas com
uma via de comunicagdo cruzada com as proteinas Rho (Jornvall et al., 2001). Esta semelhanca entre
efeitos da activagdo do ALK7 com a activacdo do ALKS5 foi demonstrada novamente no primeiro estudo
a demonstrar o efeito pré-apdptico do ALK7 (Kim et al., 2004). O efeito pré-apdptico é mediado pela
activacdo de Smad2/3, e pela activacédo de JNK, p38, das caspases-3 e -9, e pela libertacdo do citocromo

¢ (Kimet al., 2004). Um outro factor pro-apéptico € o CTGF, e neste estudo foi sugerido que, com base
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nestes resultados, o ALK7 consegue comunicar com outras vias (i.e. MAPKs), tal como o TGFp1, ¢
possivelmente induzir os mesmos genes. Tal facto ja foi testemunhado com o GDF8, que pela via
ALK4/5 e Smad2/3, também conseguiu induzir o CTGF (Chang et al., 2015), ou mesmo a Activina A,
que também consegue induzir o CTGF (Gressner et al., 2008).

Recentemente, num modelo de estudo da fibrose renal, descobriram que havia aumento da expresséo
dos recetores ALK5 e TGFRII, mas também do ALK7, com aumento de pSmad2/3, e diminuicdo do
ALK®6 (Shen et al., 2013). Outro estudo, sobre a deposi¢do de colagénio na parede adrtica, na diabetes
tipo 2, demonstraram que o silenciamento génico de ALK7 reduziu a fosforilagdo de Smad2/3 e,
consequentemente, a deposicdo de colagénio, revertendo a rigidez da aorta (Li et al., 2015). Desta
forma, é possivel que a preferéncia do Nodal, na fase lUtea, pela sinalizacdo do ALK7 tenha um papel
pro-fibrético. Este facto iria explicar o aumento da expressao de ALK7, no endométrio equino em zonas

proximas a ninhos fibréticos (Volpi, 2013).

No entanto, as Activinas B e AB também tém afinidade para este recetor (Tsuchida et al., 2004: Bernard
et al., 2006), e Activina B também pode estar envolvida em doengas fibréticas (Myllarniemi et al.,
2014). A expressdo da sub-unidade BB, no endométrio humano, ndo variou durante o ciclo menstrual,
apresentando uma maior expressao nas células do estroma que nas células epiteliais glandulares
(Mylonas et al., 2004). A combinacdo de ALK7 com ActRIIA aumenta a sensibilidade a ligacdo das
Activinas B ou AB (Tsuchida et al., 2004).

Esta via de sinalizacdo promove a fosforilacdo de Smad3 mas ndo a de Smad2, e, em células que
expressem 0 ALK7, a Activina AB e B tornam-se tdo potentes como a Activina A (Tsuchida et al., 2004).
Noutro estudo, obtiveram o mesmo efeito com células a expressar wild-type ALK7, em que o efeito da
Activina B foi equivalente ao de Activina A, embora neste, a Activina B tenha demonstrado maior
afinidade com o recetor ALK4. Neste estudo, a expressdo de ALK7 na forma constitutiva activa,
mostrou-se mais potente a mediar a sinalizacdo da Activina B que ALK4 (Bernard et al., 2006). Estes
estudos sugerem que as Activinas B e AB podem, dependendo do tecido e do tipo de células, ter
preferéncias de sinalizacdo por diferentes conjuntos de recetores (Tsuchida et al., 2004; Bernard et al.,
2006), ou mesmo, sinalizar por outras vias, como a ALK3/Smad1/5/8 (Myllarniemi et al., 2014). Desta
forma, ndo se pode excluir que, & semelhanca do que ocorre com os recetores do TGFB1, o Nodal podera
contribuir para o desenvolvimento de fibrose de forma indireta, em vez de direta, desregulando a

sinalizagdo da Activina B.

