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DALANEZI, F.M. EFEITO DA ADICAO DE VESICULAS EXTRACELULARES
INTRAFOLICULARES DE VACAS HOLANDESAS SUBMETIDAS AO ESTRESSE
TERMICO EM MEIO DE MATURAQAO OOCITARIA IN VITRO. Botucatu — SP.
2016, p.89. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Vérios sdo 0s componentes que tem a capacidade de interferir no metabolismo e
desenvolvimento do odcito no interior do foliculos, dentre esses fatores estdo As EVs.
Sendo assim o objetivo deste estudo foi avaliar a modulagdo da maturacdo oocitaria in
vitro pelas EVs extraidos de vacas submetidas ao estresse térmico (ET) ou ndo. Para tanto
12 vacas da raga holandesa foram submetidas ao ET e 12 vacas foram mantidas em
condicdes de termo-neutralidade, em seguida tiveram seus foliculos aspirados em dois
momentos do ciclo estral (pré-ovulacdo e desvio). Apos a separacdo das EVs do fluido
folicular, e visualizados pela microscopia eletronica. Entdo As EVs foram colocados em
meio de maturacdo para avaliacdo da agdo destas vesiculas durante a maturacgao oocitaria.
Apbs 22 horas de maturacéo, os 00citos e as células do cummulus foram recuperados para
posterior analise de progressdo da maturacdo e também para expressdo de genes de
interesse. Néo foi observada diferenca estatistica entre os grupos na anélise de progressao
meidtica nem na integridade do DNA. Indicando que As EVs ndo interferiram na
morfologia oocitaria. A expressao génica no entanto demonstrou que genes relacionados
a expansao do cummulus (BMP15, HAS2, GDF9, PTX3), metabolismo energético
(BMP15,CPT1B, PFKP), IGF (IGFBP2 e 4) e apoptose (BCL2 e STAT3), apresentaram
expressdo diminuida no grupo termo-neutro. Os dados do nosso estudo indicam que o
ambiente termo-neutro levou a uma sinalizacdo intrafolicular das EVs com a finalidade

de indicar uma situacdo favoravel para o odcito.

Palavras-chave: odcito, fluido folicular, células do cummulus, expressdo génica



DALANEZI, F.M. EFFECT OF ADDITION OF EXTRACELLULAR VESICLES
FROM FOLLICULAR FLUID OBTAINED OF HOLSTEINS COWS UNDER HEAT
STRESS IN OOCYTE MATURITION IN VITRO. Botucatu — SP. 2016, p.89.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

There are several components that have the ability to interfere with the metabolism and
development of the oocyte in side of follicles, among these factors are the EVs. Thus the
aim of this study was to evaluate the modulation of oocyte maturation in vitro by EVs
extracted from cows under heat stress or not. For that, 12 Holstein cows were subjected
to heat stress and 12 cows were kept in a thermo-neutral conditions, then had their
follicles aspirated in two stages of the estrous cycle (pre-ovulation and deviation). After
separation of the EVs from follicular fluid, and visualized by electron microscopy. The
EVs were placed in maturation medium for evaluation of the action of these vesicles
during oocyte maturation. After 22 hours of maturation, oocytes and cummulus cells were
recovered for further analysis of meiotic progression and for expression of genes of
interest. There was no statistical difference between the groups in meiotic progression
analysis or the DNA integrity. Indicating that the EVs not interfere in oocyte morphology.
Gene expression however demonstrated that genes related to the expansion of the
cumulus (BMP15, HAS2, GDF9, PTX3), energy metabolism (BMP15, CPT1B, PFKP),
IGF (IGFBP2 and 4) and apoptosis (BCL2 and STAT3) showed decreased expression the
thermo-neutral group. The data from our study indicate that the thermo-neutral
environment led to a intrafollicular signaling EVs in order to indicate a favorable situation

for the oocyte.

Keywords: oocyte, follicular fluid, cumulus cells, gene expression



CAPITULO |



1. INTRODUCAO

Regides de clima tropical, apresentam verdo com elevadas temperaturas médias,
sdo bem conhecidos os decréscimos de fertilidade observados nos taurinos principalmente
nos animais da raca Holandesa durante os meses mais quentes do ano. As perdas
produtivas e reprodutivas associadas com o estresse térmico (ET) tém um significativo
impacto econémico (IGONO; BJOTVEDT; SANFORD-CRANE, 1992). Estimou-se que
em regides tropicais essa perda chega a € 69.379,00 por ano na bovinocultura leiteira
devido aos efeitos do ET (BONI; PERRONE; CECCHINI, 2014). Vacas sob ET podem
diminuir sua producéo de leite diéria em até 40% (RHOADS et al., 2009). Ja no ambito
da reproducdo o ET ocasiona a diminuicdo do crescimento folicular, reducdo das
concentracdes sericas de estradiol, comprometimento da dominéancia folicular e, ainda,
atraso no dia esperado da lutedlise (WILSON et al., 1998); levando assim falhas na
fecundacdo, falhas no desenvolvimento embrionario, e no reconhecimento materno da
gestacdo (SARTORI et al., 2002; DE RENSIS; SCARAMUZZI, 2003). Entretanto, 0s
mecanismos fisioldgicos que levam a infertilidade no verdo sdo apenas parcialmente

compreendidos.

A maturacgdo oocitaria é uma das etapas determinantes para o desenvolvimento
adequado do odcito e, resultados insatisfatorios nesta fase alteram drasticamente o
desenvolvimento, sobrevivéncia e implantacdo embrionarias (EPPIG, 2001; RIZOS et al.,
2002; GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG, 2004, MCNATTY et al., 2004;
GILCHRIST, 2011). O microambiente folicular fornece ao odcito as condicbes propicias
para o desenvolvimento de competéncia oocitaria, que é definida como o potencial de um
odcito em maturar, ser fecundado, desenvolver-se até o estdgio de blastocisto e

consequentemente manter a gestagdo (SIRARD et al., 2006).

Dentre os varios fatores presentes neste microambiente encontram-se as vesiculas
extracelulares (EVs) as quais exibem funces bioldgicas pleiotropicas (MATHIVANAN,;
JI; SIMPSON, 2010). Por varios anos as EVs foram consideradas debris celulares e
quando observadas pela microscopia eletrénica no sangue ou no espaco intersticial dos
tecidos eram consideradas consequéncias de possiveis injurias teciduais ou resultados da
revitalizacdo da membrana celular (SIEKEVITZ, 1972). Atualmente sdo reconhecidas

como estruturas especificas (CAMUSSI et al., 2010). Os fatores que influenciam na
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classificacdo dessas vesiculas sdo o tamanho, o formato, as proteinas de membranas,
alguns lipidios estruturais e a origem. A produc¢do de EXOs ou MVs tém sido observadas
em uma variedade de tipos celulares tais como: reticuldcitos, plaquetas, linfécitos T
citotoxicos, linfocitos B, células dendriticas, células epiteliais de glandulas salivares,
células acinares do pancreas e células tumorais (BEAUDOIN; GRONDIN, 1991;
ESCOLA et al., 1998; KAPSOGEORGOU et al., 2005; BHATNAGAR et al., 2007;
IERO et al., 2008). Estudos mostram também a presenca de EXOs e MVs em diversos
fluidos bioldgicos como saliva, plasma, urina (PISITKUN; SHEN; KNEPPER, 2004;
CABY et al., 2005; GONZALEZ-BEGNE et al., 2009; BERCKMANS et al., 2011) e
também no liquido folicular de éguas (DA SILVEIRA et al., 2012). Essas EVs
transportam principalmente, proteinas, microRNAs (miRNAs) e RNAs mensageiros
(mRNASs) e sua bicamada lipidica protege esse biomaterial (TAYLOR; GERCEL-
TAYLOR, 2013).

As EVs apresentam sua liberagdo estimulada por eventos que levam a injlria
celular como estresse fisico ou quimico (RATAJCZAK et al., 2006). O ET leva a
alteracdes metabolicas que geram este tipo estresse (BERNABUCCI et al., 2010). As EVs
sdo liberadas por células foliculares e desempenham fungdo importante na transferéncia
de moléculas para a células da granulosa e odcito (SANG et al., 2013; DA SILVEIRA et
al., 2015b). Com base no exposto o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do
meio de maturagdo enriquecido com EVs do fluido folicular de vacas leiteiras submetidas
ao ET, em odcitos oriundos de abatedouro maturados in vitro. Visando uma possivel
utilizacdo dessas EVs na rotina de laboratorios de fertilizacéo in vitro, pela criacdo de um
banco de vesiculas que pode auxiliar no desenvolvimento de odcitos de fémeas criadas

em condicdes de ET.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.  Microvesiculas e Exossomos

A comunicacdo intercelular é muito importante para garantir uma resposta
uniforme dos diferentes componentes do tecido (CAMUSSI et al., 2010). As células
podem se comunicar pelo fluido extracelular (MAJKA et al., 2001), por ligacdes
mediadas por moléculas e por nanotubos que estabilizam a passagem de substancias da
superficie e de componentes do citoplasma (RUSTOM et al., 2004; SHERER; MOTHES,
2009).

A descoberta de estruturas circulares secretadas pelas células ndo é recente.
Quando foram descobertas acreditava-se que eram resultado de um processo celular
especifico e, demonstrou-se que tinham funcdo de transportar enzimas funcionais na
mesma propor¢do encontrada no citoplasma das células de origem (DE BROE et al.,
1977). Entretanto apenas estudos mais recentes demonstraram funcbes para as EVs
secretadas por diversos tipos de células (CAMUSSI et al., 2010). Vesiculas extracelulares
sdo classificadas de acordo com o tamanho, morfologia, tipos de proteinas e lipideos da
membrana e a sua origem. As MVs e os EXOs apresentam, respectivamente, diametros
entre 100 e 1000 nm e 40 a 150 nm (PAN et al., 1985; THERY et al., 2006).

As MVs sdo produzidas pela membrana plasmética enquanto que os EXOs séo
produzidos dentro de corpos multivesiculares e sdo secretados pela fusdo entre a
membrana plasmatica e a membrana dos corpos multivesiculares (RAPOSO, 1996). As
MVs se originam pela fusdo entre a membrana endossomal e a membrana plasmatica e
apos essa fusdo, estes componentes celulares sdo liberados pela superficie celular
(HEIINEN et al., 1999; ROZMYSLOWICZ et al., 2003). Conforme a Vesiclepedia cita
(KALRA et al., 2012), ja foram descritas 43 mil proteinas, 342 lipideos, 20 mil RNAs
mensageiros e 2400 microRNAs no interior das EVs de diferentes tipos celulares e

organismos.

Os EXOs foram primeiramente descritos como provenientes da diferenciacdo de
reticuldcitos, fazendo parte de um mecanismo de expulsdo de moléculas sem utilidade
para as células (HARDING; HEUSER; STAHL, 1983; PAN et al., 1985). Atualmente, ja
se sabe que os EXOs sdo produzidos pela internalizacdo da membrana formando
endossomos, que por sua vez sdo recobertos por outra membrana levando a formagao dos
corpos multivesiculares (MVBs) (Figura 1) (JOHNSTONE, 2006; THERY;
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OSTROWSKI; SEGURA, 2009). Apos essa formagéo ocorre a fusdo entre os MVBs e a
membrana plasmatica e liberam os EXOs do seu interior (DE MAIO, 2011). Os EXOs
podem ser liberados por vérios tipos celulares como linfécitos B (RAPOSO, 1996) e T
(BLANCHARD et al., 2002), macrofagos (BHATNAGAR et al., 2007) e mastocitos
(RAPOSO et al., 1997).

Liberacdo das Q Liberacdo dos
Microvesiculas EX0ssomos

__—9 1 /-
&
'S
MultiS/ce)ersFi)cojlares ’

Figura 1. Demonstracdo da formacdo e liberacdo das microvesiculas e exossomos.
(Adaptado de YELLON; DAVIDSON, 2014)

Os EXOs sdo liberados por exocitose e depende da acdo do citoesqueleto e da
ativacdo da proteina p53 (YU; HARRIS; LEVINE, 2006). As MVs sdo pouco maior que
0s EXOs (CAMUSSI et al., 2010), sendo assim a liberacdo das MVs se da por protrusdes
do citoplasma celular seguido descolamento da vesicula pela membrana celular
(CAMUSSI et al., 2010). Os niveis intracitoplasmaticos de ions célcio alteram a
distribuicdo dos fosfolipideos transmenbrana por enzimas especificas levando a liberacédo
das MVs (HUGEL et al., 2005).

O tamanho e o contetdo das EVs dependem principalmente da célula de origem
(CAMUSSI et al., 2010). Para a produc¢do dos EXOs um complexo de proteinas chamado
“endosomal sorting complex responsible for transport” (ESCRT), composto por quatro
subunidades (0, 1, I1, I11), apresenta um papel fundamental, as subunidades O, I e Il séo
responsaveis por capturar as proteinas de membrana que fardo parte da membrana dos
EXOs, ja a subunidade Ill é responsavel pela montagem da membrana dos EXOs
(RAIBORG; STENMARK, 2009; HURLEY, 2010).
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Ap0s a chegada das EVs ao meio extracelular, elas podem manter-se na regido
onde originaram ou podem entrar em fluidos bioldgicos e exercer sua funcdo em lugares
distantes de sua origem, alguns exemplos de fluidos que podem transportar as EVs séo
urina, plasma, leite e fluido cérebro-espinhal (CAMUSSI et al., 2010). Também foram
descritas no plasma seminal, fluido folicular e fluido uterino (TANNETTA et al., 2014).
A grande parte das vesiculas encontradas no sangue sdo derivadas de plaquetas
(GEORGE et al., 1982) e em menor nimero das células endoteliais e outras células
sanguineas (MARTINEZ et al., 2005). Além de células saudaveis, células neoplésicas
também podem liberar EVs, que sdo encontradas em varios fluidos bioldgicos (KIM et
al., 2003; IERO et al., 2008). A liberacdo das EVs pode ser uma consequéncia da agéo
de solutos agonistas, ou estresse fisico ou quimico como estresse oxidativo, hipoxia ou
por descontinuidade do tecido (RATAJCZAK et al., 2006).

