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RESUMO

Superestimulagao ovariana e o perfil de mucinas no oviduto bovino

O oviduto é o local onde ocorrem a capacitacao espermatica, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario inicial. Durante o ciclo estral, as alteragdes no
oviduto sdo moduladas principalmente pelos horménios estradiol (E2) e
progesterona (P4). Enquanto o E2 estimula a proliferagdo e hipertrofia das
células secretoras, a P4 tem o efeito contrario, causando a atrofia e redugao da
secrecao celular. Além disso, esses hormoénios estdo relacionados as
alterag¢des no fluido ovidutal ao longo do ciclo reprodutivo de fémeas bovinas. A
superestimulagdo ovariana (SEOv) possibilita o aumento dos indices
reprodutivos em fémeas bovinas, maior intensidade de sele¢ao, diminuicao do
intervalo entre geracdes, maior disponibilidade de animais para reposi¢éo e,
além disso, também permite que uma fémea de elevado padrao zootécnico
fosse utilizada de uma forma mais racional, fornecendo um grande numero de
descendentes, num curto espaco de tempo. Nesse contexto, ha evidéncias de
que a superestimulagao ovariana (SEOv) aumenta os niveis de E2 no tecido
ovidutal em bovinos. Os niveis de E2 no tecido ovidutal de bovinos e as
mucinas presentes desempenham papéis importantes na fisiologia reprodutiva
desses animais. Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o
impacto da SEOv com FSH ou FSH/eCG na regulagdo da producdo de
mucinas presentes no oviduto. Para tanto, vacas Nelore (Bos taurus indicus)
foram submetidas a SEOV utilizando FSH (n=5), FSH/eCG (n=5) ou
sincronizadas (grupo controle, n=5). As vacas em um estagio aleatério do ciclo
estral, receberam uma insergao vaginal liberadora de progesterona (1,0 g) e
benzoato de estradiol (2,5 mg, i.m.) no dia 0. As vacas submetidas a SEOv
usando o protocolo FSH e FSH/eCG receberam administracdo de FSH duas
vezes ao dia, dos dias 5 a 8. No protocolo FSH/eCG, as duas ultimas doses de
FSH (Dia 8) foram substituidas por duas doses de eCG (dose total = 400 Ul,
i.m.). No dia 7, todas as vacas receberam 150 mg de d-cloprostenol i.m. duas
vezes/dia. No dia 8, as insergbes vaginais liberadoras de progesterona foram
removidas e as vacas foram abatidas. Apés o abate, os ovidutos (ampola e
istmo) foram coletados, fixados e submetidos ao processamento histoldgico
para a coloracdo Alcian blue e quantificacdo da abundancia de mRNA de
mucina 9 (MUC9). Os segmentos da ampola e istmo foram analisados
separadamente e o efeito da SEOv foi investigado por ANOVA paramétrica e
as meédias foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. Os dados sé&o
apresentados como meédias + E.P.M. As diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05. Em suma, o tratamento superestimulatério de
FSH combinado ao eCG aumentou a abundancia de mucinas totais no istmo
(p<0,05) e na ampola (p<0,05). Adicionalmente, a SEOv, independente do
tratamento, incrementou abundancia relativa do gene que codifica a mucina 9,
apenas na ampola (p<0,05). Em conclusao, a SEOv utilizando FSH combinado
ao eCG determina um incremento na expressao e secre¢cao de mucinas no
oviduto bovino.

Palavras-chave: FSH/eCG, estradiol, oviduto, mucinas, bovinos.



ABSTRACT

Ovarian superstimulation and the profile of muciins in the bovine oviduct

The oviduct is the site where sperm capacitation, fertilization and early
embryonic development take place. During the estrous cycle, changes in the
oviduct are mainly modulated by the hormones estradiol (E2) and progesterone
(P4). While E2 stimulates proliferation and hypertrophy of secretory cells, P4
has the opposite effect, causing atrophy and reduction of cell secretion. In
addition, these hormones are related to changes in the oviductal fluid
throughout the reproductive cycle of bovine females. Ovarian superstimulation
(SEOv) enables increased reproductive rates in bovine females, greater
selection intensity, reduced generation interval, greater availability of animals
for replacement and, in addition, also allows a female with a high zootechnical
standard to be used in a variety of ways. a more rational way, providing a large
number of descendants in a short time. In this context, there is evidence that
ovarian superstimulation (vSEO) increases E2 levels in oviductal tissue in
cattle. E2 levels in bovine oviductal tissue and the mucins present play
important roles in the reproductive physiology of these animals. Within this
context, the aim of this study was to investigate the impact of SEOv with FSH or
FSH/eCG in regulating the production of mucins present in the oviduct.
Therefore, Nelore cows (Bos taurus indicus) were submitted to SEOV using
FSH (n=5), FSH/eCG (n=5) or synchronized (control group, n=5). Cows at a
random stage of the estrous cycle received a progesterone-releasing vaginal
insert (1.0 g) and estradiol benzoate (2.5 mg, i.m.) on day 0. Cows underwent
vSEO using the FSH and FSH protocol /eCG received FSH administration twice
daily from days 5 to 8. In the FSH/eCG protocol, the last two doses of FSH (Day
8) were replaced by two doses of eCG (total dose = 400 IU, i.m.). On day 7, all
cows received 150 mg of d-cloprostenol i.m. twice/day. On day 8, the
progesterone-releasing vaginal inserts were removed and the cows were
slaughtered. After slaughter, the oviducts (ampulla and isthmus) were collected,
fixed and subjected to histological processing for Alcian blue staining and
quantification of mucin 9 mRNA abundance (MUC9). Ampullary and isthmus
segments were analyzed separately and the effect of SEOv was investigated by
parametric ANOVA and means were compared by Tukey-Kramer test. Data are
presented as means + S.E.M. Differences were considered significant when
P<0.05. In summary, superstimulatory FSH treatment combined with eCG
increased the abundance of total mucins in the isthmus (p<0.05) and ampulla
(p<0.05). Additionally, SEOv, regardless of treatment, increased the relative
abundance of the gene that encodes mucin 9, only in the ampoule (p<0.05). In
conclusion, SEOv using FSH combined with eCG determines an increase in the
expression and secretion of mucins in the bovine oviduct.