O ALK7Y é um recetor pouco expresso, no endométrio equino (Volpi, 2013), tendo sido demonstrado no
nosso estudo que a sua expressao é bastante inferior a do recetor ALK4. No entanto, o ALK7 poderéa ser
igualmente potente a induzir pSmad2 e pSmad3 gue-0-ALK4 (Bernard et al., 2006). Isto serd importante
num contexto em que o Smad3 é considerado um dos principais mediadores da resposta pro-fibrotica
do TGFpI (revisto por Flanders, 2004; Roberts et al., 2006; Verrecchia & Mauviel, 2007). Desde que

se determinou o papel do TGFB1 na fibrogénese, varios estudos tém sido feitos para desenvolver
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inibidores da sua sinalizacdo. Um dos primeiros inibidores foi 0 SB-431542, que inibe o ALK5, mas
devido as semelhancas estruturais, também tem efeito inibidor, apesar de inferior, sobre 0 ALK4 e o
ALK7 (Inman et al., 2002). Outros seguiram-no, numa tentativa de obterem inibidores mais potentes e
mais especificos a inibir o efeito pro-fibrotico do TGFB1 (de Gouville et al., 2005; Tojo et al., 2005;
Petersen et al., 2008). Contudo todos destes inibidores também inibem 0 ALK4 e 0 ALK7, nalguns casos
0 TGFRII ¢, até o ActRIIA (Petersen et al., 2008), 0 que nem sempre permite atribuir o resultado
terapéutico apenas a inibi¢do do ALKS.

Na maioria dos estudos de bloqueio da sinalizagdo do TGFB1 ou mesmo no caso de bloquear as trés
isoformas de TGFB (Yu et al., 2003), chegaram a conclusdo que existem mecanismos TGFf-
independentes que continuam a actuar na progressao da fibrose (Yu et al., 2003; Smoktunowicz et al.,
2015). Um destes mecanismos pode ser a indu¢do do CTGF pelo TGFB1 mas cuja expressdo se torna
proporcional a quantidade de fibrose, e mantém-se de forma independente de TGFB-Smad (Holmes et
al., 2001). Outro mecanismo, podera ser o facto de 0 ALK7 ser menos inibido que o ALKS5 e que 0 ALK4,
e ter capacidade de induzir genes semelhantes aos induzidos pelo TGFB1-ALKS5 (Jérnvall et al., 2001;
Kim et al., 2004).

E possivel que hajam outros mecanismos pelos quais o Nodal consegue promover estes efeitos
profibréticos. Num estudo de Gressner et al., (2008) foi possivel demonstrar que a Activina A é capaz
de induzir a expressdo de CTGF por mecanismos intracelulares, com aumento da expressdo de Smad3.
Adicionalmente, foi também demonstrada a activacdo e translocacdo para o nlcleo de Smad3/4 em
fibroblastos em lesdes fibréticas, na auséncia de TGFBI1, e conseguiram excluir a possibilidade de
sinalizagdo autdcrina pelo TGF1, inibindo especificamente por recurso a anticorpos ou pela construgéo
de recetores dominante negativos de TGFRII (Mori et al., 2003). Nesse mesmo estudo verificaram que
tal efeito também ndo era devido a algum defeito no I-Smad7, uma vez que verificaram que a sua
inducdo, expressao e localizagdo estavam normais (Mori et al., 2003). As possiveis explicagdes foram
limitadas a uma sensibilizacdo dos fibroblastos em lesdes fibroticas ao TGFp, de forma a que ligeiras
variagbes conseguem induzir respostas de maior magnitude; ou existem outros ligandos que podem
induzir a acumulacdo de Smad3/4 e de genes normalmente atribuidos ao TGFB1, como ¢ exemplo o
IGFBP-3 (insulin-like growth factor-binding protein 3) (Mori et al., 2003) ou 0 GDF8 (Chang et al.,
2015), ou possivelmente, a Activina (Gressner et al., 2008) ou 0 Nodal (Jérnvall et al., 2001; Kimet al.,
2004).