As EVs apresentam importante func@o no espaco intercelular e desempenha um
papel de regulacdo da comunicacdo entre as células (CAMUSSI et al., 2010). Esta
hipbtese € fundamentada em observacdes que demonstraram que EVs liberadas pela
célula doadora podem interagir com receptores especificos em outras células promovendo
na célula alvo uma estimulacdo direta ou transferindo receptores de ligacdo
(JANOWSKA-WIECZOREK et al., 2001; MOREL et al., 2004). Esta interagdo pode ser
limitada por uma ligagcdo a um receptor na membrana da célula alvo, concretizando uma
plataforma de recebimento dos complexos multimoleculares ou conduzindo um sinal para
a ceélula, ambos processos necessitam da internalizacdo das EVs (COCUCCI;
RACCHETTI; MELDOLESI, 2009). Quando internalizadas as EVs podem fundir suas
membranas com 0s endossomos e liberar seu contetudo no citoplasma das células alvo;
outro caminho que as vesiculas podem seguir € pela ndo ligacdo com os endossomos e
ocorrer a transferéncia destas para os lisossomos ou serem descartadas pela fusdo com a
membrana plasmaética (COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI, 2009).

As principais funcGes descritas para as EVs sdo atividade pré-coagulante,
aumento da capacidade invasiva dos tumores, inducdo de transformacdo de uma célula
normal a uma célula cancerigena e comunicagdo materno fetal (GYORGY et al., 2011;
RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).

As EVs possuem quatro formas basicas de acao descritas: estimulacao direta das

células alvo, transferéncia de receptores entre células distintas, movimentacdo de
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proteinas de uma célula a outra e passagem de informagdo genética entre células
(COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI, 2009).

Estimulacéo direta entre células pelas EVs ocorre nas plaquetas, quando ativadas
liberam vesiculas contendo fatores teciduais que interagem com neutréfilos, macrofagos
e outras plaquetas pela ligagdo com moléculas da parede celular (POLGAR;
MATUSKOVA; WAGNER, 2005). Por outro lado, EVs liberadas por leucocitos ativam
a aglutinacdo de plaquetas (ANDREWS; BERNDT, 2004).

Outra maneira de atuacdo das EVs ocorre pela transferéncia de receptores como
nos linfécitos B que rapidamente adquirem receptores para 0s antigenos provenientes de
outros linfocitos B ativados (QUAH et al., 2008). Este processo auxilia na rapida difusdo
da resposta a antigenos especificos (COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI, 2009).
Pode ainda ocorrer a migragdo de virus pelas EVs, essa hip6tese é denominada “Trojan
exossome hypothesis” (GOULD; BOOTH; HILDRETH, 2003).

A transferéncia de proteinas de uma célula para outra é uma funcéo que as EVs
também podem desempenhar; como ocorre no mecanismo de envio de caspase-1 por uma
célula morta para outra célula viva. Ainda os mondcitos ativados por endotoxinas podem
liberar EVs contendo caspase-1 que sera responsavel pela morte de células da
musculatura estriada (SARKAR et al., 2009).

A passagem de informagcdo genética entre células pelas EVs foi demonstrada pela
marcacdo do mRNA das EVs e apds a interacdo entre as vesiculas e as células alvos foi
observada a producdo de uma proteina especifica que apresentava em sua formacao o
marcador introduzido nas EVs (DEREGIBUS et al., 2007).

A sinalizacdo entre células pelas EVs é importante e, foi observado que a
estimulacdo celular por uma vesicula é 250 vezes maior que a estimulacdo direta via
soluto extracelular. Essa maior eficicia esta relacionada a uma vesicula conter varios
sinalizadores de varias vias diferentes, catalisando assim o processo de sinalizacao
(VEGA et al., 2008).

Uma outra caracteristica importante das EVs € poder atuar em células distantes de
sua origem, protegendo seu contetdo de possiveis alteracbes moleculares devido as

alteracOes de meios pelo qual a mesma atravessa. Além disso as EVs possuem moléculas
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em sua parede que agem como um endereco, sendo reconhecido apenas pelas células
alvos (DE MAIO, 2011).

A primeira observagdo de EVs em fluido folicular de mamiferos foi descrita em
éguas, pela microscopia eletronica e citometria de fluxo. Apds a constatacdo da existéncia
das mesmas foi estudado a capacidade das vesiculas em penetrar nas células da granulosa.
Com o uso de EVs marcadas por fluorescéncia demonstrou-se a capacidade das vesiculas
em adentrar as células da granulosa tanto in vivo como in vitro (DA SILVEIRA et al.,
2012). Outro grupo de pesquisadores observou que miRNAs presentes em EXOs isolados
de fluido folicular de bovinos estdo associados com a maturagdo oocitéria, sugerindo que
estes miRNAs podem ser utilizados como marcadores de qualidade oocitaria (SOHEL et
al., 2013).

Ainda ndo esté claro se as células do cummulus, as células da granulosa e ou 0s
odcitos secretam as EVs. O primeiro passo foi a realizacdo da microscopia eletronica do
fluido folicular de foliculos entre 3 e 6 mm de didmetro, normalmente usados em
procedimentos de aspiracdo para coleta de odcitos, assim pode-se observar a presenca de
MVBs contendo EXOs no interior das células da granulosa e células do cummulus,
sugerindo entdo que estes tipos celulares produzem e liberam as EVs para o fluido
folicular (DA SILVEIRA et al., 2015a).

Estudos levantaram a hipétese de que os EXOs desempenham fungédo importante
de transferir moléculas para a células da granulosa, na metade e no fim do ciclo estral de
bovinos, os EXOs atuam aumentando a proliferacdo celular e estimulando a expressao de
receptores de LH. As EVs sdo produzidas no interior dos foliculos e agem sobre as células
da granulosa (SANG et al., 2013).

EXOs do fluido folicular de mulheres, apresentando em seu conteido miRNAs
(fragmentos de RNA responsaveis pela regulacdo da expressao de genes especificos),
foram descritos como fundamentais na maturagdo oocitaria (SANTONOCITO et al.,
2014). Além dos miRNAs as EVs utilizam outras vias para a comunicacao intercelular,
algumas possiveis vias utilizadas sdo “mitogen-activated protein kinase” (MAPK),
“epidermal growth fator receptor” (ErbB), “transforming growth fator beta” (TGFp) e
“wingless signaling pathway” (WNT) (DA SILVEIRA et al., 2012; SOHEL et al., 2013;
SANTONOCITO et al., 2014).
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A adicdo de EVs extraidas do fluido folicular de bovinos em meio de maturagéo
de odcitos de ratas e vacas, acarretou uma melhor expanséo das células do cummulus bem
como aumentou a expressdo de genes relacionados a estas células ambas as espécies
(HUNG; CHRISTENSON; MCGINNIS, 2015).

2.2.  Estresse Térmico

Em condicdes de estresse térmico (ET) uma vaca holandesa de alta producao pode
atingir temperatura retal de 41,0°C, enquanto que sua temperatura média em condi¢des
de termoneutralidade é de 38,5 a 39,0°C. Porém, quando levamos em consideragdo os
Orgdos do sistema reprodutivo, esse aumento na temperatura € ainda mais relevante, pois
a temperatura uterina pode atingir valores 0,2 a 0,5°C maiores que a retal
(GWAZDAUSKAS; THATCHER; WILCOX, 1973).

Para a determinacdo da gravidade do ET sofrido pelos animais podemos utilizar o
indice de temperatura e umidade (THI). Para determinarmos o THI utilizamos a maior
temperatura registrada e a menor umidade relativa do ar com auxilio da formula que segue

onde a temperatura ¢ representada pela letra “T” e a umidade pela letra “H”:
THI= (((9/5)T)+32)-((11/2)-(11/2)H)(((9/5) T)-26))/100

Foi realizada uma classificacdo do ET sofrido por vacas leiteiras pelo THI.
Quando o THI esta abaixo de 72 ndo ha ET. Quando entre 73 e 79 estresse suave, de 80
a 90 estresse moderado e acima de 91 estresse severo (ARMSTRONG, 1994).

Sob ET o organismo possui alguns mecanismos para tentar restabelecer a
temperatura ideal, sendo assim uma forma de perder calor é pela pele. Para tanto, ocorre
um direcionamento de maior aporte sanguineo para a periferia em detrimento dos 6rgaos
internos. Esse direcionamento diminui a quantidade de sangue que atinge os 0rgaos
internos e por conseguinte o Utero e 0s ovarios, causando assim a queda da concentracao
de nutrientes e hormonios para esses orgdos (GWAZDAUSKAS; THATCHER;
WILCOX, 1973). Recentemente foi demonstrado que o aporte sanguineo para o sistema
reprodutivo interno, dtero e ovarios diminui de 20 a 30% em animais sob ET, enquanto
que o fluxo sanguineo para a vulva aumenta cerca de 40%, devido a vasodilatacdo
periférica (ROCHA et al., 2012).
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Em temperaturas acima da faixa de conforto, a respiracao e a pele sdo as principais
formas de perda de calor por vacas leiteiras (GEBREMEDHIN; WU, 2001). Alguns
fatores afetam principalmente a perda de calor cutéaneo, o vento, a umidade relativa do ar
e a temperatura ambiente. Ja os fatores relacionados ao animal sdo: espessura e densidade
do pelo, concentracdo e funcionalidade de glandulas sudoriparas, tamanho e cor do pelo,
cor da pele e controle da vascularizagcdo epidermal (COLLIER et al., 2008). Estudos
mostraram que vacas de leite conseguem manter suas temperaturas internas estaveis
quando a temperatura cutanea esta abaixo de 35°C. Acima de 35°C o animal comeca a

acumular o calor proveniente do ambiente (POLLARD et al., 2005).

Nas células, o estresse térmico (ET) leva a expressao de varios genes protetores
que séo regulados pelo fator de transcricdo do estresse térmico (HSF) (PIRKKALA;
NYKANEN; SISTONEN, 2001; PAGE et al., 2006). O HSF rege a producao de proteinas
do choque térmico (HSP), que possuem func@es protetoras contra a hipertermia, hipoxia
e isquemia cerebral durante o ET (LEE et al., 2006). Acredita-se que a resposta ao ET
seja um mecanismo integrado de células e tecidos com o propoésito de diminuir o dano
das temperaturas elevadas a celula (COLLIER et al., 2008).

Quando as células sdo expostas a temperatura acima da faixa de conforto, algumas
alteracdes ocorrem como: inibicdo da producao de proteinas, alteraces no citoesqueleto,
disfuncdes metabdlicas, mudancas na dindmica da membrana plasmatica e diminuicdo da
proliferacdo celular (SONNA et al., 2002). Essas alteragdes levam a mudangas na
expressao de alguns genes e consequentemente na producgédo proteica (LANKS, 1986;
LINDQUIST, 1986). O tempo e a eficiéncia da adaptacdo a essas condi¢fes é o que vai
determina a viabilidade ou a morte celular (COLLIER et al., 2008).

Outro fato importante observado durante o ET € a queda do nimero de receptores
hepaticos de hormonio do crescimento (GH), que juntamente com o fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1), os quais sdo importantes na producéo de leite e também
na reproducdo, além de controlarem a gliconeogénese (COLLIER et al., 2008).

Foi observado em regides tropicais que durante o verdo ocorre uma queda
acentuada da observacéo de cios e, por outro lado, maior niumero de doses de sémen por
prenhez e maior periodo de servigco (tempo em que a vaca esta lactante, porém sem estar
gestante) (BONI; PERRONE; CECCHINI, 2014). Outro fator importante durante 0 ET €

a queda do apetite e da ingestdo de matéria seca, fatos que levam a um prolongamento do
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periodo de balanco energético negativo e assim aumento no intervalo entre partos (DE
RENSIS; SCARAMUZZI, 2003).

No ciclo estral, o estresse calorico pode interferir de algumas formas, promovendo
a reducdo do tamanho dos foliculos, que esta associado com a reducdo da concentragdo
de estradiol plasmatico. Acredita-se que essa reducdo esteja intimamente relacionada com
problemas durante a esteroidogénese (WILSON et al., 1998). Estudos in vitro mostraram
que em condi¢bes de temperatura elevada ha uma diminuicdo da producdo de
androstenediona e estradiol por foliculos dominantes (WOLFENSON et al., 1997); com
uma menor producdo de estradiol. Ainda, ocorre retardo da ovulagdo (SHEHAB-EL-
DEEN et al., 2010) e da capacidade luteolitica, que esta relacionada com a producao
estrogénica (BRIDGES; BRUSIE; FORTUNE, 2005).