Keywords: FSH/eCG, estradiol, oviduct, mucins, cattle.
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Resumo

As alteragdes durante o ciclo estral no oviduto sdo moduladas principalmente pelos
hormoénios estradiol (E2) e progesterona (P4). Além disso, esses hormonios estdo
relacionados a alteragdes no fluido ovidutal ao longo do ciclo reprodutivo de fémeas
bovinas. Nesse contexto, hd evidéncias de que a superestimulagdo ovariana (SEOv)
aumenta os niveis de E2 no tecido ovidutal em bovinos. Assim, o objetivo deste estudo
foi investigar o impacto do SEOv com FSH ou FSH/eCG na regulacdo das mucinas
presentes no oviduto. Apds o abate, os ovidutos (ampola e istmo) foram coletados,
fixados e submetidos ao processamento histologico para coloragdo com Alcian Blue e
quantificagdo da abundancia de mRNA de mucina 9 (MUC9). Em resumo, descobrimos
que o tratamento superestimulatorio usando FSH combinado com eCG aumentou as
mucinas totais no istmo (p<0,05) e na ampola (p<0,05). Além disso, a abordagem SEOv
aumentou a abundancia relativa do gene que codifica a mucina 9, apenas na ampola
(p<0,05). Em resumo , SEOv utilizando FSH combinado com eCG determina aumento
da expressao e secre¢do de mucinas no oviduto bovino.

Palavras-chave: FSH/eCG, estradiol, oviduto, mucinas, bovinos.

Introducio

Em espécies monovulatérias, incluindo bovinos, a superestimulagdo ovariana
(SEOv) ¢ uma forma de obter muitos odcitos por ciclo estral de um animal especifico.
Esses oocitos podem gerar embrides que serdo transferidos para o ttero de outras vacas
(nomeadas receptoras). O processo de coleta/transferéncia geralmente ¢ executado entre

os dias 6 e 8 apos o estro, o que significa que todos os eventos desde o transporte dos
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gametas até o inicio do desenvolvimento embrionério ocorrem no limen do oviduto (1).
E importante ressaltar que todas essas fun¢des podem ainda sofrer mudangas
morfologicas, bioquimicas, fisiologicas e endocrinas durante o ciclo estral dos bovinos,
uma vez que o estradiol (E2) e progesterona (P4) sdo os principais fatores que modulam
a morfo fisiologia do oviduto bovino (2).

Com o propésito de se aproveitar melhor a capacidade reprodutiva de animais
geneticamente superiores € conhecendo-se mais a fisiologia ovariana, esses protocolos
hormonais desenvolvidos possibilitam a ovulacdo multipla seguida da transferéncia de
embrides (3). Dentre os protocolos de SEOv destaca-se o uso de altas doses de
gonadotrofinas, como FSH e gonadotrofina coridnica equina (eCG) (4). Sendo que a
substituicdo das duas ultimas doses de FSH por eCG (protocolo FSH/eCG)
apresentaram melhora na eficiéncia reprodutiva em vacas Nelore (5). Além disso,
protocolo FSH/eCG em vacas Nelore aumenta os niveis de E2 ovidutal e influencia
positivamente o perfil transcricional de receptores de esteroides (ESR1 ¢ PGR) e genes
relacionados a fertilizacao (FUCA1, FUCA2, OVGP1 e HSPAS), aumentando a
eficiéncia e a taxa de sucesso da reprodugdo bovina. No entanto, as alteracdes causadas
pelo SEOv na composi¢ao do fluido ovidutal ndo sao completamente elucidadas (6).

A superficie luminal do trato reprodutivo ¢ coberta por varios tipos de mucinas
que desempenham um papel fundamental no oviduto, contribuindo para a fisiologia
reprodutiva e a fertilizagdo dos mamiferos (7). Sdo glicoproteinas de elevada massa
molecular fortemente glicosiladas produzidas por tecidos epiteliais. Elas sdo expressas
de forma especifica para cada tecido, nas superficies da mucosa atuam como um
lubrificante, bem como uma barreira, protegendo as células de desidratacdo, proteolise e

infeccdo (8). De acordo com os aspectos estruturais e rotas biossintéticas, existem duas
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classes amplas de mucinas atualmente conhecidas; as mucinas associadas a8 membrana e
as secretadas (9).

Para avaliagdo da funcao especifica das mucinas no processo de implantacao, foi
realizada uma andlise sistémica da expressdo de mucina no oviduto e no utero de
camundongos, o estudo demonstrou mRNAs codificados por 6 diferentes genes de
mucinas, tais como; MUCI, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5 e MUC9 também conhecida
como OVGPI (7). Além disso, a deteccao e analises dessas proteinas demonstram que
elas apresentam uma distribuicao temporal e espacial de macromoléculas e diferencas
na distribui¢do de proteinas entre as espécies; enquanto a MUCY, ou ovidutina, parece
ser restrita ao oviduto (10).

Diversos estudos tém relatado que a MUCY9 ¢ estimulada pelo hormoénio E2
durante o periodo periovulatério.

Dentro desse contexto, baseando-se nas premissas de que a SEOv ¢ capaz de
promover aumento da expressao de RNAs transcritos em regides especificas do oviduto
(infundibulo, ampola e istmo), no papel dos esteroides ovarianos na produgdo de
proteinas envolvidas em diversos eventos biologicos importantes para o funcionamento
do oviduto bovino (11); e que pouco se sabe sobre os mecanismos que promovem €
controlam a regulagdo da expressao das mucinas nesses tecidos, justifica-se a realizacao
do presente estudo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar o impacto da
SEOv com FSH ou FSH/eCG na regulagdo da produ¢do de mucinas presentes no

oviduto.

Métodos

Local de desenvolvimento dos experimentos
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Este estudo foi realizado em uma fazenda localizada no municipio de Santa Cruz
do Rio Pardo (Sao Paulo, Brasil; latitude 22° 53 ’56”; longitude 49° 37 °57”; altitude
467 m). Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias da Universidade do
Estado de Sao Paulo (IBB / UNESP - CEUA, namero 379). O protocolo estava de

acordo com os principios €ticos em animais pesquisa.