Um outro aspeto a considerar ¢ que o Nodal tem igual capacidade de induzir pSmad3 que o TGFp1
(Kumar et al., 2001). No mesmo estudo, avaliaram a capacidade de induzir Smad2, e o Nodal em 15
minutos conseguiu atingir o pico de indugdo de pSmad2, o qual se manteve elevado até as 4 horas e
voltou a valores basais as 24 horas, contrastando com a Activina, que s6 demonstrou um pico de inducéo

ao fim de 1 hora e as 4 horas ja tinha regressado a valores basais (Kumar et al., 2001).
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Por ultimo, o Nodal partilha outros aspetos com a sinalizagdo do TGFf que podem sugerir uma acgao
direta na progresséo da fibrose, como a capacidade de comunicar com a via de PI3K/Akt e induzir EMT
e alterar a expressédo de MMPs, dependendo da situacdo (Valcourt et al., 2005; Wang et al., 2006; Fang
etal., 2013; Duan et al., 2015). Aliés, num estudo realizado de forma a determinar quais os recetores da
superfamilia do TGF que eram capazes de induzir EMT, demonstraram que apenas o ALK5, ALK4 e
ALK?Y tinham essa capacidade (Valcourt et al., 2005). Outro exemplo, no foliculo ovérico, o Nodal-
ALK7 diminuiu a expressao de Akt de forma a permitir a apoptose, promovendo a atrésia folicular
(Wang et al., 2006). No entanto, em tumores, ja pode activar o Akt e desta forma, promover a
sobrevivéncia celular e estabilizar a expressao de Snail (Fang et al., 2013; Duan et al., 2015). O Nodal
também consegue inibir o BMP7 (Yeo & Whitman, 2001), o qual tem varias funcGes antifibréticas
(revisto por Weiskirchen & Meurer, 2013)
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5.3.  Producédo de PGs no endométrio equino, sob a influéncia do Nodal

Ha& estudos realizados in vitro que demonstram a inducdo da PGE,, tanto pelo TGFB1, em células
mesangiais (Rodriguez-Barbero et al., 2006) como pela Activina A, em macrofagos e em células do
corpo lateo (Nising & Barsing, 1999; Liu et al., 2016). Considerando as semelhangas nas vias de
sinalizacdo e nas fungBes imunomodulatérias e no possivel papel na regeneracdo de tecidos

(Papageorgiou et al., 2009), sera possivel que o Nodal também possa ter capacidade de induzir a PGE,.

O efeito do Nodal sobre a producéo de prostaglandinas ndo se encontra muito documentado na literatura,
no entanto, no equino, este foi demonstrado no corpo lGteo, como parte do mecanismo responsavel pela

lutedlise funcional, diminuindo a PGE; e aumentando a PGF», (Galvéo et al., 2015).

A producdo de PGE; assim como a de PGF», esta alterada em endométrios com endometrose (Szostek
et al., 2012; Gajos et al., 2015). Em endométrios de categoria I, a expressdo natural de PGE; esta
aumentada na fase lutea média e na fase folicular (Szdstek et al., 2012), atingindo 0 minimo no fim da
fase lutea (Szostek et al., 2012; Gajos et al., 2015). A expressao de PGF,, esta também aumentada na
fase lutea média e folicular, e também no fim da fase ltea, atingindo o minimo de expressdo no inicio
da fase lutea (Szostek et al., 2012; Gajos et al., 2015). Esta diferenca na producédo de PGE; e PGF,, no
fim da fase lUtea, coincide com a lutedlise, (Szostek et al., 2012), e com a accdo do Nodal sobre a
producdo de ambas as prostaglandinas no corpo liteo equino (Galvéo et al., 2015). No nosso estudo, 0
Nodal estimulou a producéo de PGE; na concentragdo de 0.1ng/mL em ambas as fases do ciclo éstrico,
e estimulou a PGF»,, apenas na fase lutea, na concentracao de 0.1 e 10ng/mL, embora nesta ja foi em
endométrios com endometrose (I11B/111). Num estudo realizado no endométrio equino, avaliando as
alteracBes na producéo de PGs, de acordo com o grau de fibrose e fase do ciclo éstrico, observou-se que
a producdo da PGE; estava alterada apenas em certas fases do ciclo éstrico (inicio e fim da fase lUtea
comparativamente a endométrios saudaveis), nas quais estava aumentada, em vez de diminuida (Szdstek
et al., 2012). Um outro estudo, também observou que a PGE; estava aumentada apenas em casos de
endometrite concomitante com endometrose de categoria 11B/Ill (Gajos et al., 2015). Assim, o efeito
estimulador do Nodal, na concentragdo menor (0.1ng/mL), sobre a produgdo de PGE; e a expressdo
génica dos seus recetores, podera sugerir um papel fisioldgico tal como ocorre no corpo liteo equino
(Galvdo et al., 2015).