Todavia 0 ET pode alterar todas as fases do desenvolvimento folicular, como pode
ser observado pela diminuicdo da diferenca de tamanho entre foliculos subordinados e
dominantes, tanto animais que sofreram longos periodo de ET como animais submetidos
a periodos curto de estresse, ambos apresentaram uma continuagdo do crescimento dos
foliculos subordinados por mais tempo (WOLFENSON et al., 1995; WILSON et al.,
1998; GUZELOGLU et al., 2001).

Em vista da auséncia da dominancia total de um dos foliculos, hd uma antecipacédo
da segunda onda. Esse fenbmeno provavelmente esta relacionado a baixa concentracdo
de inibina, que por sua vez ndo inibe a secrecdo de FSH, permitindo o crescimento do
foliculo subordinado (ROTH et al., 2000). Essa falha na dominancia além de atrapalhar
0 desenvolvimento correto da segunda onda (ROTH et al., 2000), ainda altera a
conformacéo uterina e a liberacdo de PGF2a (SHAHAM-ALBALANCY et al., 2001),
diminuindo a capacidade de implantacdo do embrido (DE RENSIS; SCARAMUZZI,
2003).

Recentemente, observou-se que o0 ET levou a um aumento da taxa de perda fetal,
diminuiu a porcentagem de prenhez, aumentou o nimero de fetos mortos ao nascimento,
aumentou a taxa de abortamento, e por fim aumentou o periodo de espera (periodo entre
0 nascimento e a primeira inseminacéo) e o intervalo entre o os partos (EL-TARABANY;
EL-TARABANY, 2015)

O efeito do ET sobre a liberacdo de LH é muito controverso. Alguns autores
relatam aumento da liberagcdo de LH (ROMAN-PONCE; THATCHER; WILCOX, 1981),
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enquanto outros relatam que ndo ha alteracio (GWAZDAUSKAS; THATCHER;
WILCOX, 1973; GAUTHIER, 1986) e ainda existem autores que defendem a diminuic¢éo
da liberacdo de LH devido ao ET (MADAN; JOHNSON, 1973; WISE et al., 1988;
GILAD etal., 1993; LEE, 1993). A teoria mais aceita ainda é que o ET leve a diminuicéo
da liberagdo de LH pela diminuicdo da amplitude (GILAD et al., 1993) e da frequéncia
(WISE et al., 1988) dos pulsos deste hormonio, sendo assim o foliculo dominante
desenvolve-se em baixas concentracGes de LH, resultando em uma menor liberagéo de
estradiol e uma diminuicdo na expressdo do estro e consequentemente reducdo na
fertilidade (DE RENSIS; SCARAMUZZI, 2003).

O efeito do ET sobre a concentracdo plasmética de progesterona é muito
discutivel, porém acredita-se que esta condicdo leva a queda da progesterona,
principalmente devido a diminuicdo da ingestdo de matéria seca (DE RENSIS;
SCARAMUZZI, 2003). Sendo assim a diminuicdo da concentracdo deste hormonio
implica em baixa fertilidade devido ao comprometimento do desenvolvimento folicular

levando a formac&o de um odcito de baixa qualidade (AHMAD et al., 1995).

N&o se sabe ao certo qual é o fator principal da diminuigdo dos niveis plasmaticos
dos hormonios reprodutivos. Uma teoria para esse fenbmeno é que o estresse estimula a
liberacdo de corticoides endogenos (ROMAN-PONCE et al., 1977) que por sua vez
inibem a liberacdo do GnRH fazendo com que a secrecao de LH e FSH fique prejudicada
(GILAD et al., 1993).

E importante lembrar que animais sob ET diminuem a ingestao diéria de alimentos
cerca de 30% (WEST, 1999). Portanto, uma vaca leiteira de alta produgédo, normalmente
em balanco energético negativo no periodo pds-parto, sob ET apresenta reducdo da
insulina, levando a lipdlise e, consequente, aumento da concentracdo de acidos graxos
ndo esterificados na corrente sanguinea (BERNABUCCI et al., 2010), resultando na
diminuicdo da qualidade oocitaria (AARDEMA et al., 2011).

Em se tratando mais especificamente do o0cito na espécie bovina, foi relatado que
0 ET leva a reducédo na capacidade do oocito se desenvolver em blastocisto (TORRES-
JUNIOR et al., 2008), aumenta a chance de ocorrer anomalias durante a maturago
oocitaria (ANDREU-VAZQUEZ et al., 2010), diminui a porcentagem de embrides
saudaveis (PUTNEY; DROST; THATCHER, 1988) e reducdo da esteroidogénese
(ROTH; MEIDAN; WOLFENSON, 2001). A queda na capacidade oocitaria pode estar



20

associada ao fato dos odcitos sofrerem alteragdes morfologicas (ZERON et al., 2001).
AlteracGes no perfil de acidos graxos de membrana e da homogeneidade do citoplasma
estdo presentes durante o, assim como foram observadas falhas no armazenamento do
MRNA e da transcricdo reversa desse o6citos (GENDELMAN; ROTH, 2012).

Em odcitos ndo fertilizados, notou-se a presencga de espermatozoides acessorios,
fato que indica falha reprodutiva de origem oocitaria (SARTORI et al., 2002). Uma vez
que o animal sofra a injaria do ET, o ovério leva pelo menos trés ciclos estrais para
retornar a producdo de odcitos com a mesma qualidade observada antes do ET (ROTH et
al., 2001).

2.3. Vesiculas extracelulares e proteinas de choque térmico

As proteinas de choque térmico (heat-shock proteins - HSP), foram descobertas
por acaso devido a uma falha na regulacdo da temperatura de uma estufa utilizada para
cultivar células de Drosophila spp (RITOSSA, 1996). As HSPs foram também
associadas ao estresse ndo-térmico (DE MAIO, 2011). As HSPs estdo presentes mesmo
em células ndo estressadas e possuem fundamental importancia na recuperacdo pos-
estresse e protecdo contra novos episodios (GIFFARD et al.,, 2008). As HSPs sédo
produzidas no citoplasma celular e sdo liberadas pelo transporte ativo dos complexos de
golgi e ndo podem ser inibidas pelas vias comum de inibicdo dessa organela (NICKEL;
SEEDORF, 2008).

O fator de chogue térmico 1 (HSF1) é o principal fator responsavel pela expressédo
dos genes relacionados com as HSPs durante episodios de hipertermia (PIRKKALA,
NYKANEN; SISTONEN, 2001). Igualmente o HSF1 estd relacionado com o

metabolismo de carboidratos, transporte celular e ao citoesqueleto (PAGE et al., 2006).

A HSP70 se faz presente também no fluido extracelular de ratos, humanos e
bovinos (KRISTENSEN et al., 2004; FLESHNER; JOHNSON, 2005). O aumento na
concentracdo plasmatica de HSP70 ocorre em ocasides relacionadas a varios tipos de
estresse (JOHNSON, 2005; ANEJA et al., 2006). A ativacao de receptores adrenérgicos,
associados com a resposta fisiologica ao estresse, gerou um aumento na concentragdo
plasmatica de HSP; enquanto que o blogueio desses receptores preveniu a elevacdo da
concentragdo sanguinea de HSP (JOHNSON, 2005). A HSP70 extracelular é originaria
de células mortas (MAMBULA; CALDERWOOD, 2006), e a sua presenca fora da célula
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auxilia na estimulacdo da resposta imune inata (CAMPISI; LEEM; FLESHNER, 2003;
FLESHNER; JOHNSON, 2005; ANEJA et al., 2006).

Em células epiteliais da glandula mamaria de vacas leiteiras submetidas ao ET
(42°C), observou-se aumento na expressdo de HSP70. Esse aumento durou 8 horas, até
que os genes relacionados com a apoptose foram ativados (COLLIER; STIENING,
2006).

Alguns hormonios estdo relacionados com o aumento das HSP durante periodos
de ET. A melatonina e a prolactina aumentam a expressao de HSP70 em células mamaérias
bovinas durante ET, enquanto que a leptina leva a um decréscimo da expressao
(COLLIER et al., 2008). Outros hormonios envolvidos nesse fendmeno sdo o0s
glicocorticoides, que penetram no citoplasma celular e induzem a liberagéo de HSP70 e
90 que estdo ligadas ao receptor de glicocorticoide. Esta é a primeira linha de defesa
celular contra o ET devido ao fato das HSPs ja estarem no citoplasma, ndo precisando
serem sintetizadas (VIJAYAN; RAPTIS; SATHIYAA, 2003).

A HSP90 possui fungbes reprodutivas como regulacdo da esteroidogénese e
desenvolvimento folicular (FANG et al., 1996; POWELL et al., 2010; KOBAYASHI et
al., 2013; DEB et al., 2014). Apresenta expressao aumentada em animais sob ET, além
de auxiliar na termorregulacdo e na sobrevivéncia celular sob altas temperaturas
(JOHNSON; TOFT, 1994).

O primeiro relato de transporte de HSP via vesiculas data de 2008, quando foi
observado HSP no interior de vesiculas secretas por células do sistema imune (VEGA et
al., 2008).

Atualmente a HSP70 esta relacionada com a ativacdo de macréfagos, neutrofilos
e monadcitos (ASEA et al., 2000; BASU et al., 2001; VABULAS et al., 2002; GASTPAR
et al., 2004; ANEJA et al., 2006; KOVALCHIN, PHD et al., 2006; WANG et al., 2006;
GALLOWAY et al., 2008; VEGA et al., 2008). Além disso as HSPs possuem funcdes
imunossupressoras ou imunoestimulatérias, dependendo da circunstancia (POCKLEY;
MUTHANA; CALDERWOOD, 2008).

A HSP 70 em EVs em fluido uterino de ovelhas foi descrita com 14 dias de
prenhez, periodo que ocorre 0 reconhecimento materno da gestacao, levando a ideia de

que as EVs juntamente com HSP estéo envolvidas neste fendmeno. Refor¢ando essa ideia
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foi observado que os EXOs produzidos no endomeétrio carregam mRNAS de genes

importantes para a diferenciacdo das células do trofoectoderma (BURNS et al., 2014).

As informacGes contidas nessa revisdo nos levam a concluir, que o ET age de
forma geral nos bovinos leiteiros causando muitos prejuizos. O ET pode modificar a
comunicacao celular pelas EVs. Essa € uma outra via que necessita ser estudada com o
objetivo de entender mais profundamente como o ET interfere na reproducéo de fémeas

bovinas.
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3. HIPOTESE

EVs extraidas do fluido folicular de vacas leiteiras submetidas ou ndo a condigdes
de ET, possuem a capacidade de modular a morfologia e a expressao génica de complexos

cummulus-o6citos bovinos maturados in vitro.

4. OBJETIVO GERAL

Efeito da adicdo de EVs extraidos do fluido folicular de vacas leiteiras submetidas

ou ndo a condicOes de ET durante a maturacao oocitaria in vitro.
Objetivos especificos

Quantificar a abundancia de mRNA de genes relacionados com a qualidade e
capacidade oocitaria e genes relacionados ao ET tanto no odcitos como nas células do

cummulus.
Avaliar a taxa de maturacdo nuclear oocitaria através da progressao meiotica.

Avaliar a taxa de apoptose dos odcitos pela marcacdo do DNA celular.
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como B4 pelo QUALIS — CAPES de 2015.

VESICULAS EXTRACELULARES: UMA FORMA DE COMUNICACAO
INTRAFOLICULAR

1. RESUMO

A producdo de leite de bovinos taurinos apresenta uma série de entraves em
regides tropicais como o Brasil. Um desses entraves é o estresse térmico (ET), que
acarreta uma perda econdmica importante para os produtores. A perda de capital deve-se
em grande parte a queda na producdo de leite e nas falhas reprodutivas associadas ao ET.
Ja foram demonstradas varias alteraces reprodutivas oriundas do ET. A nivel celular foi
notada a comunicacdo entre células foliculares, por meio de vesiculas extracelulares
(EVs). Foi observado a comunicacédo entre células do cummulus e células da granulosa
através de EVs. Sendo assim esta revisdo tem por finalidade correlacionar as EVs
produzidas no interior dos foliculos com os efeitos do ET sobre os 0dcitos bovinos.

Palavras-Chaves: odcito, células do cummulus, estresse térmico

EXTRACELLULAR  VESICLES: A FORM OF COMMUNICATION
INTRAFOLLICULAR

ABSTRACT

The production of taurine cattle milk presents a number of obstacles in
tropical regions like Brazil. One of these barriers is the thermal stress (ET), which entails
a major economic loss for producers. The loss of capital should largely fall in milk
production and reproductive failures associated with ET. Already it has been
demonstrated several reproductive changes arising from the ET. At the cellular level it
was noted between the communication follicular cells through extracellular vesicles
(EVs). communication was observed between cumulus cells and granulosa cells by EVs.
So this review is intended to correlate the EVs produced inside the follicles with the
effects of ET on bovine oocytes.

Key Words: oocyte, cumulus cells, heat stress

VESICULAS EXTRACELULAR: UNA FORMA DE COMUNICACION
INTRAFOLLICULAR

RESUMEN

La produccion de leche en el ganado taurina presenta una serie de obstaculos en
las regiones tropicales como Brasil. Una de estas barreras es la tension térmica (ET), lo
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que implica una pérdida econdmica importante para los productores. La péerdida de capital
debe caer en gran medida en la produccion de leche y fallas reproductivas asociadas con
ET. Ya se ha demostrado varios cambios reproductivos derivados de la ET. A nivel
celular se observo entre las células foliculares de comunicacion a traves de vesiculas
extracelulares (EVs). Se observo la comunicacion entre las células del cimulo y células
de la granulosa de los vehiculos eléctricos. Lo que esta revision se pretende correlacionar
los vehiculos eléctricos producidos en el interior de los foliculos con los efectos de ET en
ovocitos bovinos.