Grupos experimentais e protocolos de SEOv

Vacas nelores (Bos taurus indicus) multiparas ndo lactantes de 5 a 7 anos de
idade com escore de condigdo corporal variando de 2,0 a 3,5 foram mantidas em
pastagem (Brachiaria brizantha) com acesso livre a 4gua e suplementacdo mineral. No
Grupo A, o controle das vacas ndo foi submetido a qualquer protocolo
superestimulatério (Controle n = 5); outras vacas foram submetidas aos protocolos de
SEOv: o Grupo B com FSH (n=5) e o Grupo C com FSH/eCG (n=5) (Figura 1).

Todas as vacas em um estagio aleatdrio do ciclo estral receberam uma inser¢ao
vaginal liberadora de progesterona (1,0 g, Primer®, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil) e
benzoato de estradiol (2,5 mg, i.m., Estrogin®, Farmavet, Sao Paulo, Brasil) no dia 0. As
vacas submetidas a SEOv usando o protocolo FSH receberam administragdo de pFSH
(Folltropin-V® 84, Bioniche Animal Health, Belleville, ON, Canadd) duas vezes ao dia,
dos dias 5 ao 8; um total de 200 mg foi aplicado com uma diminui¢do do regime das
doses: 40% no dia 5, 30% no dia 6, 20% no dia 7 ¢ 10% no dia 8. Para o protocolo
FSH/eCG, as duas ultimas doses de FSH foram substituidas por duas doses de eCG
(total dose = 400 UL, Novormon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina). Todos as vacas
receberam 150 mg de d-cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, Sdo Paulo, SP, Brasil) duas
vezes no dia 7 (7h e 19h). As inser¢des vaginais que liberam progesterona foram

removidas as 19h, no dia 8 e as vacas foram abatidas as 7 h do dia 9.
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Figura 1 - Desenho experimental. (A): grupo controle (animais sincronizados, n=5), protocolo hormonal
para vacas ndo submetidas a SEOv. (B): grupo FSH (n = 5), protocolo hormonal para vacas submetidas a
SEOv com o uso de FSH. (C): grupo FSH/eCG (n = 5), protocolo hormonal para vacas submetidas a
SEOv utilizando o FSH combinado com eCG. Todas as vacas foram abatidas no dia 9 as 7h e os tratos
reprodutivos foram imediatamente transportados para o laboratdrio.

Foram identificados multiplos foliculos pré-ovulatorios nos ovarios dos animais
do grupo SEOv e um foliculo pré-ovulatdrio nos animais do grupo controle.

De modo geral, o estabelecimento da SEOv foi previamente detectado por
ultrassonografia ovariana realizada 12 horas antes do abate. Além disso, as amostras
sanguineas coletadas da veia jugular no dia 8 (19h) e dia 9 (7h) para quantificar a
concentragdo plasmatica de LH e garantir que nenhuma vaca tenha sofrido um aumento
endogeno de LH. Apds o abate, o didmetro dos foliculos em todas as vacas variou de 11
a 14 milimetros. O numero total de foliculos superestimulados foi em torno de 20

foliculos e nao diferiu entre os protocolos de FHS e FSH/eCG (11).

Processamento histologico e quantificacio das mucinas
Os tratos reprodutivos foram transportados do abatedouro para o laboratorio em
solugdo salina (0,9%) a 4 °C imediatamente ap6s o abate das vacas. O oviduto ipsilateral

ao ovario com o foliculo pré-ovulatério do grupo controle e um oviduto aleatdrio para o
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grupo SEOv, foram isolados e o tecido conjuntivo circundante foi cortado. Cada
segmento do oviduto foi analisado separadamente (ampola e istmo) e as regides de
transicdo foram descartadas. Os tecidos foram fixados em paraformaldeido 4% por 24
horas em temperatura ambiente e armazenados em etanol 70% a 4 °C. Posteriormente,
as amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de etanol sequencial e
incluidas em Paraplast (Oxford Labware, St. Louis, MO, EUA). Cortes de 4 um de
espessura foram obtidos e corados com o azul de Alcian (AB) para quantificagdo das
mucinas 4cidas.

As imagens foram capturadas com um fotomicroscopio digital Axiophot II
(Zeiss Jenaval, Jena, Alemanha) ao longo de todo corte histologico e selecionamos um
total de 44 figuras, sendo, 19 fotos por amostra para a ampola e 25 para o istmo.
Amostras sem camada muscular intacta ou com artefatos que prejudicassem a analise do
material foram descartadas. Todas as analises foram realizadas com o software Imagel
(versao 1.51 23 de abril de 2018, disponivel  gratuitamente:
<https://imagej.nih.gov/ij/download.html>), seguindo as instru¢des do software para
quantificacdo de mucinas acidas.

Em resumo, utilizando o software ImageJ por meio de histogramas coloridos no
sistema RGB, foi determinada a intensidade da cor em numero de pixels em cada campo
selecionado e os dados finais foram transformados e expressos em porcentagem por
campos analisados. As areas das mucinas foram selecionadas e um padrdo de valor de
Threshold foi determinado para todas as imagens. O valor final obtido do Imagel
demonstra a porcentagem de pixels na imagem (Area Fraction), representando a
porcentagem de mucinas acidas em uma determinada area, que foi entdo utilizada para

analise estatistica (Figura 2)
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Figura 2 - Processamento histologico. histograma colorido no sistema RGB intensidade da cor em n° de
pixels demostrando a % de mucinas presentes em determinada area. (A): istmo do grupo controle. (B):
istmo grupo controle e a % de mucinas presentes. (C); istmo do grupo FSH/eCG. (D): istmo do grupo
FSH/eCG e a % de mucinas presentes. (E): ampola do grupo controle. (F): ampola do grupo controle ¢ a
% de mucinas presentes. (G): ampola grupo FSH/eCG. (H): ampola grupo FSH/eCG e a % de mucinas
presentes.