No nosso estudo, o TNFa e a ocitocina funcionaram como controlos positivos para a producao de PGE-,
a semelhanca de outros estudos sobre a produgdo de PGs no endométrio equino (Galvéo et al., 2013;
Roberto da Costa et al., 2008; Szdstek et al., 2014b). Nos mesmos estudos foi demonstrado que o TNFa
também serve como controlo positivo para a produgdo de PGF.,, tendo sido observado o mesmo no
presente trabalho (Galvao et al., 2013; Roberto da Costa et al., 2008; Szostek et al., 2014b).

No entanto, a ocitocina ndo conseguiu estimular a producdo da PGF,, nem na fase folicular nem na fase
ltea, contrariamente ao observado por Galvdo et al., (2013) e Szostek et al., (2014b), no endométrio

equino. Tal podera ser devido a baixa expressdo dos recetores de ocitocina no endométrio na fase
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folicular (de Ruijter-Villani et al., 2015), os quais sdo regulados de forma a controlar a libertagdo de
PGF,, por ocitocina (Keith et al., 2013). Com isto, sugere-se que a acc¢do estimuladora da ocitocina
podera ter variado no nosso estudo, devido ao efeito bifasico que esta apresenta e a dependéncia de
outros factores (Keith et al., 2013; Rebord&o et al., 2016).

5.4.  Expressdo dos recetores EP2 e EP4 no endométrio equino

Os recetores EP2 e EP4, sdo recetores da PGE: e sdo expressos no endométrio equino (Atli et al., 2010;
Gebhardt et al., 2012; Silva et al., 2014). A expressao de EP2 é maior na fase litea média e diminui no
fim da fase ldtea e na fase folicular (Atli et al., 2010). Um outro estudo, em endométrio equino, obteve
maior expressdo de EP2 também na fase litea média e diminuicdo no fim da fase lutea, atingindo o
minimo de expressao no dia da ovulagdo (Gebhardt et al., 2012). No entanto, acerca da expressdo de
EP4, ha estudos que ndo apresentam variagdes durante o ciclo éstrico (Atli et al., 2010; Silva et al.,
2014). Contudo, ha um estudo que demonstra que a expressao de EP4 esta aumentada na fase folicular,
enquanto que esta diminuida no inicio da fase litea (Gebhardt et al., 2012). A expressdo de EP4 é
geralmente muito reduzida (Silva et al., 2014), ou mesmo indetetavel, como no caso do endométrio
bovino (Arosh et al., 2003). No nosso estudo, em endométrios relativamente saudaveis (I/11A), ndo
obtivemos variagdes entre as fases do ciclo éstrico, indo ao encontro dos dados obtidos por Silva et al.,
(2014), para ambos os recetores, no endométrio equino. Também obtivemos uma maior expressao do
recetor EP2 em relacdo ao EP4. No oviducto equino, também demonstraram a expressao génica de EP2
e EP4, sem variacGes entre as fases do ciclo éstrico e também com uma maior expressao génica de EP2
relativamente a EP4 (Ball et al., 2013).

5.5. Relagdo da PGE2 e dos recetores EP2 e EP4, na endometrose e noutros modelos fibréticos
A PGE; é conhecida pelo seu papel antifibrético, especialmente via EP2 no modelo de estudo de fibrose
pulmonar idiopatica. Resumidamente, a via EP2 tem efeito antifibrético, conseguindo inibir a
proliferacdo de miofibroblastos e induzir a apoptose destes (Huang et al., 2009; Bozyk & Moore, 2011).
A PGE; também inibe a producdo de colagénio (Garrison et al., 2013, Van Ly et al., 2012), mesmo em
células estimuladas com TGFp1, inibindo também a expressao de fibronectina, ao induzir a expressao
de MMP9 que a vai degradar (Van Ly et al., 2012). A PGE; nédo s6 inibe praticamente todos 0s aspectos
funcionais dos fibroblastos, desde a sua producdo, migracdo, a sua diferenciacdo, como também

consegue reverter o estado de miofibroblasto de volta a fibroblasto (Garrison et al., 2013).