Palabras clave: ovocitos, células del cumulus, el estrés por calor

2. INTRODUCAO

Regibes de clima tropical, apresentam verdo com elevadas temperaturas médias,
sdo bem conhecidos os decréscimos de fertilidade observados nos taurinos principalmente
nos animais da raca Holandesa durante os meses mais quentes do ano. As perdas
produtivas e reprodutivas associadas com o estresse térmico (ET) tém um significativo
impacto econdmico (1). Estimou-se que em regides tropicais essa perda chega a €
69.379,00 por ano na bovinocultura leiteira devido aos efeitos do ET (2). Vacas sob ET
podem diminuir sua producéo de leite diaria em até 40% (3). J& no &mbito da reproducéo
0 ET ocasiona a diminui¢do do crescimento folicular, reducdo das concentragdes séricas
de estradiol, comprometimento da dominancia folicular e, ainda, atraso no dia esperado
da lutedlise (4); levando assim falhas na fecundacdo, falhas no desenvolvimento
embrionario, e no reconhecimento materno da gestacéo (5,6). Entretanto, 0s mecanismos
fisiol6gicos que levam a infertilidade no verdo séo apenas parcialmente compreendidos.

Dentre os varios fatores presentes neste microambiente encontram-se as vesiculas
extracelulares (EVs) as quais exibem funces bioldgicas pleiotrdpicas (7). Os fatores que
influenciam na classificacdo dessas vesiculas sao o tamanho, o formato, as proteinas de
membranas, alguns lipidios estruturais e a origem. Estudos mostram também a presenca
de EXOs e MVs em diversos fluidos biolégicos como saliva, plasma, urina (8-11) e
também no liquido folicular de éguas (12). Essas EVs transportam principalmente,
proteinas, microRNAs (miRNAs) e RNAs mensageiros (MRNAS) e sua bicamada lipidica
protege esse biomaterial (13).

AS EVs apresentam sua liberagdo estimulada por eventos que levam a injlria
celular como estresse fisico ou quimico (14). O ET leva a alteragdes metabdlicas que
geram este tipo estresse (15). As EVs sdo liberadas por células foliculares e desempenham
funcdo importante na transferéncia de moléculas para a células da granulosa e odcito
(16,17). Com base no exposto esta revisdo tem como objetivo demonstrar a importancia
da comunicacao celular pelas EVs e sua relagdo com a reproducdo bovina durante
episddios de estresse térmico.
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3. DESENVOLVIMENTO DO ASSUNTO
3.1. Microvesiculas e Exossomos

A comunicacdo intercelular é muito importante para garantir uma resposta
uniforme dos diferentes componentes do tecido (18). As células podem se comunicar pelo
fluido extracelular (19), por ligacbes mediadas por moléculas e por nanotubos que
estabilizam a passagem de substancias da superficie e de componentes do citoplasma
(20,21).

A descoberta de estruturas circulares secretadas pelas células ndo é recente.
Quando foram descobertas acreditava-se que eram resultado de um processo celular
especifico e, demonstrou-se que tinham funcdo de transportar enzimas funcionais na
mesma propor¢ao encontrada no citoplasma das células de origem (22). Entretanto apenas
estudos mais recentes demonstraram func@es para as EVs secretadas por diversos tipos
de células (18). Vesiculas extracelulares sdo classificadas de acordo com o tamanho,
morfologia, tipos de proteinas e lipideos da membrana e a sua origem. As MVs e 0s EXOs
apresentam, respectivamente, didmetros entre 100 e 1000 nm e 40 a 150 nm (23,24).

As MVs sdo produzidas pela membrana plasmatica enquanto que os EXOs sdo
produzidos dentro de corpos multivesiculares e sdo secretados pela fusdo entre a
membrana plasmatica e a membrana dos corpos multivesiculares (25). As MVs se
originam pela fusdo entre a membrana endossomal e a membrana plasmatica e ap0os essa
fusdo, estes componentes celulares sdo liberados pela superficie celular (26,27).
Conforme a Vesiclepedia cita (28), ja foram descritas 43 mil proteinas, 342 lipideos, 20
mil RNAs mensageiros e 2400 microRNAs no interior das EVs de diferentes tipos
celulares e organismos.

Atualmente, ja se sabe que os EXOs sdo produzidos pela internalizacdo da
membrana formando endossomos, que por sua vez sdo recobertos por outra membrana
levando a formacéo dos corpos multivesiculares (MVBs) (29,30). Apds essa formacao
ocorre a fuséo entre os MVBs e a membrana plasmatica e liberam os EXOs do seu interior
(312).

As EVs apresentam importante funcdo no espaco intercelular e desempenha um
papel de regulacdo da comunicacédo entre as células (18). Esta hip6tese é fundamentada
em observacdes que demonstraram que EVs liberadas pela célula doadora podem
interagir com receptores especificos em outras células promovendo na célula alvo uma
estimulacao direta ou transferindo receptores de ligagédo (32,33). Esta interacéo pode ser
limitada por uma ligacdo a um receptor na membrana da célula alvo, concretizando uma
plataforma de recebimento dos complexos multimoleculares ou conduzindo um sinal para
a célula, ambos processos necessitam da internalizacdo das EVs (34). Quando
internalizadas as EVs podem fundir suas membranas com os endossomos e liberar seu
contetido no citoplasma das células alvo; outro caminho que as vesiculas podem seguir é
pela ndo ligagcdo com os endossomos e ocorrer a transferéncia destas para os lisossomos
ou serem descartadas pela fusdo com a membrana plasmatica (34).
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A primeira observacédo de EVs em fluido folicular de mamiferos foi descrita em
éguas, pela microscopia eletronica e citometria de fluxo. Apds a constatacdo da existéncia
das mesmas foi estudado a capacidade das vesiculas em penetrar nas células da granulosa.
Com o uso de EVs marcadas por fluorescéncia demonstrou-se a capacidade das vesiculas
em adentrar as células da granulosa tanto in vivo como in vitro (12). Outro grupo de
pesquisadores observou que miRNAs presentes em EXOs isolados de fluido folicular de
bovinos estdo associados com a maturagéo oocitaria, sugerindo que estes miRNAs podem
ser utilizados como marcadores de qualidade oocitaria (35).

Ainda ndo esté claro se as células do cummulus, as células da granulosa e ou 0s
odcitos secretam as EVs. O primeiro passo foi a realizacdo da microscopia eletrdnica do
fluido folicular de foliculos entre 3 e 6 mm de didmetro, normalmente usados em
procedimentos de aspiracdo para coleta de odcitos, assim pode-se observar a presenca de
MVBs contendo EXOs no interior das células da granulosa e células do cummulus,
sugerindo entdo que estes tipos celulares produzem e liberam as EVs para o fluido
folicular (36).

Estudos levantaram a hipétese de que os EXOs desempenham fungdo importante
de transferir moléculas para a células da granulosa, na metade e no fim do ciclo estral de
bovinos, os EXOs atuam aumentando a proliferacdo celular e estimulando a expressao de
receptores de LH. As EVs sdo produzidas no interior dos foliculos e agem sobre as células
da granulosa (16).

A adicdo de EVs extraidas do fluido folicular de bovinos em meio de maturagdo
de odcitos de ratas e vacas, acarretou uma melhor expanséo das células do cummulus bem
como aumentou a expressao de genes relacionados a estas células ambas as espécies (37).

3.2.  Estresse Térmico

Em condigdes de estresse térmico (ET) uma vaca holandesa de alta producgéo pode
atingir temperatura retal de 41,0°C, enquanto que sua temperatura média em condicdes
de termoneutralidade é de 38,5 a 39,0°C. Porém, quando levamos em consideracdo 0s
Orgaos do sistema reprodutivo, esse aumento na temperatura € ainda mais relevante, pois
a temperatura uterina pode atingir valores 0,2 a 0,5°C maiores que a retal (38).

‘Sob ET o organismo possui alguns mecanismos para tentar restabelecer a
temperatura ideal, sendo assim uma forma de perder calor € pela pele. Para tanto, ocorre
um direcionamento de maior aporte sanguineo para a periferia em detrimento dos 6rgaos
internos. Esse direcionamento diminui a quantidade de sangue que atinge os 6rgdos
internos e por conseguinte o Utero e 0s ovarios, causando assim a queda da concentracao
de nutrientes e hormdnios para esses 0rgéos (38). Recentemente foi demonstrado que o
aporte sanguineo para o sistema reprodutivo interno, Utero e ovarios diminui de 20 a 30%
em animais sob ET, enquanto que o fluxo sanguineo para a vulva aumenta cerca de 40%,
devido a vasodilatacdo periférica (39).
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Nas celulas, o estresse térmico (ET) leva a expressao de varios genes protetores
que sdo regulados pelo fator de transcri¢do do estresse térmico (HSF) (40). O HSF rege a
producdo de proteinas do choque térmico (HSP), que possuem funcbes protetoras contra
a hipertermia, hipdxia e isquemia cerebral durante o ET (41). Acredita-se que a resposta
ao ET seja um mecanismo integrado de células e tecidos com o proposito de diminuir o
dano das temperaturas elevadas a celula (42).

Quando as células séo expostas a temperatura acima da faixa de conforto, algumas
alteracbes ocorrem como: inibicdo da producgéo de proteinas, alteracfes no citoesqueleto,
disfuncbes metabolicas, mudancas na dindmica da membrana plasmaética e diminuigéo da
proliferacdo celular (43). Essas alteracGes levam a mudangas na expresséo de alguns
genes e consequentemente na producéo proteica (44). O tempo e a eficiéncia da adaptagéo
a essas condicBes € o que vai determina a viabilidade ou a morte celular (42).

Todavia 0 ET pode alterar todas as fases do desenvolvimento folicular, como pode
ser observado pela diminui¢do da diferenca de tamanho entre foliculos subordinados e
dominantes, tanto animais que sofreram longos periodo de ET como animais submetidos
a periodos curto de estresse, ambos apresentaram uma continuagdo do crescimento dos
foliculos subordinados por mais tempo (45).

Em vista da auséncia da dominancia total de um dos foliculos, hd uma antecipacéo
da segunda onda. Esse fenbmeno provavelmente esta relacionado a baixa concentracdo
de inibina, que por sua vez ndo inibe a secregdo de FSH, permitindo o crescimento do
foliculo subordinado (46). Essa falha na dominéncia além de atrapalhar o
desenvolvimento correto da segunda onda (46), ainda altera a conformacéo uterina e a
liberacdo de PGF2a (47), diminuindo a capacidade de implantagcdo do embri&o (6).

Recentemente, observou-se que o0 ET levou a um aumento da taxa de perda fetal,
diminuiu a porcentagem de prenhez, aumentou o nimero de fetos mortos ao nascimento,
aumentou a taxa de abortamento, e por fim aumentou o periodo de espera (periodo entre
0 nascimento e a primeira inseminacao) e o intervalo entre o os partos (48)

O efeito do ET sobre a liberacdo de LH é muito controverso. Alguns autores
relatam aumento da liberacdo de LH (49), enquanto outros relatam que ndo hé alteracao
(38,50) e ainda existem autores que defendem a diminuicéo da liberacdo de LH devido
ao ET (51-54). A teoria mais aceita ainda é que o ET leve a diminuicdo da liberacdo de
LH pela diminuicdo da amplitude (53) e da frequéncia (52) dos pulsos deste horménio,
sendo assim o foliculo dominante desenvolve-se em baixas concentragBes de LH,
resultando em uma menor liberacdo de estradiol e uma diminuicdo na expressdo do estro
e consequentemente redugdo na fertilidade (6).

Em se tratando mais especificamente do o0cito na espécie bovina, foi relatado que
0 ET leva a reducéo na capacidade do odcito se desenvolver em blastocisto (55), aumenta
a chance de ocorrer anomalias durante a maturagéo oocitaria (56), diminui a porcentagem
de embrides saudaveis (57) e reducdo da esteroidogénese (58). A queda na capacidade
oocitéria pode estar associada ao fato dos oocitos sofrerem alteragcdes morfoldgicas (59).
AlteracGes no perfil de acidos graxos de membrana e da homogeneidade do citoplasma
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estdo presentes durante o, assim como foram observadas falhas no armazenamento do
MRNA e da transcricao reversa desse oocitos (60).

4, CONCLUSAO

Com base no exposto podemos concluir que as EVs desempenham uma fungéo
importante na comunicacao celular de varios tecidos, inclusive reprodutivos. Sendo assim
0 ET possui a capacidade de modificar o contetdo das EVs, portanto essas vesiculas
produzidas durante situacOes de estresse tém a capacidade de sinalizar para outras células
que devem modificar seu metabolismo visando sobreviver a situacdo adversa. Acredita-
se que células foliculares apresentam esse tipo de comunicacdo evitando assim a morte
oocitaria.
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ARTIGO 2

Artigo redigido segundo as normas da Theriogenology, ISSN 0093-691X, ranqueada
como A2 pelo QUALIS — CAPES de 2015.