Extracio do RNA e RT-qPCR

As amostras de ovidutos (n=5/grupo experimental) foram colocadas em
TRIzol® (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) e homogeneizado com um Polytron®
homogeneizador (Ultraturrax, Luzern, Sui¢a). O RNA total foi extraido de acordo com
o protocolo do fabricante e armazenado em -80 °C. As concentragdes de RNA foram
quantificadas usando um espectrofotometro (Nanodrop; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). O RNA total (1pg) de cada amostra foi incubado com DNAse I
(Invitrogen) e, em seguida, transcrito reversamente com SuperScript® III (Invitrogen)
usando primers Oligo-d (T), seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA
complementar obtido foi diluido oito vezes e armazenado a -20 ° C e a abundancia
relativa foi avaliada por qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction) usando
StepOne Plus® (Life Technologies, Carlsbad, CA) com o Power SYBR® Green PCR

Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Para tanto, oligonucleotideos iniciadores foram projetados usando sequéncias
especificas de bovinos (Tabela 1). As reacdes foram otimizadas pela dilui¢ao do primer
e uma temperatura de anelamento para atingir a eficiéncia maxima de amplificagdo para
cada gene (90-110%). O volume da reagdo foi de 25 pl com 1,5 pl de cada primers e 1
ul de amostra. Condigdes de ciclagem de PCR foram 95 °C por 10 min, seguido por 40
ciclos de 95 °C por 10 s, e extensao por 1 min em temperatura especifica para cada gene
(Tabela 1). Cada amostra e o controle negativo foram analisados em duplicatas.

Para selecionar genes de referéncia, foi usado o software GeNorm, Normfinder
para avaliar a estabilidade do gene. A expressao relativa dos genes alvo foi calculada a
partir da média geométrica dos genes de referéncia mais estaveis (/8S e H2A4), a partir

do método AA2CT (12).

Tabela 1 - Detalhes dos primers usados em RT-qPCR.

Final
concen Temp.
Gene  Forward sequence (5°-3°) Reverse sequence (5°-3°) tration annealing
O,
188 AGAAACGGCTACCACATCCAA CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT 200 60
H2A4 GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC 300 60
MUC9 GTCGTCCAGAAAGCGTATGA CAGAGAGAACAGAGGGCTATTG 300 60

Analise estatistica

O efeito da superestimulagdo ovariana sobre a quantificagdo de mucinas acidas pelo
método coloragdo Alcian Blue no oviduto bovino e abundancia de mRNA do gene alvo
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. O efeito da SEOv foi
testado por One-way ANOVA paramétrica. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey-Kramer. Os dados sdo apresentados como médias + S.E.M. As diferencas foram

consideradas significativas quando P<0,05. As analises foram realizadas utilizando o

software JMP® (SAS).
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Resultados

Nossos achados demonstram que o tratamento superestimulatéorio de FSH
combinado com eCG aumentou a abundancia de mucinas totais no istmo e¢ na ampola
(p<0,05; Figura 1). Adicionalmente, a SEOv, independente do tratamento, incrementou

abundancia relativa do gene que codifica a mucina 9, apenas na ampola (p<0,05: figura

2).
ISTMO AMPOLA
= 15- S 154
E b 5 b
m [17]
& 10+ | § 104 |
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< 1 < 1
@ ©
2 5 c = 5+ 2 a
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Controle FSH FSH/eCG Controle FSH FSH/eCG

Figura 3 - Efeito da superestimulacdo ovariana na quantificacdo de mucinas no istmo e ampola de
bovinos utilizando a coloragdo Alcian Blue. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA paramétrica e
as médias comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. Os dados s3o apresentados como média = E.P.M.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05).
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Figura 4 - Abundancia relativa do gene MUC9 na ampola. Os dados sdo apresentados como média dos
niveis relativos de mRNA (gene alvo/média geométrica dos genes de referéncia, 18S e H2A). A analise
estatistica foi realizada por ANOV A paramétrica e as médias comparadas pelo teste de Tukey-Kramer. Os
dados sao apresentados como média + E.P.M. Letras diferentes indicam diferenga significativa (P < 0,05).
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Discussio

No presente trabalho demonstramos o impacto da SEOv no oviduto bovino
submetido ao protocolo utilizando FSH e FSH/eCG sobre quantificagdo de mucinas na
ampola e istmo. E importante destacar que o oviduto desempenha fungdes especificas
na maturacdo dos gametas, fertilizagcdo e no desenvolvimento embrionario inicial.
Durante esses processos, o fluido ovidutal desempenha um papel fundamental. O fluido
ovidutal tem uma composicdo complexa (13,14) consistindo principalmente de
transudato de plasma e derivados do epitélio secretor (15) e somado aos nossos achados
demonstra como os protocolos superestimulatérios modificam o ambiente ovidutal.

Alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas durante ciclo estral em
vacas demonstram que os hormonios esteroides, estradiol (E2) e progesterona (P4), sdo
os principais fatores que controlam as altera¢des no oviduto (1). De fato, no modelo de
fémeas de camundongos ovariectomizadas a expressao de mucinas se demonstrou ser
regular pela funcdo ovariana (10). No nosso estudo, o aumento da secrecdo de mucinas
totais na ampola e istmo promovido pelo tratamento do protocolo FSH/eCG, pode em
partes estar relacionado ao aumento dos niveis séricos de estradiol presentes em vacas
submetidas a esse protocolo superestimulatorio, como confirmado no trabalho do nosso
grupo (17). Mudancas temporais nas concentracdes de esteroides durante o ciclo estral
induzem a modulagdo do perfil transcricional oviductal (1,18,19). Geralmente, a
atividade do E2 esta associada a estimulacdo de células secretoras do oviduto e
proliferacdo celular, enquanto P4 exibe um efeito supressor (1,20). O efeito estimulador
de E2 na secrecdo de fluido do oviduto (21) resulta na producdo do maior volume de

fluido pelo oviduto durante o estro (22), o que corrobora com nossos dados
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anteriormente publicados demonstrando aumento nos niveis ovidutais de E2 em vacas
submetidas ao protocolo FSH/eCG (6).