No pulmé&o, o desenvolvimento de fibrose esta associado com uma diminuigdo da produgdo de PGE
e/ou da expressdo do recetor EP2 (Huang et al., 2008; Bozyk & Moore, 2011), gerando uma resisténcia
dos fibroblastos aos efeitos da PGE,. Um outro exemplo de resisténcia, neste caso, em fibroblastos
gengivais, ocorre por activagdo de EP3 (Black et al., 2007). Nestes fibroblastos a inibi¢do pela PGE:
ocorre principalmente por inibi¢do de JNK. No entanto, a activagdo de EP3 vai estimular esta via (Black
et al., 2007; Bozyk & Moore, 2011). Em mais detalhe, foi demonstrado pela primeira vez a ac¢éo
bifasica da PGE>, dependente da sua concentracdo e do recetor, nas mesmas células, em fibroblastos

pulmonares (White et al., 2008). Foi observado que, em concentraces baixas (<10™° M) ou elevadas
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(>10°M), e via recetor EP2, a PGE, tem accio supressiva da proliferacio dos fibroblastos pulmonares,
enquanto que, em concentragdes intermédias (10° a 107 M) e via o recetor EP3, a PGE; estimula a sua
proliferagdo (White et al., 2008). Relativamente ao recetor EP4, os dados ja serdo mais confusos. Na
fibrose renal a expressao de EP4 esté fortemente associada com um efeito protector renal (Vukicevic et
al., 2006; revisto por Boor, 2012). No entanto, a PGE,-EP4 consegue estimular a producgéo de IL-6 e
fibronectina, assim como de angiotensina Il, a expressao das quais pode estar envolvida em mecanismos
pré-fibréticos (Mezzano et al., 2001; Mohamed et al., 2013; Nasrallah et al., 2014).

Observando o papel do Nodal, numa perspectiva global, este é principalmente inibidor, nas
concentracdes de 1 e 10ng/mL, tanto sobre a expressao génica de EP2 como de EP4, e de forma
independente das fases do ciclo éstrico e do grau de fibrose. Na mesma concentragdo (1ng/mL), o Nodal
inibe a producédo de PGE,, na fase folicular, em endométrios de categoria I/l1lA. Considerando a analise
dos outros pares de recetores (ALK5, TGFRII, ALK4 e ALK7), a concentracdo de Nodal considerada
mais provavel como pro-fibrética foi a de 1ng/mL, a qual coincide nesta avaliacdo. Nesta concentracao,
0 Nodal podera mediar ou mesmo ser responsavel pelo mecanismo de resisténcia dos fibroblastos,
considerando que o Nodal é expresso nestes, no endométrio equino (Volpi, 2013). Alias, a diminuicdo
da expressao dos recetores EP2 e EP4 podera promover a sinalizacdo da PGE; via EP1 ou EP3, as quais
tém demonstrado ser vias pro-fibréticas (Makino et al., 2002; White et al., 2008; Harding & LaPointe,
2011; Nasrallah et al., 2014).

Por outro lado, no nosso estudo, principalmente em relacdo a expressdo génica de EP2, obtivemos um
aumento, ainda que ligeiro, em endométrios de categoria 11B/1ll. Possivelmente este resultado estara
relacionado com o papel da PGE; na inflamacdo. Relembrando que a Unica situacdo, no estudo da
endometrose, em que se obteve aumento da PGE; foi em casos de endometrite concomitante (Gajos et
al., 2015) e a PGE; tem fungGes no processo inflamatorio, principalmente mediadas pelos recetores EP2

e EP4, através dos gquais também promove uma resposta do tipo Th2 (Kalinski, 2012).

Por fim, em relacdo ao efeito do Nodal sobre a PGF»,, este estimula a producdo na fase litea, em
endomeétrios fibroticos (11B/111), mas curiosamente apenas nas concentracdes de 0.1 e 10ng/mL. APGFx,
tem um papel fibrotico, independente do TGFf, em modelos de fibrose pulmonar (Oga et al., 2009; Van
Ly et al., 2012). No entanto, nos mesmo estudos em que foram avaliadas a produgdo de PGE; e a de
PGF,,, esta Ultima estava diminuida em endométrios de categoria Il ou 11l (Szo6stek et al., 2012) ou ndo

apresentava alteracGes (Gajos et al., 2015).