EFEITO DA ADICAO DE VESICULAS EXTRACELULARES
INTRAFOLICULARES DE VACAS HOLANDESAS SUBMETIDAS AO ESTRESSE
TERMICO DURANTE A MATURACAO OOCITARIA IN VITRO

1. RESUMO

Vérios sdo 0s componentes que tem a capacidade de interferir no metabolismo e
desenvolvimento do odcito no interior do foliculos, dentre esses fatores estdo as EVs.
Sendo assim o objetivo deste estudo foi investigar a modulagdo da maturacdo oocitaria in
vitro pelas EVs extraidos de vacas submetidas ao estresse térmico (ET) ou ndo. Para tanto
12 vacas da raca holandesa foram submetidas ao ET e 12 vacas foram mantidas em
condicBes de termo-neutralidade, em seguida tiveram seus foliculos aspirados em dois
momentos do ciclo estral (pré-ovulacdo e desvio). Apés a separacdo das EVs do fluido
folicular, foram visualizados por microscopia eletrénica. As EVs foram colocados em
meio de maturacdo para avaliacdo da acdo destas vesiculas durante a maturacao oocitaria.
Ap0s 22 a 24 horas de maturacao, os 06citos e as células do cummulus foram recuperados
para posterior analise de progressdo da maturacdo, avaliacdo da taxa de apoptose e
também para expressdo de genes de interesse. Ndo foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos na andlise de progressdo meiotica tdo pouco na taxa de apoptose.
Indicando que as EVs ndo interferiram na morfologia oocitaria. A expressdo génica no
entanto demonstrou que genes relacionados a expansdo do cummulus (BMP15, HAS2,
GDF9, PTX3), metabolismo energético (BMP15,CPT1B, PFKP), IGF (IGFBP2 e 4) e
apoptose (BCL2 e STAT3), apresentaram expressao diminuida no grupo termo-neutro.
Os dados do nosso estudo indicam que o ambiente termo-neutro levou a uma sinalizagéo

intrafolicular das EVs com a finalidade de indicar uma situacdo favoravel para o odcito.

Palavras-chave: Holandesa, células do cummulus, oécito
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2. INTRODUCAO

Em paises de clima tropical, caraterizado por apresentar verdo com elevadas
temperaturas médias, sdo bem conhecidos os efeitos deletérios do estresse termico (ET)
sobre a fertilidade, observados nos taurinos, principalmente em animais da raca
Holandesa, durante os meses mais quentes do ano, que acarretam importantes perdas
econdmicas [1]. Vacas sob ET podem diminuir sua producéo de leite diaria em até 40%
[2]. J& no ambito da reproducdo o ET ocasiona a diminui¢do do crescimento folicular,
reducdo das concentraces séricas de estradiol, comprometimento da dominancia
folicular, atraso no dia esperado da lutedlise [3], e falha no desenvolvimento embrionério,
na fecundacdo e no reconhecimento materno da gestacdo [4,5]. Entretanto, os
mecanismos fisiologicos que levam a infertilidade no verdo sdo ainda parcialmente

compreendidos.

As vesiculas extracelulares (EVSs), presentes no microambiente folicular, exibem
funcBes bioldgicas pleiotropicas [6] e sdo classificadas de acordo com o seu tamanho,
formato, proteinas de membranas, lipidios estruturais e origem [7]. As microvesiculas
(MVs) sdo maiores, com o didmetro variando entre 100-1000 nm, possuem formato
irregular e possuem como origem a membrana plasmatica da célula. Os EXOs possuem

diametro entre 50-100 nm, formato de taca e tém origem dos endossomos tardios [7].

Presentes na saliva, plasma, urina [8-11] e liquido folicular [12,13], as EVs
possibilitam o transporte intercelular de importantes mensageiros, como proteinas,
miRNAs e mMRNAS [7]. Esse fenémeno, que permite a intima interacdo entre as células,
é indispensavel a coordenacdo das funcdes teciduais [14]. Células somaticas submetidas
a estresse fisico ou quimico provavelmente secretam EV's com contelido especifico capaz
modular a atividade génica e proteicas, aumentando a resisténcia celular aos agentes

estressores [15,16].

Sabendo-se que as EVs, liberadas pelas células da granulosa desempenham uma
importante via de comunicacdo intrafolicular, influenciando diretamente o
desenvolvimento do odcito [13,17]. O presente estudo teve como objetivo investigar o
efeito do meio de maturacdo enriquecido com EVs obtida do fluido folicular de vacas
holandesas submetidas a condi¢des de termo-neutralidade ou ET, sobre aspectos celulares

moduladores de CCOs maturados in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo, aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (protocolo
86/2013), foi realizado de agosto a dezembro de 2013, na fazenda Experimental Lageado,
FMVZ — Unesp, Sao Paulo Brasil (22° 53 S; 48° 26 W).

Animais

Foram empregadas 18 vacas Holandesas ndo lactantes, adultas, clinicamente
saudaveis, com escore de condi¢do corporal > 3 (escala de 1-5). Durante o experimento,
0s animais permaneceram em piquetes de Braquiéria sp, alimentados duas vezes ao dia
com dieta total, composta por feno de capim-tifton 85 (Cynodon spp.), concentrado e gua
ad libitum. A dieta foi formulada para atender ou exceder as exigéncias nutricionais de

vacas Holandesas néo lactantes, conforme recomendagdes do NRC (2001).

Protocolo de Sincronizagao

Doze vacas escolhidas por sorteio foram submetidas ao seguinte protocolo para
sincronizacdo do ciclo estral: dia -9 - aplicagdo de hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH; 50pg de lecirelina) e colocacdo de dispositivo intravaginal de P4; dia -2 -
aplica¢do de prostaglandina 2a (PGF2a; 250 pg de cloprostenol sédico) e retirada do
dispositivo intravaginal de progesterona; dia 0 — aplicacdo da segunda dose de GnRH

(50ug de lecirelina; Figura 1).

GnRH PGF2a GnRH

P4 El

Figura 1 — Diagrama do protocolo de sincronizacdo de ovulacdo Ovsynch®

adicionado de dispositivo de progesterona.
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Delineamento Experimental

O dia da ovulacéo foi determinado por ultrassonografia diaria realizada a partir da
segunda administracdo de GnRH (Dia 0 - D0). Uma vez constatada a ovulacdo, foram

sorteadas seis fémeas e aleatoriamente distribuidas em dois ambientes distintos:

o Ambiente de termo-neutralidade (n = 3): mantido & temperatura de 24°C e
com umidade relativa do ar de 60%.

. Ambiente de estresse térmico (n = 3): mantido a temperatura de 38°C e
com umidade relativa do ar de 60% durante o dia e termoneutro durante a noite (24°C),
visando mimetizar as condi¢Ges de ambiente reais.

A camara bioclimatica existente era composta por um conjunto de dois ambientes
com capacidade para trés vacas cada. O experimento foi realizado em quatro replicatas.
Trés vacas foram submetidas ao tratamento ET e trés vacas foram mantidas em condicoes
termo-neutras na primeira replicata. As vacas da primeira replicata do grupo submetido
ao ambiente de ET ndo foram subsequentemente utilizadas, enquanto que as alojadas no
ambiente termo-neutro foram ser reutilizadas nas demais replicatas do ambiente de ET.

Assim, ao final do estudo 12 vacas foram submetidas a cada tratamento.

No dia 9, os dois maiores foliculos (F1 e F2, respectivamente, 0 maior € 0 menor)
foram aspirados com um sistema de duas vias de modo individual e seus contetdos
processados. Em seguida, foi realizada a ablacdo dos foliculos remanescentes. A partir
desse dia foi monitorada diariamente por ultrassonografia a emergéncia e o
desenvolvimento da nova onda folicular. No dia da determinacdo do estabelecimento da

dominancia (F1 >8,5 mm), F1 e F2 foram também aspirados individualmente.

O procedimento de aspiracao folicular foi realizado utilizando-se um equipamento
de ultrassom (MyLab30 VetGold, Esaote, Italy) com transdutor microconvexo de 5,0 e
7,5 mHz acoplado a uma guia de bidpsia para uso transvaginal. As aspiragdes foram
realizadas com agulhas 18G descartaveis e sistema de mangueiras de silicone de duas
vias. Para evitar movimentos peristalticos e desconforto ao animal, em cada aspiracao,
foi utilizada anestesia epidural com 5 mL de cloridrato de lidocaina 2% seguida da
limpeza da regido perineal com agua e alcool. A seguir o transdutor foi inserido na
cavidade vaginal e, com auxilio de manipulacéo transretal, os ovarios foram posicionados
para obtengdo de uma boa visibiliza¢do ultrassonografica. Os foliculos a serem aspirados

foram posicionados na linha de puncédo indicada na tela do ultrassom e, apds inserir a
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agulha no foliculo a ser aspirado, um operador acionou as seringas acopladas ao sistema
de duas vias para lavagem e recuperacdo do fluido folicular. O meio de aspiragdo e
lavagem do sistema era composto de PBS e heparina sodica (10000UI/L).

Isolamento das vesiculas extracelulares

As EVs foram obtidos a partir do fluido folicular recuperado. Foram realizados
pools de fluido folicular de cada grupo, formando um total de 4 grupos. O fluido folicular
de cada pool foi centrifugado trés vezes consecutivas a temperatura de 4°C, a 300xg por
10 min, a 2000xg por 10 min e a 16500xg por 30 min. Posteriormente, 0s sobrenadantes
foram depositados em tubos préprios da ultracentrifuga (Sorvall MTX 150 - Micro-
Ultracentrifuga, Thermo Scientific, EUA) e foram ultracentrifugados a 120000xg por 70
min a 4°C, e o pellet proveniente desta etapa foi lavado em PBS (pH= 7,4) e
ultracentrifugado novamente a 120000xg por 70 min 4°C. O pellet, contendo as EVs foi
diluidos em PBS (propor¢dao de 1 mL de fluido/100 pL de PBS) e aliquotados para a

utilizacdo nos experimentos.
Validagio do modelo experimental

Para comprovar a presenca de EVs no fluido folicular provenientes de vacas
submetidas ou ndo ao ET, o pellet das vesiculas dos grupos experimentais foram inseridos
em uma grade revestida de niquel e fixados com 2% de paraformaldeido e 2,5% de
glutaraldeido. Apos a fixacdo foram lavados com PBS (pH= 7,4) e contrastados com 2%
de acetato de uranila e 0,13% de metil celulose acrescido de 0,4% de acetato de uranila.
Apo6s esse procedimento, as grades foram analisadas sob microscopia eletronica de
transmisséo para a validagdo da presenca de EVs no fluido folicular.

Efeito da adicdo de EVs sobre a maturacéo oocitaria in vitro

Os ovarios, predominantemente de fémeas Bos indicus, foram obtidos em
um abatedouro localizado a cerca de 50km de distancia do laboratorio. Os ovéarios foram
transportados do abatedouro até o laboratério em aproximadamente 40 minutos em
recipiente térmico contendo solugdo de NaCL a 0,9% estéril aquecida a 30°C. No
laboratério, foram lavados em solucdo NaCL a 0,9%, higienizados com &lcool 70%, e 0s
foliculos com diametro entre 3 e 8 mm foram aspirados. O fluido folicular recuperado foi
depositado em tubo cénico e entdo colocado em repouso no banho seco a 35°C para a

formagéo do pellet de células. O pellet recuperado foi colocado, juntamente com 5 mL de
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liquido folicular, em placa de Petri (90mm) para rastreamento e selecdo dos complexos
cummulus-odcito (CCOs) de grau 1 e 2 de acordo com Stojkovic et al. (2001). Portanto,
apenas odcitos com citoplasma homogéneo e granulagdes finas, ou com pequenas areas
mostrando pigmentacOes irregulares, e mdltiplas camadas compactas de células do

cummulus foram utilizados nos experimentos.

Grupos de 20 CCOs foram cultivados em gotas de 90 uL de meio basico contendo
90 pL de meio TCM 199 com sais de Earles, glutamina e NaHCO3 (Sigma) e
suplementado com piruvato (22ug/mL), amicacina (75pug/mL) e FSH (1pg/ml). A
maturacéo in vitro foi realizada a 38,5°C por 22/24 horas, em atmosfera Umida e gasosa
com 5,5% de CO2. Os tratamentos foram adicionados ao meio basico de maturacao,
conforme descrito abaixo. Os efeitos dos diferentes tratamentos foram analisados em 4

réplicas (20 CCOs/réplica) de cada um dos grupos experimentais descritos abaixo:
. Grupo 1: Controle 1 (Meio comercial — Progest®)
. Grupo 2: Controle 2 ; 81pL de Meio base + 9 uL de PBS.

. Grupo 3: TNM1 81 puL Meio base + 9 uL de EVs extraidos de foliculos

pré-ovulatorios de fémeas néo estressadas diluidas em PBS.

. Grupo 4: TNM2 81 pL Meio base + 9 uL de EVs extraidos de foliculos

pré-desvio de fémeas ndo estressadas diluidas em PBS.

. Grupo 5: ESM1 81 pL Meio base + 9 pL de EVs extraidos de foliculos

pré-ovulatorios de fémeas estressadas diluidas em PBS.

. Grupo 6: ESM2 81 pL Meio base + 9 pL de EVs extraidos de foliculos

pré-desvio de fémeas estressadas diluidas em PBS.