Adicionalmente, proteinas como a MUC9 tém sido associada com
espermatozoides e/ou complexos cumulus-oocitos (25-27). Atuando na polispermia
controle endurecendo a zona pelucida antes da fertilizagao (26,28) e modulagdo da zona
pelucida do esperma, indicando um papel ativo no oviduto durante o processo de
fertilizagao (26,29,30), estabelecendo assim, um mecanismo pelo qual niveis mais altos
de E2 regulem genes ovidutais para garantir o sucesso da fertilizagdo de ovocitos
multiplos em vacas superestimuladas.

Vérios autores (6,10,13,18,23,24) relataram que MUC9 ¢ estimulado por E2
durante o periodo periovulatério. Em nosso estudo, o aumento dos niveis de E2 pode
estar relacionado ao aumento da expressao da MUC9 (mRNA e proteina) na ampola das
vacas submetidas ao FSH/eCG protocolo. Este ultimo resultado concorda com os
achados de outros estudos mostrando que cada regido ovidutal respondeu de forma
diferente a estimulagdo por E2, e que a transcri¢ao no istmo ndo muda sob tratamento
com estradiol (23). Considerando que o protocolo FSH/eCG resulta em niveis
aumentados de E2 no fluido folicular e ovidutal (6,17), propomos um mecanismo pelo
qual niveis mais altos de E2 regula a expressdo de mucinas para garantir o sucesso da

fertilizagdo de multiplos odcitos em vacas superestimuladas.

Conclusao
Concluimos que a SEOv usando FSH combinado com eCG aumenta a produgao de
mucinas na ampola e istmo; e em partes, esse aumento esta relacionado ao perfil de

transcri¢do da mucina 9 no oviduto de vacas superestimuladas.
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e  Todos os manuscritos submetidos passam por uma verifica¢do técnica para checar se as politicas
editoriais da Animal Reproduction e as diretrizes de preparacdo do manuscrito foram seguidas.
As submissdes que ndo passarem nessa checagem serdo devolvidas ao autor para corre¢do dos
problemas.

e  Os manuscritos sdo entdo enviados para os editores-chefes que realizam uma pré-avaliacdo de
originalidade, escopo e adequacdo do periddico. Os manuscritos recusados ndo serdo enviados
para revisdo por pares e serdo devolvidos aos autores com as razdes para tal decisdo editorial. Os
Editores buscam realizar essa primeira etapa de triagem e enviar sua decisdo em 70 dias.

e  Os manuscritos aceitos nesta primeira triagem serdo enviados para avaliagdo por pares por, pelo
menos, dois revisores para uma revisdo cega. Depois que os revisores ad hoc concluirem sua
avaliacdo, o Editor devolvera o manuscrito aos autores com uma aceitagio, rejei¢do ou pedido de
revisdo, de acordo com as sugestdes dos revisores. Manuscritos revisados enviados pelos autores
serdo enviados ao Editor-chefe para sua decisdo final e os revisores podem ser solicitados para
fazer avaliagdes adicionais.

Politicas da Secao

A Animal Reproduction ndo impde limites para contagem de palavras ou de referéncias para artigos
originais e de revisdo, mas os editores e revisores podem fazer recomendagdes com relagdo a clareza e
qualidade do texto e excesso, falta ou relevancia de referéncias.

Artigos Originais

Artigos que relatam pesquisas originais e/ou dados relacionados as areas de pesquisa de interesse para
a Animal Reproduction.
Os artigos originais podem ser submetidos livremente e ndo devem ter sido publicados anteriormente
em outro lugar.

Artigos de Revisdo

Artigos de revisdo de interesse para o campo da reprodugdo animal serdo submetidos por convite

direto do corpo editorial, mas os autores também podem enviar manuscritos de revisdo livremente.

Comunicacées Breves


https://www.merriam-webster.com/
https://www.merriam-webster.com/
https://ease.org.uk/publications/ease-toolkit-authors/
https://ease.org.uk/publications/ease-toolkit-authors/
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Comunicagdes breves devem relatar ou estar relacionados a novas técnicas envolvidas na biologia da
reprodugao.

Abertos para submissdes pelos autores e devem ter no maximo 2000 palavras, incluindo a lista de
referéncias e apenas 2 figuras e 2 tabelas.

Anais de Conferéncia

A revista Animal Reproduction publica artigos originais completos, resumos e workshops quando
apresentados em conferéncias das Academic Animal Reproduction Societies apoiadas pelo jornal.

Artigos de Conferéncia

Estes devem ser Artigos Originais apresentados nas conferéncias apoiadas pela Animal Reproduction.
Os artigos devem ser elaborados seguindo as mesmas regras e politicas editoriais da revista Animal
Reproduction e passam pelo mesmo processo de avaliagdo. A SciELO ndo indexa em tipo de artigo.

Autoria e declaragdes

Autoria

Os autores devem entrar em acordo acerca da autoria do manuscrito, certificando-se de que a lista
ilustra com precisdo os colaboradores que realmente contribuiram de forma significativa para o
trabalho. Todos aqueles listados como autores devem se qualificar por contribuicdes substanciais
sobre a concepcao e desenho da pesquisa, aquisicdo de dados, interpretagdo e avaliagdo e devem ter
participado ativamente durante a revisdo e aprovagdo da versao final do manuscrito, com substancial
envolvimento intelectual, em especial na discussdo dos resultados.

Contribuigdo e responsabilidade dos autores

Todos os autores devem aprovar a versao final do manuscrito, aceitando a responsabilidade por cada
parte do trabalho colaborativo realizado na versdo final do manuscrito. Adicionalmente a contribuicao
especifica de cada autor segundo as designagdes padrao do CRediT, deverdo ser incluidas na Cover
Letter, conforme descrito nas diretrizes para preparacdo de manuscritos.

Mudancas na Autoria apds a Submissdo

Quaisquer alteragdes na autoria durante o processo de revisdo do manuscrito so6 serdo consideradas
pelos editores se importantes experimentos adicionais ou contribui¢des relevantes tiverem sido feitos
e justificados. Tais alteracdes na autoria devem ser solicitadas na carta de submissdo da versao
revisada, que precisa ser descrita em detalhes, explicando a justificativa para a mudanga.