Apesar destes dados ha que considerar o potencial papel pro-fibrético da PGF,, no endométrio equino,
e que o Nodal poderé ser parte do mecanismo que a estimula. Estes resultados coincidem com o papel
fibrotico do Nodal na concentracdo de 1ng/mL sobre os recetores avaliados neste trabalho. Contudo,
futuros trabalhos deveriam ser desenvolvidos a fim de melhor elucidar a relagdo entre as vias estudadas

e a endometrose na égua.
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6. Conclusoes

Com este trabalho propusemos clarificar o potencial papel do Nodal como pré-fibrético, no endométrio
equino. A endometrose é uma patologia crénica e degenerativa com graves implicagfes na salde
reprodutiva do animal e com forte impacto econdmico na industria equina. Fundamentalmente, por ser
uma patologia fibrética, avalidmos como o Nodal poderia influenciar a sinalizagdo do TGFB1 e da
PGE2. Com este trabalho, conseguimos demonstrar que o Nodal podera ter fungdes fibréticas, quer
diretamente quer indiretamente, principalmente na concentragcdo de 1ng/mL. O Nodal demonstrou a
capacidade de induzir a expressdo do mRNA dos recetores do TGFB1, o ALK5 e o TGFRII, os quais se
mostraram aumentados em endomeétrios fibréticos, a semelhanga do que ocorre noutras patologias
fibréticas (Bobik et al., 1999; Verrecchia & Mauviel, 2007; Pohlers et al., 2009). Ainda, o Nodal podera
ser responsavel pela desregulacdo destes recetores, aumentando o racio mRNA ALK5:TGFRII, o qual,
em certos contextos, promove a fibrose (McCaffrey et al., 1995; Roulot et al., 1999; Denton et al., 2003,
2005; Pannu et al., 2004). Em relacdo a PGE2, o Nodal inibiu a sua producdo juntamente com a
expressdo de mRNA dos seus recetores EP2 e EP4, potencialmente inibindo assim a fungdo anti-
fibrética da PGE2 (Huang et al., 2009; Bozyk & Moore, 2011; Van Ly et al., 2012; Garrison et al.,
2013). Por fim, o Nodal, diminuiu a expressdo do seu recetor ALK4 engquanto que aumentou a expressao
do recetor ALK7, o qual partilha a mesma capacidade de activa¢do de genes que o TGFB1 (Jornvall et
al., 2001; Kim et al., 2004) e tem sido implicado noutras doencas fibroproliferativas (Shen et al., 2013;
Li et al., 2015). Os nossos dados sugerem uma preferéncia do Nodal, pela via ALK7, na fase lutea,

durante a qual o Nodal consegue alterar o racio mMRNA de ALK5:TGFRII.

Este trabalho apenas reflete as alteracGes na expressdo génica, sendo necessarios estudos que
aprofundem se o Nodal tem capacidade de alterar a expressdo de proteina destes recetores, e se estas
alteracBes de facto influenciam os mecanismos da fibrose como a diferenciacdo de miofibroblastos, a
expressdo de colagénio, de CTGF ou o turnover de ECM. Sera também de enorme importancia avaliar
a expressdo do principal inibidor do Nodal, o Lefty, no endométrio equino, no desenvolvimento da
endometrose, uma vez que a auséncia de expressao deste correlaciona-se com outras afec¢des associadas

a accdo do Nodal (Papageorgiou et al., 2009).
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Figura A. Quantificagdo relativa da expressdo de mRNA de TGFRII por gRT-PCR, em endométrio equino,

MRNA TGFRII (% controlo)

na fase lGtea, em endométrios de categoria | e 11A. Os graficos representam a quantificacdo da expressao,
relativamente ao controlo de cada grupo representado (% controlo). Os dados foram normalizados com o gene de
housekeeping ou gene constitutivo MRPL32. As barras representam médiatDP. A significancia estatistica é
representada por asteriscos quando em relacdo a categorias diferentes (* =p<0.05; ***=p<0.001; ****=p<0.0001);
e por letras, quando em relagdo ao controlo, em endométrios de categoria I representado por “a” e em endométrios

de categoria IIA por “x”, em que “c”=p<0.01 e “d”=p<0.001; “y’=p<0.05, respetivamente.
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