Apds 22/24 horas de maturacdo, a progressao meiotica, a fragmentacdo de DNA
(apoptose) e expressdo de genes relacionados a competéncia do CCOs, em odcitos e

células do cummulus separadamente, foram realizadas.

Avaliacao da maturacao nuclear e apoptose em odcitos

Ap0s 22h de maturacdo, os CCOs foram desnudos mecanicamente por pipetagens
sucessivas em PBS contendo 1mg/ml de PVP (PBS-PVP) (polivinilpirrolidona). A
técnica TUNEL (do inglés terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
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end labeling) foi utilizada para detectar a fragmentacdo de DNA, caracteristica de
apoptose, em o6citos desnudos (OD) conforme descrito [18]. As células foram fixadas
em gotas de 100ul de solugao de paraformaldeido 4% por 1 hora a temperatura ambiente
(15-25°C), lavadas em PBS-PVP e armazenadas a 4°C até a realizacdo do TUNEL. No
dia da coloragéo, os ODs foram permeabilizados em solucéo 0.5% Triton-X 100 contendo
0.1% de citrato de sodio por 1 hora em cadmara Umida em temperatura ambiente e lavadas
trés vezes em PBS-PVP. Os ODs dos controles positivo e negativo foram incubados em
200ul DNase RNase-free (Invitrogen® 50Ul/ml) por 1 hora a 38.5°C no escuro e as
demais células dos grupos experimentais permanecerdo em solucdo de lavagem PBS-
PVP. A reacdo de TUNEL foi preparada conforme indicado pelo fabricante (In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein, Roche), contendo solucéo enzimatica transferase (Tdt)
+ solucdo marcadora de 2-deoxiuridina-5-trifosfato marcado com FITC (dUTP-FITC). O
controle positivo e 0s grupos experimentais foram incubados em gotas de 25l da reagao
TUNEL em laminas com coroa de esmalte por 1 hora a temperatura de 38.5°C no escuro
e em camara Umida. O controle negativo foi incubado em 25ul de solugdo marcadora na
auséncia da enzima transferase. Apés a incubacédo, as células foram novamente lavadas
em PBS-PVP e colocadas sobre 1dminas em uma gota de 5ul da solugdo de Hoechst 33342
com glicerol e cobertas com laminulas. Apds 15 minutos, as células foram avaliadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i). A visualizacdo do material genético
(DNA) fluorescente em azul (corante Hoechst 33342) foi verificada no microscépio
(filtro de excitacdo de 365 nm e de emissdao 420 nm) e indicou o estagio de meiose dos
odcitos em MI (meiose I) ou MII (apds teléfase | até bloqueio da meiose Il). J& a
visualizacdo de nucleos fluorescentes em verde (ensaio de TUNEL; filtro 450-490nm e

de emissdo 515nm) indicaram células com fragmentacdo no DNA.

Avaliacdo da expressao génica

A anélise da expressdo génica dos odcitos e células do cummulus foi realizada
usando o ensaio TagMan (20X, Applied Biosystems), especifico para a espécie Bos
taurus. Os genes analisados estdo descritos na tabela 1 de acordo com suas caracteristicas.
Anteriormente a realizagdo do gPCR, as amostras foram submetidas ao seguinte protocolo

de pré-amplificacdo: 1,25 ul mix de ensaio (ensaio TagMan concentrada até uma
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concentracdo final de 0,2 x para cada um dos ensaios), 2,5 mL PreAmp TagMan Master
Mix (Applied Biosystems) e 1,25 mL de cDNA. As reagbes foram ativadas a 95°C
durante 10 min, seguido por desnaturacdo a 95°C durante 15s, e de anelamento e de
amplificacdo a 60 ° C durante 4 minutos por 14 ciclos. Estes produtos pre-amplificados
foram diluidos 5 vezes antes da analise por RT-gPCR com TagMan Universal PCR
Master Mix (2X, Applied Biosystems) e ensaios TagMan (20x, Applied Biosystem) no
aparelho 96.96 Dynamic Array™ Integrated Fluidic Circuits on Biomark HD System
(Fluidigm, South San Francisco, CA, USA) utilizando o protocolo TagMan GE 96x96
padrdo, de acordo com as instrucdes do fabricante. A andlise foi efetuada em duplicata, e
os valores Ct foram calculados a partir de software do sistema (Biomark Real-time PCR
Analysis, Fluidigm). Os valores relativos de expressédo de cada gene foram calculados

com o método AACt utilizando uma amostra de controle como calibrador.
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Tabela 1. Genes para anélise de expresséo génica nas células do cummulus e odcito.

1 IGFBP2 Bt03215063_m1 Insulin-like growth factor binding protein 2 Regulacédo da agéo e transporte de IGF
2 IGFBP4 Bt03259498 m1 Insulin-like growth fator binding portein 4 Regulacédo da agdo e transporte de IGF
3 IGFR1 Bt03649217_m1 Insulin-like growth fator receptor Receptor de IGF

4 BAX Bt03211775 g1 BCL2-associated X protein Pro-apoptose

5 CASP9 Bt04282453 m1 Caspase 9 Pro-apoptose

6 BCL2 Bt04298952_m1 B-cell CLL/lymphoma 2 Anti-apoptose

7 MTIF3 Bt03231841_m1 mitochondrial translational initiation factor 3 Viabilidade celular

8 NLRP5 Bt03218031_m1 NLR family, pyrin domain containing 5 (MATER) Viabilidade celular

9 STAT3 Bt03259875 gl signal transducer and activator of transcription 3 Viabilidade celular

10 RPS25 Bt03220437_g1 ribosomal protein S25 Viabilidade celular

11 TFAM Bt03260080_m1 transcription factor A, mitochondrial Viabilidade celular

12 RPL15 Bt03288449 g1 ribosomal protein L15 Manutencdo celular

13 PFKP Bt04316544 m1l Phosphofructokinase, platelet Manutencdo celular

14 SDHA Bt04307507_m1 succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp) Manutencdo celular

15 BMP15 Bt03286494 ul bone morphogenetic protein 15 Competéncia oocitaria

16 GDF9 Bt03223996_m1 growth differentiation factor 9 Competéncia oocitaria

17 OO0SP1 Bt03233531_g1 oocyte-secreted protein 1 Competéncia oocitéria

18 CAT Bt03228716_m1 Catalase Estresse oxidativo /Metabolismo
19 CPT1B Bt03244638_m1 carnitine palmitoyltransferase 1B Estresse oxidativo/Metabolismo
20 CPT2 Bt03233823_m1 carnitine palmitoyltransferase 2 Estresse oxidativo /Metabolismo
21 HAS2 Bt03212695 g1 Hyaluronan synthase 2 Expanséo das células do cummulus
22 PTX3 Bt03249012_m1 Pentraxin 3, long Expansédo das células do cummulus
23 CCND2 Bt03249250_m1 cyclin D2 Ciclo celular

24 CDCA8 Bt03257047_m1 cell division cycle associated 8 Ciclo celular

25 CDKG6 Bt04311261_m1 cyclin-dependent kinase 6 Ciclo celular

26 GADD45A Bt03225650_m1 growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha Ciclo celular

27 VEGFA Bt03213282_m1 vascular endothelial growth factor A Ciclo celular

28 HSF1 Bt03249686_m1 heat shock transcription factor 1 Protegdo contra estresse térmico
29 HSP90AAL Bt03218068_g1 heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1 Protecdo contra estresse térmico
30 CLIC3 Bt03263041_g1 Chloride intracellular channel 3 Predicdo da qualidade embrionéria
31 GATM Bt03237897_git Glycine amidinotransferase Predicdo da qualidade embrionaria
32 LUM Bt03211921 m1l Lumican Predicdo de qualidade embrionaria
33 FSHR Bt03212670_m1 Follicle stimulating hormone receptor Receptor de FSH

34 GREM1 Bt03255355_m1 Gremlin 1 Antagonista das BMPs

35 MAPK1 Bt03216714_m1l mitogen-activated protein kinase 1 Proliferacéo celular



61

4. ANALISE ESTATISTICA

O efeito da adi¢do, durante a maturacao oocitéria in vitro, das EVs provenientes
de fluido folicular de fémeas submetidas ou ndo ao ET sobre a progressao meidtica, taxa
de apoptose e expressdo génica em CCOs maturados in vitro. Foram avaliados por analise
de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de comparacdo de média (Tukey e contraste
ortogonal) utilizando o programa JMP (versdao 11.0; SAS). Os valores obtidos forma
representados pela média + erro padrdo da média (EPM). Foram consideradas diferencas
significativa quando P<0,05. Como ndo foi observado diferencas estatisticas entre 0s
momentos de aspiracdo dos foliculos (pré-desvio ou pre-ovulagédo), os dados foram

agrupado de forma a comparar apenas os efeitos do tratamentos.

5. RESULTADOS

Progressdo meidtica e taxa de apoptose

Foram realizadas analises pela coloracdo de Hoechst para avaliar a progresséo da
meiose. N&o foi observada diferenca na porcentagem de odcitos que atingiram o estagio
de meiose Il (MII) nos diferentes grupos experimentais (Controle 2 = 80,8% * 7,24;
TNM1 = 75,6% * 0,78; TNM2 = 64,2% =+ 6,89; ESM1 = 79,5% + 5,09; ESM2 = 68,3%
+7,16 — P>0.05).

A avaliacdo taxa de apoptose foi medida pela integridade do DNA avaliada pela
técnica de TUNEL. Também nédo houve diferenca na porcentagem de o6citos com DNA
integro nos diferentes grupos experimentais (Controle 2 = 55,45% + 21,56; TNM1 =
67,55% = 14,48; TNM2 = 73,2% + 18,35; ESM1 = 59,25% + 19,40; ESM2 = 45,1% +
15,78 — P>0,05).

A fim de avaliar apenas o efeito do estrese térmico sem a influéncia dos momentos
do ciclo foi realizada anélise de todas as amostras considerando apenas o tratamento
termoneutro versus ET, porém também ndo foi notada diferenca estatistica na
porcentagem de odcitos em MII (Controle 2 =80,8+7,24; TN =77,6% + 2,9; ES=66,30%
+ 7,0) nem diferenca na integridade do DNA oocitario (Controle 2 = 55,45% + 21,56; TN
=63,4% * 16,9; ES = 59,15% + 17,0).
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Expressdo Génica

O resultado da expressdo dos genes de interesse estd demonstrado nas tabelas
abaixo. Os valores das médias dos fold changes de cada gene esta seguido do seu erro
padrdo. Quanto maior o valor do fold change da amostra maior é a expressdo do gene no

tecido estudado.
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Células do Cummulus

MOMENTOS

Pré-Ovulacéo Desvio
GENE CONT. TN ET TN ET P
BAX 1,19+0,04 1,06+0,04 1,24+0,05 | 1,25+0,05 1,27+0,11 | 0,26
BCL2 1,21+0,08 1,06+0,15 1,31+0,12 | 1,13+0,07 1,07%0,15 | 0,60
BMP15 1,20+0,15 0,66+0,15 0,92+0,31 | 0,53+0,14 0,63+0,21 | 0,27
CASP9 1,36+0,12 1,11+0,07 1,21+0,06 | 1,23+0,08 1,25+0,14 | 0,58
CAT 1,58+0,10 1,35+0,14 1,43+0,06 | 1,53+0,16  1,43+0,16 | 0,76
CCND2  1,18+0,08 1,16+0,21 1,23+0,12 | 1,22+0,10 1,07+0,11 | 0,93
CDCA8  1,28+0,21 0,92+0,10 1,18+0,09 | 1,17+0,06  1,12+0,09 | 0,37
CDK6 2,33+0,42 1,98+0,16 2,07+0,14 | 2,00+0,25 1,96+0,24 | 0,86
CLIK3 1,2620,51 0,89+0,25 1,19+0,16 | 1,30+0,48 1,47+0,40 | 0,87
CPT1B 2,17+0,30 1,5740,08 2,00£0,24 | 2,10+0,33  2,28+0,37 | 0,47
CPT2 1,31+0,12 1,17+#0,12 1,19+0,04 | 1,15+0,03 1,18+0,11 | 0,80
FSHR 0,93+0,05 0,93+0,15 1,09+0,08 | 0,71+0,09 0,86+0,13 | 0,26
GADD45A 1,13+0,30 0,98+0,20 1,14+0,15 | 1,22+0,18 1,26+0,13 | 0,88
GATM 1,4740,07 1,29+0,17 1,56+0,10 | 1,48+0,08 1,59+0,23 | 0,62
GREM1  0,72+0,20 0,64+0,16 0,92+0,21 | 1,29+0,22  1,21+0,05 | 0,09
HAS2 0,84+0,14 0,82+0,11 0,95+0,04 | 0,87+0,08 0,93+0,06 | 0,85
HSF1 0,68+0,13 0,72+0,12 0,95+0,08 | 0,82+0,15 0,81+0,12 | 0,63
HSP90AA1l 1,06+0,02 0,97+0,05 1,09+0,65 | 0,95+0,03 0,94+0,04 | 0,15
IGFR1 1,07+0,04 0,93+0,07 1,06+0,39 | 0,98+0,02 0,99+0,26 | 0,20
IGFBP2  0,90+0,09 0,78+0,09 1,18+0,32 | 0,95+0,24  1,05+0,27 | 0,78
IGFBP4  1,01+0,07% 0,92+0,07° 1,28+0,07% | 1,06+0,09% 1,17+0,07% | 0,04
LOCK 0,81+0,32 1,60+0,82 2,09+1,08 | 1,97+0,82 1,84+0,59 | 0,60
LUM 1,24+0,13 1,14+0,26 1,56+0,25 | 1,23+0,42 1,55+0,34 | 0,78
MAPK1  1,08+0,04 0,95+0,04 1,05+0,02 | 1,03+0,02 1,02+0,01 | 0,13
MTIF3 0,77+0,07 0,84+0,14 1,13+0,12 | 1,00+0,18 0,84+0,10 | 0,33
OOSP1  3,60+2,10 1,24+0,19 1,54+0,14 | 1,68+0,35 1,74+0,35 | 0,75
PFKP 1,35+0,10 1,12+0,08 1,30+0,08 | 1,34+0,06 1,41+0,16 | 0,39
PTX3 1,3040,27 1,33+0,39 2,07+0,47 | 1,77+0,33  2,07+0,49 | 0,50
RPL15 0,85+0,25 0,9740,27 1,16+0,17 | 1,07+0,08 1,11+0,12 | 0,86
RPS25 0,91+0,15 0,9440,15 1,2740,07 | 1,09+0,14 1,09+0,07 | 0,31
SDHA 1,00+0,07 0,93+0,04 1,08+0,39 | 0,99+0,01 0,98+0,009 | 0,25
STAT3 1,44+0,24 1,01+0,09 1,25+0,12 | 1,16+0,07 1,17+0,05 | 0,37
TFAM 2,12+0,21 2,0240,29 2,08+0,10 | 2,02+0,13  2,16+0,19 | 0,98
VEGFA  1,42+0,21 1,12+0,26 1,03+0,18 | 1,26+0,09  1,20+0,10 | 0,66
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Ceélulas do Cummulus