Agradecimentos

As contribui¢des de qualquer pessoa que nao atenda aos critérios de autoria devem ser listadas, com
permissdo do colaborador, na secdo de Agradecimentos (por exemplo, para reconhecer contribuigdes
de pessoas que forneceram ajuda técnica, colaboragdo de dados, assisténcia com redagdo ou revisdo,
aquisi¢do de financiamento, ou um assessor de departamento que forneceu apoio geral).

Conflito de Interesse
Os autores devem incluir uma declaracdo revelando quaisquer potenciais conflitos de interesses. A

Animal Reproduction considera potenciais conflitos de interesses eventos de natureza pessoal,
comercial, politica ou académica, envolvendo ou ndo compensagdes financeiras.


https://casrai.org/credit/
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Declaragdo de financiamento

Todo o apoio financeiro recebido deve ser divulgado por todos os autores. Use as iniciais do autor
seguidas por uma breve descricdo e também inclua o nome da agéncia de financiamento e o(s)
numero(s) de identificacdo do projeto, nessa ordem.

Etica em pesquisa e mds praticas

Autores, editores e revisores devem seguir o mais alto nivel de ética em toda a pesquisa, aquisigdo e
processamento de dados, até a redacdo, avaliagio e publicagio do manuscrito.
Durante as etapas de avaliagdo autores, revisores e editores devem comunicar o Editor-chefe sempre
que observarem a existéncia de um potencial conflito de interesses que possa influenciar na
elaboragdo ou avaliacdo de manuscritos. A Animal Reproduction considera potenciais conflitos de
interesses eventos de natureza pessoal, comercial, politica ou académica, envolvendo ou ndo
compensagdes financeiras.
Os Editores da Animal Reproduction tomario medidas ativas se qualquer suspeita ética ou de ma
conduta for identificada durante a avaliacdo ou apds a publicagdo dos manuscritos. Sempre que
necessario, as questdes serdo investigadas de acordo com os fluxogramas disponiveis do Comité de
Etica da Publicacdo (COPE).
A partir de 2019, a Animal Reproduction examinara ativamente os manuscritos submetidos usando o
sistema de verificagdo de similaridade “Similarity check”, fornecido pela CrossRef.

Direitos de seres humanos e animais

Os autores devem incluir uma declaracdo detalhando o cumprimento das diretrizes e/ou aprovagdo por
comité de ética na se¢do de materiais ¢ métodos do manuscrito. Os editores podem solicitar aos
autores que enviem uma copia da carta oficial de aprovagdo do comité de ética. Os autores sdo
encorajados a conhecer e seguir as diretrizes da “Animal Research: Reporting In Vivo Experiments
(ARRIVE)” para relatar estudos em animais. Os ensaios clinicos ndo sdo o foco do periddico, no
entanto ensaios pré-clinicos e uso de animais nos experimentos serdo avaliados criticamente para
evitar o sofrimento dos animais e garantir que os direitos dos animais estdo sendo respeitados. Em
pesquisas envolvendo animais de estimag@o ou sempre que necessario, os autores devem coletar e
arquivar um formulério de consentimento informado assinado pelo dono do animal.

Diretrizes para pesquisas

Os autores sdo encorajados a seguir boas praticas ao elaborar e escrever seu trabalho. A Animal
Reproduction recomenda que os autores busquem orientagdes adequadas sobre o tipo de estudo que
estdo relatando e sugere os seguintes recursos, conforme recomendado pelo ICMJE - Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas:

ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments) para relatar
estudos em animais,

e  PRISMA para revisdes sistematicas e meta-analises,
e  STARD para estudos de precisdo em diagnosticos, e

e EQUATOR Network e NLM's Reporting Reporting Guidelines and
Initiatives para outras diretrizes.

Além disso, os manuscritos de revisdo devem descrever os métodos usados para
localizar, selecionar, extrair e sintetizar os dados.

Politicas de compartilhamento de dados

A Animal Reproduction esta desenvolvendo suas politicas de compartilhamento de


https://publicationethics.org/
https://publicationethics.org/
https://www.crossref.org/services/similarity-check/
https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/preparing-for-submission.html#two
http://www.icmje.org/recommendations/browse/manuscript-preparation/preparing-for-submission.html#two
https://arriveguidelines.org/
http://prisma-statement.org/
https://www.equator-network.org/reporting-guidelines/stard/
https://www.equator-network.org/
http://www.nlm.nih.gov/services/research_report_guide.html
http://www.nlm.nih.gov/services/research_report_guide.html
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dados com as Diretrizes TOP (Transparency and Openness Promotion) em mente.

A partir de julho de 2019, a Reprodugdo Animal esta encorajando os autores a
depositar seus dados de pesquisa no repositorio de dados relevante e incluir uma
citagdo e um link para o conjunto de dados nos artigos submetidos. Se isso ndo for
possivel, os autores devem fazer uma declaragdo na Cover Letter explicando por
que os dados da pesquisa ndo podem ser compartilhados.

Forma e preparacio de manuscritos
Diretrizes para preparacao de manuscritos
Unidades de medida
Unidades de medida devem ser usadas de acordo com o Sistema Internacional de
Unidades.
Abreviaturas e Simbolos
Abreviaturas, siglas e simbolos devem ser evitados, a menos quando amplamente adotados na area.
Ao usar siglas ou abreviaturas, seu significado deve ser descrito na primeira ocorréncia no texto.

Cover Letter

Nome do arquivo: coverletter.doc

A carta de apresentacdo deve ser carregada no sistema de submissdo na etapa apropriada e deve
incluir os seguintes elementos:

Preparacao do Manuscrito

Uma breve apresentagdo descrevendo a pesquisa, destacando os motivos pelos quais os autores
acreditam que o trabalho ¢ adequado para publicacdo na Animal Reproduction. Esta apresentacdo
também deve mencionar se 0 manuscrito ja foi anteriormente avaliado por outros periddicos e, em
caso afirmativo, as cartas de decisdo final e os relatdrios devem ser carregados no sistema de
submissdo sob a designagdo “Supplemental file NOT for Review”.

Declaracao de Conflito de Interesse

Os autores devem incluir uma declaragdo revelando qualquer potencial conflito de interesses referente
a todos os autores. No caso de ndo haver conflitos que merecem ser mencionados por nenhum dos
autores, a seguinte declaragdo deve ser incluida: Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse.
Exemplo:

Declaracao de conflito de interesse:

A HSA declara ter recebido uma compensagdo financeira por ministrar treinamento na empresa
fornecedora dos equipamentos utilizados nesta pesquisa (ACME Corporation) anteriormente a

realizagdo da pesquisa relacionada a este trabalho, e deseja informar que isso ndo interferiu de forma
alguma no estudo.


https://www.cos.io/initiatives/top-guidelines
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Os demais autores ndo tinham conflito de interesses a divulgar.

Declaracao de Financiamento

Use as iniciais do autor seguidas por uma breve descrigdo como descrito nas nossas politicas e
certifique-se de incluir o nome da agéncia de financiamento e¢ o(s) numero(s) de processo, nessa
ordem.

Exemplo:

Declaracao de financiamento

A HSA recebeu financiamento para esta pesquisa desta Agéncia de Financiamento (niimero do
subsidio # 555-2018 e # 123-2018) e desta outra Agéncia (nimero do subsidio # 312556-15).
Contribuicées dos Autores

A contribuicdo de cada autor deve ser descrita usando as iniciais do Autor seguidas das designagdes
padrao do CRediT.

Exemplo:

Contribuicoes do autor

LGP: Conceituacdo, Aquisi¢do de financiamento, Supervisdo, Redagdo - rascunho original, Redacao -
revisdo e edicdo; RAP: Conceptualizagdo, Curadoria de dados, Analise formal, Metodologia, Redagdo
- rascunho original, Redacdo - revisdo e edicdo; AVP: Curadoria de dados, Analise formal;
Declaracgao de deposito e disponibilizaciao de dados

A declaragdo dos autores acerca do deposito e disponibilizacdo dos dados brutos deve indicar se os
dados estdo disponiveis ¢ onde ou como podem ser obtidos. Caso os dados ndo possam ser

disponibilizados, os autores devem indicar esse fato e o motivo.

Formulario de concordéncia e copyright

Nome do arquivo: agreement.doc

Como declarado em nossas politicas, os direitos autorais permanecem com os autores. No entanto, o
autor correspondente deve fazer o upload do documento "Authorship Responsibility, Copyright and
Publishing  Licence  Agreement"  assinado em nome de todos os  autores.
Este arquivo deve ser carregado no sistema de submissdo sob a designagdo “Copyright Agreement
Form”.

Documento principal

Nome do arquivo: manuscript.doc

O arquivo do documento principal para o manuscrito deve ser formatado usando o Microsoft Word ©
2010 ou superior. As paginas devem ser definidas no tamanho A4 (21,0 x 29,7) com margens de 3 cm
usando a fonte Times New Roman tamanho 12, sem utilizar formatagdo desnecessaria, usando espago


https://www.casrai.org/credit.html
https://docs.google.com/document/d/14leb99gz-gbFqmYxh1sQsRSYnQL7qtjcxX1uEGgrzOM/edit
https://docs.google.com/document/d/14leb99gz-gbFqmYxh1sQsRSYnQL7qtjcxX1uEGgrzOM/edit
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duplo, com linhas numeradas e paginas numeradas. Titulos de se¢des e subsegdes devem ser
formatados usando 0s estilos de titulos padrdo do Word.
O documento principal precisa ser estruturado conforme descrito nas seguintes segoes:

1. Folha de rosto

A pégina inicial do manuscrito deve ter as seguintes informagdes. Os itens indicados com o simbolo
de asterisco (*) apenas devem ser incluidos para trabalhos submetidos a conferéncias apoiadas pela

Animal Reproduction.

Titulo da conferéncia

O titulo completo incluido local e data, conforme exemplo abaixo:

Proceedings of the 35th Annual Meeting of the European Embryo Transfer Association (AETE);
Murcia, Spain, September 12th and 14th, 2019.

Tipo de documento

Indicar o tipo de trabalho, sendo: Conference paper, Conference Abstract, Conference Workshop
Abstract.

Tipo de artigo

Indique o tipo de artigo conforme selecionado no sistema de submissdo: Basic Research Article,
Biotechnology Article, Applied Research Article or Review Article.

Titulo para cabecalho

Nao deve ter mais que 50 caracteres, incluindo os espagos.

Titulo do manuscrito

O titulo deve ser sucinto, mas descrever o foco do estudo e os principais resultados.
As palavras do titulo devem estar em negrito, com apenas a primeira letra da primeira palavra em
maitscula.

Autoria

Os nomes completos dos autores devem ser listados abaixo do titulo, sem abreviagdes. Apods cada
nome, use algarismos arabicos sobrescritos para indicar suas afiliagdes e inclua o ORCID de todos os
autores entre parénteses. Um simbolo de asterisco (*) deve ser usado para indicar o autor
correspondente.

Exemplo:

Rex Rex A. Hess'’ (https://orcid.orgiOOOO-OOO3-2345—6789), Kay Carnes” (https://orcid.org/0000-
0002-2345-6789), Luiz Renato Franga® (https://orcid.org/0000-0001-2345-6789)

Autores que ndo possuam ORCID devem cadastrar-se em https://orcid.org.

Afiliacoes

As afiliagdes dos autores devem ser listadas abaixo da lista de autores usando os mesmos algarismos
arabicos sobrescritos para identifica-las. A lista de afiliagdes deve incluir apenas institui¢des onde
cada autor realmente desenvolveu trabalho e pesquisa relacionada ao  artigo.
Os nomes das instituigdes devem ser escritos no idioma original da institui¢do ou em inglés quando
ndo estiverem em alfabeto romano.


https://orcid.org/0000-0003-2345-6789
https://orcid.org/0000-0003-2345-6789
https://orcid.org/0000-0003-2345-6789
https://orcid.org/0000-0003-2345-6789
https://orcid.org/
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Exemplo:

1 Full Institution Name, Department, City, State, Country
2 Nome da Instituicdo no seu Idioma de Origem, Department, City, State, Country
3 Full Institution Name, Department, City, State, Country

Endereco para correspondéncia

Nome do autor para correspondéncia, e-mail e endereco postal devem ser listados apos as afiliagdes e

identificados com o simbolo de asterisco (*).