GENE CONTROLE TERMONEUTRO ESTRESSE P
BAX 1,19+0,04 1,15+0,04 1,25+0,05 | 0,40
BCL2 1,21+0,08 1,10+0,08 1,1940,10 | 0,67
BMP15 1,20+0,15 0,59+0,10 0,77+0,18 [0,12
CASP9 1,36+0,12 1,17+0,05 1,23+0,07 | 0,34
CAT 1,58+0,10 1,44+0,10 1,43+0,08 | 0,59
CCND2 1,18+0,08 1,19+0,11 1,15+0,08 | 0,95
CDCAS8 1,28+0,21 1,04+0,07 1,15+0,06 | 0,32
CDK6 2,33+0,42 1,99+0,13 2,01+0,13 | 0,52
CLIK3 1,26+0,51 1,09+0,26 1,33+0,20 | 0,81
CPT1B 2,17+0,30 1,84+0,18 2,14+0,21 | 0,49
CPT2 1,31+0,12 1,16+0,05 1,19+0,05 | 0,42
FSHR 0,93+0,05 0,82+0,27 0,97+0,24 | 0,44
GADD45A 1,13+0,30 1,1040,13 1,20+0,09 | 0,88
GATM 1,47+0,07 1,38+0,09 1,58+0,11 | 0,40
GREM1 0,72+0,20 0,97+0,17 1,06+0,11 | 0,43
HAS2 0,84+0,14 0,85+0,06 0,94+0,03 | 0,54
HSF1 0,68+0,13 0,77+0,09 0,88+0,07 |0,63
HSP90AA1 1,06+0,02 0,96+0,03 1,02+0,04 | 0,30
IGFR1 1,07+0,04 0,96+0,03 1,03+0,02 | 0,10
IGFBP2 0,90+0,09 0,87+0,12 1,11+0,19 | 0,50
IGFBP4 1,01+0,07% 0,99+0,06° 1,23+0,052 | 0,01
LOCK 0,81+0,32 1,76+0,54 1,96+0,57 | 0,24
LUM 1,24+0,13 1,1940,23 1,56+0,19 | 0,40
MAPK1 1,08+0,04 0,99+0,02 1,04+0,01 | 0,13
MTIF3 0,77+0,07 0,92+0,11 0,99+0,09 | 0,40
OO0SP1 3,60+2,10 1,46+0,20 1,49+0,10 |0,98
PFKP 1,35+0,10 1,23+0,06 1,35+0,09 | 0,46
PTX3 1,30+0,27 1,55+0,25 2,07+0,31 (0,23
RPL15 0,85+0,25 1,14+0,06 1,13+0,10 | 0,29
RPS25 0,91+0,15 1,01+0,10 1,18+0,05 | 0,19
SDHA 1,00+0,07 0,98+0,01 1,03+0,02 | 0,58
STAT3 1,44+0,24 1,09+0,06 1,21+0,06 | 0,18
TFAM 2,12+0,21 2,02+0,14 2,12+40,10 | 0,84
VEGFA 1,42+0,21 1,1940,13 1,12+0,10 | 0,40
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Odocitos
MOMENTOS
Pré-Ovulacéo Desvio
GENE CONT. TN ET TN ET P
BAX 0,93+0,09 0,65+0,08 0,86+0,07 | 0,72+0,07 0,86+0,12 | 0,24
BCL2 1,07+0,17 0,4740,11 1,22+0,32 | 0,67+0,37  1,26+0,27 | 0,16
BMP15  0,92+0,10% 0,59+0,04° 0,96+0,06 | 0,72+0,01* 0,83+0,09%® | 0,02
CASP9 0,73+0,05 0,62+0,13 0,80+0,15 | 0,61+0,13  0,70+0,08 | 0,66
CAT 0,69+0,06 0,62+0,07 0,80+0,15 | 0,61+0,13  0,64+0,08 | 0,56
CCND2  1,23+0,18 1,12+#0,50 1,06+0,27 | 0,70£0,09  0,90+0,26 | 0,74
CDCA8  1,01+0,13 0,68+0,03 1,02+0,06 | 0,80+0,008 0,86+0,08 | 0,06
CDK®6 0,57+0,05 0,40+0,12 0,72+0,13 | 0,30+0,09  0,44+0,06 | 0,09
CLIK3 0,75+0,19 0,89+0,35 0,78+0,28 | 0,75+0,37  0,67+0,19 | 0,98
CPT1B  0,59+0,06® 0,47+0,05 0,770,072 | 0,52+0,06° 0,78+0,10* | 0,03
CPT2 0,80+0,08 0,69+0,02 0,84+0,06 | 0,67+0,05 0,68+0,003 | 0,18
GADD45A  1,34+0,17 0,83+0,17 1,18+0,22 | 1,00+0,21  1,19+0,17 | 0,39
GATM 0,70+0,23  0,59+0,15 1,01+0,35 | 0,99+0,13  0,62+0,12 | 0,48
GDF9 1,06+0,10 0,83+0,03 0,99+0,02 | 0,90+0,05 0,95+0,06 | 0,17
GREM1  0,89+0,04 0,72+0,11 0,95+0,14 | 0,64+0,04  0,67+0,02 | 0,10
HAS2 0,99+0,07% 0,65+0,06° 0,92+0,02% | 0,75+0,01* 0,80+0,08%° | 0,01
HSF1 0,86+0,11 0,54+0,07 0,93+0,10 | 0,79+0,09  0,64+0,03 | 0,06
HSP90AA1l 1,26+0,19 0,91+0,05 1,17+0,14 | 1,09+0,07 1,13+0,07 | 0,41
IGFR1 0,86+0,13 0,61+0,09 0,83+0,12 | 0,56+0,06 0,86+0,14 | 0,28
IGFBP2  0,86+0,09 0,53+0,06 0,87+0,05 | 0,71+0,04  0,80+0,14 | 0,10
LUM 1,3740,97 0,55+0,34 5,94+4,00 | 0,93+0,64 0,81+0,56 | 0,40
MAPK1  0,96+0,09 0,79+0,07 0,92+0,08 | 0,81+0,09 0,95+0,09 | 0,58
MTIF3 0,88+0,07 0,60+0,07 0,78+0,07 | 0,62+0,13  0,82+0,18 | 0,38
NLRP5  0,9740,11 0,74+0,07 0,93+0,08 | 0,78+0,15  0,94+0,04 | 0,37
OO0SP1 1,16+0,17 0,91+0,05 1,10+0,06 | 1,06+0,08 0,93+0,04 | 0,30
PFKP 1,22+0,23  0,88+0,13 0,77+0,11 | 0,56+0,10 0,71+0,13 | 0,10
PTX3 1,09+0,46  1,04+0,23 4,40+2,02 | 0,47+0,27 2,57+1,32 | 0,06
RPL15  0,88+0,03* 0,61+0,06° 0,92+0,07% | 0,68+0,03° 0,78+0,10% | 0,04
RPS25 1,11+0,13  0,90+0,15 1,10+0,06 | 1,03+0,26  0,88+0,15 | 0,72
SDHA 0,82+0,07 0,63+0,07 0,78+0,06 | 0,81+0,02 0,84+0,10 | 0,32
STAT3 1,01+0,10 0,72+0,05 0,96+0,08 | 0,77+0,07 0,93+0,13 | 0,19
TFAM 0,71+0,15 0,69+0,17 0,87+0,04 | 0,51+0,08 0,68+0,09 | 0,45
VEGFA  1,08+0,46 0,57+0,10 0,68+0,02 | 0,42+0,07 0,73+0,12 | 0,60
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Odocitos

GENE CONTROLE TERMONEUTRO ESTRESSE P
BAX 0,93+0,09 0,68+0,05 0,86+0,06 | 0,06
BCL2 1,07+0,17% 0,56+0,15° 1,24+0,19* | 0,03
BMP15 0,92+0,10% 0,65+0,03° 0,90+0,05* | 0,01
CASP9 0,73+0,05 0,61+0,06 0,75£0,08 |0,82
CAT 0,69+0,06 0,59+0,03 0,68+0,05 |0,37
CCND2 1,23+0,18 0,94+0,28 0,98+0,18 |[0,72
CDCAS8 1,010,132 0,73+0,03° 0,94+0,05® | 0,02
CDK6 0,57+0,05 0,36+0,07 0,58+0,08 |[0,13
CLIK3 0,75+0,19 0,83+0,23 0,72+0,16 | 0,92
CPT1B 0,59+0,06° 0,49+0,04° 0,78+0,05% | 0,01
CPT2 0,80+0,08 0,68+0,02 0,76+0,04 | 0,26
GADD45A 1,34%0,17 0,90+0,12 1,19+0,13 | 0,13
GATM 0,70+0,23 0,76+0,12 0,82+0,18 | 0,91
GDF9 1,060,102 0,86+0,03" 0,97+0,03% | 0,04
GREM1 0,89+0,04 0,69+0,06 0,81+0,08 |0,23
HAS?2 0,99+0,072 0,69+0,03° 0,86+0,04¢ | 0,04
HSF1 0,86+0,11% 0,59+0,04° 0,86+0,06 | 0,01
HSP90AA1 1,26+0,19 0,99+0,05 1,15+0,07 |0,21
IGFR1 0,86+0,13 0,59+0,05 0,84+0,08 | 0,07
IGFBP2 0,86+0,09? 0,61+0,05° 0,83+0,07¢ | 0,04
LUM 1,37+0,97 0,70+0,2 2,09+1,34 | 0,64
MAPK1 0,96+0,09 0,80+0,05 0,93+0,06 |0,22
MTIF3 0,88+0,07 0,61+0,06 0,80+0,09 |0,11
NLRP5 0,97+0,11 0,76+0,07 0,94+0,04 |0,11
OO0SP1 1,16+0,17 0,97+0,05 1,01+0,04 | 0,30
PFKP 1,22+0,232 0,74+0,10° 0,74+0,08° | 0,04
PTX3 1,09+0,46° 0,85+0,20° 3,49+1,12¢ | 0,03
RPL15 0,88+0,03% 0,64+0,03° 0,85+0,06 | 0,02
RPS25 1,11+0,13 0,95+0,13 0,99+0,08 | 0,69
SDHA 0,82+0,07 0,70+0,05 0,81+0,05 | 0,35
STAT3 1,01+0,102 0,74+0,04° 0,95+0,07¢ | 0,04
TFAM 0,71+0,15 0,61+0,10 0,78+0,06 | 0,44
VEGFA 1,08+0,46 0,51+0,06 0,70+0,13 | 0,35
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6. DISCUSSAO

Este estudo demostrou pela primeira vez que EVs obtidas a partir do fluido
folicular de vacas mantidas sob condicdes de termo-neutralidade ou ET tém a capacidade

de modular a expresséo génica de CCOs durante a maturagao in-vitro.

Nas células do cummulus foi observado diferenca estatistica apenas no gene
codificador da IGFBP4. As IGFBPs sdo proteinas da classe dos IGFs responsaveis por
coordenar a agdo dos membros desta familia pela inibicdo do IGF. Em nosso experimento
a IGFBP4 apresentou expressdo diminuida nas células do cummulus no grupo termo-
neutro. Foi demonstrado anteriormente que oocitos de fémeas Nelores apresentam menor
expressao dos genes codificadores das IGFBPs, quando comparados a vacas holandesas
[19], indicando que os odcitos de vacas Nelores tratados com EVs de vacas holandesas
sob termo-neutralidade ndo apresentaram modificacdo de sua expressao, enquanto que 0s

odcitos tratados com EVs de vacas holandesas sob ET aumentaram sua expressao.