Exemplo:
* Correspondence: Full Author Name, corresponding@author.email.com, full postal address.

2. Resumo

O objetivo do trabalho deve ser claro e resumidamente declarado, incluir os métodos e resumir as
conclusdes. Limite de palavras: 300 palavras.

3. Palavras-chave

As palavras-chave devem ser listadas apds o resumo. No maximo 5 palavras-chave devem ser
incluidas.

4. Introducio

Esta secdo deve fornecer informagdes basicas que levem a hipotese testada. A secdo deve terminar
com uma breve descri¢do dos objetivos do trabalho.

5. Metédos

Deve incluir o desenho do estudo, o tipo de materiais envolvidos, o nimero de animais por grupo,
uma descrigdo clara de todos os métodos utilizados e/ou referéncias claras a métodos previamente
publicados e 0 tipo de analise utilizada.
Informagdes sobre registro e aprovagdo por comité de ética e pesquisa devem ser inseridas ao final
desta secdo.

6. Resultados

Os principais resultados encontrados devem ser descritos de forma clara e objetiva. A secdo de
resultados pode ser dividida em subsegdes com cabegalhos curtos e informativos.

7. Discussio

Esta se¢do pode ser dividida em subse¢des com cabecalhos curtos e informativos. A discussdo deve
ser focada nos resultados encontrados.

8. Conclusio

As principais conclusdes apoiadas pelos dados da pesquisa devem ser apresentadas de forma clara e
objetiva.

9. Agradecimentos
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Os colaboradores que ndo atendem aos critérios de autoria, conforme descrito em nossas politicas
editoriais, devem ser mencionados nesta se¢do desde que tenham concedido sua autorizagao.

10. Referéncias bibliograficas

A secdo de referéncias deve comegar em uma nova pagina, seguindo o estilo Vancouver, conforme
descrito abaixo. Todas as referéncias devem ser citadas ¢ a exatiddao de todas as informagdes é de
responsabilidade dos autores.

11. Tabelas

Um conjunto de dados alfanuméricos que ¢ organizado em linhas e colunas. Todas as tabelas devem
ser enviadas no final do manuscrito, cada uma em uma nova pagina. Tabelas devem ser o mais
simples possivel e linhas horizontais devem ser usadas somente na parte superior ¢ inferior da tabela.
As células da tabela nunca devem ser divididas com linhas diagonais. O titulo deve preceder a tabela e
comegar com a palavra “Table” seguida de seu nimero em algarismos arabicos. As tabelas devem ser
citadas no texto como Table 1, Table 2, etc., na ordem em que sdo usadas. Todas as abreviaturas ou
anotacdes devem ser explicadas em notas de rodapé; se necessario, utilize simbolos para incluir as
explicagdes (*, 1, 1, §, etc.).

12. Figuras e legendas

Quaisquer ilustragdes, sejam fotografias, graficos, esquemas, fluxogramas, etc., devem ser citadas
como figuras. Cada figura deve ser identificada e enviada em arquivo separado de alta resolucdo,
certificando-se de que o menor texto esteja perfeitamente legivel. A lista de legendas deve comegar
em uma nova pagina no final do manuscrito. As figuras devem ser citadas na ordem numérica em que
estdo listadas: Fig. 1, Fig. 2, Figs. 1-2, etc.

Quando necessario, os autores sdo responsaveis por obter a autorizag@o apropriada para usar imagens
e ilustragdes de outras fontes, de acordo com o proprietario original dos direitos autorais, e incluir
uma citagdo adequada.

Referéncias e estilo de citaciao

A se¢lo de referéncias deve seguir o estilo de Vancouver. Uma pequena amostra com exemplo de
referéncias bibliograficas comuns esta incluida abaixo. Por favor, verifique uma lista com muito mais
exemplos e detalhes.

Todas as referéncias devem ser citadas e a exatiddo de todas as informagdes € de responsabilidade dos
autores.

As referéncias devem ser listadas primeiro em ordem alfabética e, em seguida, por ano, utilizando
letras minasculas para diferenciar as referéncias de mesmos autores e  ano.
Use "no prelo" somente quando a aceitagdo formal for concedida.

Citacdes de texto
Todas as referéncias devem ser citadas usando o estilo Autor-Data como mostrado nos exemplos a

seguir:

e  autor unico: (Ginther, 1992) ou Ginther (1992).
e  dois autores: (Varley e Foxcroft, 1990) ou Varley e Foxcroft (1990).

e  mais de dois autores: (Quintero et al., 2000) ou Quintero et al. (2000).


https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

775
776
777

778
779

780

781
782
783

784
785
786

787
788

789
790
791

792
793

794
795

796
797
798

799
800

801
802
803

804
805
806
807

808
809

810
811

812
813

814

815
816

817
818

36

mais de um artigo citado: (Varley e Foxcroft, 1990; Ginther, 1992; Gastal et al., 1999a, b;
Quintero et al., 2000) ou Varley e Foxcroft (1990); Ginther (1992); Gastal et al. (1999a, b);
Quintero et al. (2000), sempre citados em ordem cronoldgica crescente.

Lista de amostras de estilo de referéncia

ARTIGOS EM PERIODICOS

Gastal EL, Gastal MO, Ginther OJ. Experimental assumption of dominance by a smaller follicle
and associated hormonal changes in mares. Biol Reprod. 1999a;61(3):724-30.
http://dx.doi.org/10.1095/biolreprod61.3.724. PMid:10456850.

Gastal EL, Donadeu FX, Gastal MO, Ginther OJ. Echotextural changes in the follicular wall
during follicle deviation in mares. Theriogenology. 1999b;52(5):803-14.
http://dx.doi.org/10.1016/S0093-691X(99)00173-9. PMid:10735121.

Hess RA, Carnes K. The role of estrogen in testis and the male reproductive tract: a review and
species comparison. Anim Reprod. 2004;1:5-30.

Sartori R, Souza AH, Guenther JN, Caraviello DZ, Geiger LN, Schenk JL, Wiltbank MC.
Fertilization rate and embryo quality in superovulated Holstein heifers artificially inseminated
with X-sorted or unsorted sperm. Anim Reprod. 2004;1:86-90.
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