Nos oo6citos, a IGFBP2 também apresentou maior expressdo no grupo ET
comparado com o grupo termo-neutro, semelhante ao que se observado em odcitos de
vacas nelores comparados a vacas holandesas [19]. Esses achados em conjunto
demonstram que houver menor disponibilidade de IGF livre os complexos cumullus-
oocitos cultivados na presenca de EVs oriundos de fluido folicular das vacas do grupo ET
[20].

BCL-2 é um regulador da apoptose celular, esta proteina age de forma a evitar
uma possivel apoptose do odcito [21]. Em nosso estudo foi observado menor expressao
de BCL-2 no grupo termo-neutro. A maior expressédo do BCL2 no grupo ET, semelhante
a observada no controle, indica provavelmente uma resposta protetora das celular para
suplantar os efeitos deletérios do ET sem o desencadeamento da cascata da apoptose. Essa
efeito foi demonstrado em odcito de ratas e outros tipo celulares nos quais a expressao
aumentada de BCL-2 evitou a apoptose [22—24].

A STAT3 codifica uma proteina relacionada com o crescimento celular,
motilidade celular e acdo anti-apoptoética [25] e a sua auséncia leva a morte embrionaria
[26]. Sendo assim a menor expressdo em o0citos do grupo termo-neutro fato esse que
reforga a hipotese de uma acdo protetora celular devido aos efeitos do ET. A RPL15 é
uma proteina que participa da composigéo dos ribossomos [27]. Nosso dados corroboram

com achados em cistos foliculares de bovinos, onde a expressdo de RPL15 se apresentou
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aumentada em decorréncia de uma persisténcia do oocito no interior do foliculo sem
ocorrer a ovulagdo [28]. Situacdo parecida com a que encontramos em vacas sob ET, onde
os foliculos crescem por mais tempo que em animais em condi¢des normais de

temperatura [29].

A BMP-15 e GDF9 sdo fundamentais para o desenvolvimento das células
germinativas feminina em espécies monovulatorias e sua baixa expressdo leva a
diminuicdo da taxa de ovulacdo ou infertilidade [30-33]. A BMP15 atua melhorando a
expansdo das células do cummulus e também participa do metabolismo da glicose [34,35].
CCOs bovinos maturados na presenca de BMP-15 exdgena apresentaram maior absor¢éo
e utilizacdo de glicose comparado com CCOs sem adicdo de BMP-15 ao meio de
maturacdo [36]. Essas informacdes podem indicar que a menor expressdo da BMP-15 em
odcitos maturados com EVs oriundo de animais que ndo sofreram ET é uma sinalizacédo
celular indicando que o metabolismo celular ndo necessita de alteracGes para manter as
funcdes normais da célula. J& nas células sob estresse a situacdo € outra e as células
apresentam expressao génica alterada para melhorar a producéo de energia. Esta hipotese
é reforcada pelo fato da BMP-15 exdgena acarretar uma melhora no funcionamento das
mitocdndrias e uma protecdo celular contra estresse causado a células [37]. Em conjunto
com a BMP-15 o CPT1B possui a funcao de melhorar a producéo de energia pelos o6citos
[38] e seu aumento no grupo ET indica que as EVs podem sinalizar para as células
foliculares sob ET que elas devem aumentar sua producdo de energia na tentativa de
sobreviver a esta condicdo adversa. Adicionalmente a PFKP também auxilia no
metabolismo da glicose [39], além de sua maior expressao estar relacionada com odcitos

e embrides de melhor qualidade [40,41].

Assim como a BMP-15 a HAS-2, GDF9 e PTX-3 também auxiliam na expansdo
das células do cummulus, estes fatores sdo responsaveis pela estimulacao da producéo de
hialuronidase, que é vital para a expansao das células do cummulus [35,42,43]. Entretanto
foi notada diferenca estatistica na expressao do gene de HAS-2 apenas no grupo termo-
neutro indicando que esse grupo apresentou menor producao de hialuronidase, essa menor
producéo pode estar relacionada com a menor producéo de glicose que é importante para
a producdo desta substancia [44]. Contudo a expressdo de PTX-3 se mostrou aumentada
no grupo ET, este aumento muito provavelmente é originado do aumento da producgéo de
BMP-15, visto que odcitos suplementados com BMP-15 apresentam maior expressao de
PTX-3 [45]. Em nosso estudo nédo foi observada expressdo de GDF9 nas células do
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cummulus, apenas no oo6cito, este dado é apoiado por estudos anteriores [46].
Recentemente demonstrou que o0 GDF9 e mais expresso em foliculos maiores indicando
sua atuacdo na fase final de maturacédo, auxiliando na expanséo das células do cummulus
[35].

A CDCAS8 é uma proteina que comp8e o complexo de proteinas cromossdémicas
de passagem, que sao responsaveis pela coordenagdo dos cromossomos e do citoesqueleto
durante a duplicacdo celular [47,48]. Esta proteina revelou grande importancia do
desenvolvimento inicial de células embrionaria de ratas [49]. A CDCAS8 ¢ importante
também na progressdo da meiose em odcitos de ratas [50]. A diminuicdo da expressao
desse gene no grupo termo-neutro indica entdo que os odcitos tratados com EVs
provenientes de vacas sob ET apresentaram uma aumento da atividade celular,

provavelmente em decorréncia da tentativa de sobreviver ao estado de estresse.

O HSF1 é o principal fator responsavel pela expressdo dos genes relacionados as
HSPs durante episddios de hipertermia [51]. Igualmente 0 HSF1 esta relacionado com o
metabolismo de carboidratos, transporte celular e ao citoesqueleto [52]. Nosso
experimento vai de encontro com essas informacdes, pois odcitos tratados com EVs do
grupo termo-neutro apresentaram diminuicdo deste gene enguanto que o grupo ET e
controle mantiveram a expressao. Os genes relacionados com metabolismo de glicose e
genes responsaveis por aumentar a capacidade celular de se adaptar ao ET acompanharam
a expressdo do gene HSF1 tanto no grupo controle como no grupo ET. Outro dado
importante que as analises mostraram foi a alta expressdo desse gene no grupo controle,
assim como no grupo ET, essas informacgdes contradizem com as ja publicadas, onde a

expressao de HSF1 foi menor em embrides de animais zebuinos submetidos ao ET [53].

O cortisol € um horménio produzido durante situacbes de estresse [54],
recentemente observou-se que a adicdo de glicocorticdides ao meio de maturacdo de
odcitos levou a uma diminuicdo da expressao de genes do sistema IGF [55], resultado
também observado em nosso estudo onde o aumento da expressdo das IGFBPs leva a
dimuicdo da disponibilidade de IGF1 [20]. Alguns artigos demonstram que varios tipos
de estresse levam a uma menor qualidade oocitéaria [56-61]. Entretanto outra hipotese
proposta é que exite uma quantidade sub letal de estresse que o0s odcitos podem sofrer
sem que ocorra a apoptose [62]. Especificamente com ET essa hipotese foi provada,
quando uma certa temperatura e tempo de exposicdo ao ET melhorou a viabilidade

oocitaria [63]. Este mesmo comportamento foi observado em odécitos que sofreram outros
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tipos de estresse [64—66]. Estudo recente demonstrou aumento da expressdo de genes
relacionados a viabilidade celular em od6cito de ratas tratado com estresse sub letal
indicando um possivel mecanismo de protecdo celular [67]. Este artigo apoia os dados
encontrados em nossos experimentos que demonstram aumento da expressao de genes
relacionados com a viablidade celular (RPL15, STAT3, CDCABS).

A auséncia de diferenca entre os grupos nas analises morfologicas demonstrou
que as EVs ndo alteraram a morfologia do o6citos, a ndo alteracéo se deve provavelmente
ao pouco tempo que as células permaneceram em contato com as EVs, que ndo permitiu
tempo habil para mudanca visiveis, entretanto a modficiagdo da expressdo génica indica
que a longo prazo poderiam ocorrer mudancas na produgdo embrionaria. Novos estudos
devem ser realizados para melhor entender a funcdo das EVs ao decorrer do

desenvolvimento embrionario.

7. CONCLUSAO

Os achados em nosso estudo indicam uma acdo atenuadora das EVs extraidos do
fluido folicular de vacas ndo estressadas no oécito. As EVs diminuiram a expressao de
alguns genes indicando para o odcito uma condicdo intrafolicular ideal, enquanto que as
EVs de vacas sob ET indicaram uma situacdo adversa aumentando a expressao de genes
relacionados com a sobrevivéncia celular. Mostrando assim a capacidade que essas

vesiculas tem de modular a expressao génica dos 06citos.
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its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations
and discussion of published literature.
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Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names.
Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each
author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is
given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address’ (or 'Permanent address’)
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript
Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. Since an abstract is often
presented separately from the article, it must be able to stand alone. For this reason,
references should generally be avoided, but if essential, they must be cited in full,
without reference to the reference list. Also, non-standard or uncommon abbreviations
should be avoided, but if their use is essential, they must be defined at their first
mention in the abstract itself. Abstracts must be limited to a single paragraph with no
more than 2,500 keystrokes (characters plus spaces).

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, ‘and’, 'of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the

references; therefore, do not include them on the title page, as a footnote to the title,
etc.. List individuals who provided help during the research (e.g., providing language
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help, writing assistance or proof reading the article, etc.), sources of financial support,
and donations of products and materials.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged
to consult ITUB: Biochemical Nomenclature and Related Documents:
http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/ for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article.
Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes
themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse
and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the
following policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured,
moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance
are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information present
in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be
disclosed in the figure legend.

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
* Submit each illustration as a separate file.
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A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQ); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the
printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are
working with LaTeX and have such features embedded in the text, these can be left. See
further under Electronic artwork.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
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to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented
in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using
vertical rules.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either '‘Unpublished results' or 'Personal
communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero
(https://www.zotero.org/), as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles).
Using the word processor plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations and
bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations
as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/theriogenology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
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List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J
Sci Commun 2010;163:51-9.

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In:
Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-
Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors
the first 6 should be listed followed by ‘et al." For further details you are referred to
‘Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med
Assoc 1997;277:927-34) (see also
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Reference to a website:

[4] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK,
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003
[accessed 13.03.03].

Journal Abbreviation Source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations:
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Iji.ntml; List of serial title word abbreviations:
http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service):
http://www.cas.org/sent.html

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150
MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills" with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot
be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides
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The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next
to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize
their research in their own words and to help readers understand what the paper is about.
More information and examples are available at https://www.elsevier.com/audioslides.
Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an
AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more. Please
note that such items are published online exactly as they are submitted; there is no
typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel file or as a PowerPoint
slide will appear as such online). Please submit the material together with the article and
supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes
to supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide
an updated file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also
make sure to switch off the 'Track Changes' option in any Microsoft Office files as these
will appear in the published supplementary file(s). For more detailed instructions please
visit our artwork instruction pages at https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Virtual Microscope

The journal encourages authors to supplement in-article microscopic images with
corresponding high resolution versions for use with the Virtual Microscope viewer. The
Virtual Microscope is a web based viewer that enables users to view microscopic
images at the highest level of detail and provides features such as zoom and pan. This
feature for the first time gives authors the opportunity to share true high resolution
microscopic images with their readers. More information and examples are available at
https://www.elsevier.com/about/content-innovation/virtual-microscope. Authors of this
journal will receive an invitation e-mail to create microscope images for use with the
Virtual Microscope when their manuscript is first reviewed. If you opt to use the
feature, please contact virtualmicroscope@elsevier.com for instructions on how to
prepare and upload the required high resolution images.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

+ E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)
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Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

* Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

Additional Style Notes

Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic conventions

* Avoid the word "injected," (e.g., "Cows were injected with cloprostenol") but include
the generic name, proprietary name, dosage and route of administration (e.g., "Cows
were treated with cloprostenol [Estrumate 500 pg im]").

* Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term
‘'significant’ (recommended for Discussion), but generally avoid doing both.

» Terms with a specific statistical meaning (i.e. significant, tended and correlated),
should only be used in a strict statistical context.

* Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for
unit of measure, e.g. five embryos, 5 min

Use the following expressions

* transrectal palpation, not rectal palpation

* nucleus transfer, not nuclear transplant

* estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior
* sperm can be used as both noun and adjective

120 to 125, not 120-125

* treatment by period, not treatment X period

* gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)

» magnification: X 100

* identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n = 30
* 3 d, Day 3 (define Day 0)

Standard definitions

 oogonium: female gamete before meiosis

* oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis) to
extrusion of the first polar body

* oocyte secondary: female gamete from onset of second meiosis to extrusion of the
second polar body

* ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of the
male and female pronuclei (differs from the common use of ovum as a general term for
any female gamete)

« germinal vesicle: nucleus of the ovum

* zygote: a fertilized ovum, from fusion of the male and female gamete to completion of
first cleavage

» embryo: a conceptus from the 2-cell stage to the stage when cell migration and
differentiation are largely complete
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« fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing in
size)

* conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures

* abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

* premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of
independent life

« stillbirth: avoid this term (use fetal death or abortion)

Abbreviations

Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used
anywhere else, including the manuscript's title and in figures, table titles and legends,
without definition; others may not be used in the title, but may be used in the text
without definition. In general, abbreviations must be defined when used for the first
time (this may be avoided in the ABSTRACT if necessary to conserve space). To make
reading the paper more pleasant, avoid using excessive abbreviations and acronyms;
instead use short synonyms, for instance: for "Cesarean section" instead of "CS" use
"section" or "hysterotomy."



