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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 0s produtores. A perda de capital se deve em grande parte a queda
na producdo de leite e nas falhas reprodutivas associadas ao ET. Ja foram demonstradas vérias
alteracOes reprodutivas oriundas do ET. A nivel celular, foi notada a comunicacdo entre
células foliculares, por meio de vesiculas extracelulares (EVSs). Foi observada a comunicacao
entre células do cummuluse células da granulosa por meio de EVs. Sendo assim, esta revisao
tem por finalidade correlacionar as EVs produzidas no interior dos foliculos com os efeitos do
ET sobre os odcitos bovinos.

Palavras-chave: oocito, células do cummulus, estresse térmico.

EXTRACELLULAR VESICLES: A FORM OF INTRAFOLLICULAR
COMMUNICATION

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. Therefore, this review intends to correlate the EVs produced
inside the follicles with the effects of ET on bovine oocytes.

Keywords: oocyte, cumulus cells, heat stress.
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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 que implica una
pérdida econémica importante para los productores. La pérdida 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 observd entre
las células foliculares de comunicacion a través de vesiculas extracelulares (EVs). Se observo
la comunicacion entre las células del camulo 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.
INTRODUCAO

Regides de clima tropical apresentam verdo com elevadas temperaturas médias. S&o
bem conhecidos os decréscimos de fertilidade observados nos taurinos principalmente nos
animais da ragca Holandesa durante os meses mais quentes do ano. As perdas produtivas e
reprodutivas associadas com o estresse térmico (ET) tém um significativo impacto econémico
(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
producdo diaria de leite em até 40% (3). J& no ambito da reproducdo, o ET ocasiona a
diminuicdo do crescimento folicular, reducdo das concentracbes séricas de estradiol,
comprometimento da dominéncia folicular e, ainda, atraso no dia esperado da lutetlise (4);
levando assim a falhas na fecundacdo, falhas no desenvolvimento embrionario, e no
reconhecimento materno da gestacao (5,6). Entretanto, os mecanismos fisiologicos 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 fungbes bioldgicas pleiotropicas (7). Os fatores que
influenciam na classificacdo dessas vesiculas sdo 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 libera¢do estimulada por eventos que levam a injaria celular
como estresse fisico ou quimico (14). O ET leva a alteragcbes metabdlicas que geram este tipo
de estresse (15). As EVs sdo liberadas por células foliculares e desempenham funcéo
importante na transferéncia de moléculas para as células da granulosa e oocito (16,17). Com
base no exposto, esta revisdo tem como objetivo demonstrar a importancia da comunicagdo
celular pelas EVs e sua relagdo com a reproducdo bovina durante episodios de estresse
térmico.
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REVISAO DE LITERATURA

Microvesiculas e Exossomos

A comunicacdo intercelular € muito importante para garantir uma resposta uniforme dos
diferentes componentes do tecido (18). As células podem se comunicar pelo fluido
extracelular (19), por ligacGes 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 fungdo de transportar enzimas funcionais na mesma proporgao
encontrada no citoplasma das células de origem (22). Entretanto, apenas estudos mais
recentes demonstraram funcbes para as EVs secretadas por diversos tipos de células
(18).Vesiculas extracelulares séo 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, didmetros entre 100 e 1000 nm e 40 a 150 nm (23,24).

As MVs sdo produzidas pela membrana plasméatica enquanto que os EXOs sdo
produzidos dentro de corpos multivesiculares e sdo secretados pela fusdo entre a membrana
plasmética e a membrana dos corpos multivesiculares (25). As MVs se originam pela fusdo
entre a membrana endossomal e a membrana plasmatica e apds essa fusao, estes componentes
celulares séo liberados pela superficie celular (26,27). De acordo com a Vesiclepedia (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
formacdo dos corpos multivesiculares (MVBs) (29,30). Apds essa formacdo, ocorre a fusédo
entre os MVBs e a membrana plasmatica e liberam os EXOs do seu interior (31).

As EVs apresentam importante funcdo no espaco intercelular e desempenham um papel
de regulacdo da comunicacdo entre as células (18). Esta hipétese é fundamentada em
observacBes que demonstraram que EVs liberadas pela célula doadora podem interagir com
receptores especificos em outras células promovendo na célula alvo uma estimulagdo direta
ou transferindo receptores de ligacdo (32,33). Esta interacdo 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 os
processos necessitam da internalizagdo das EVs (34). Quando internalizadas, as EVs podem
fundir suas membranas com os endossomos e liberar seu contetdo no citoplasma das células
alvo; outro caminho que as vesiculas podem seguir é pela ndo ligagdo com os endossomos e
ocorrer a transferéncia destas para os lisossomos ou serem descartadas pela fusdo com a
membrana plasmatica (34).

A primeira observacdo de EVs em fluido folicular de mamiferos foi descrita em éguas,
pela microscopia eletrénica e citometria de fluxo. Apos a constatacdo da existéncia das
mesmas, estudou-se 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 maturacdo oocitaria, sugerindo que estes miRNAs podem ser utilizados
como marcadores de qualidade oocitéaria (35).

Ainda ndo esta claro se as células do cummulus, as células da granulosa e ou 0s o6citos
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 presenga de MVBs contendo EXOs
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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 hipotese de que os EXOs desempenham fungdo importante de
transferir moléculas para as células da granulosa, na metade e no fim do ciclo estral de
bovinos, os EXOs atuam aumentando a proliferacdo celular e estimulando a expressdo 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 maturacdo de
odcitos de ratas e vacas acarretou uma melhor expansdo das células do cummulus bem como
aumentou a expressdo de genes relacionados a estas células em ambas as espécies (37).

1.1. Estresse Térmico

Em condicdes de estresse térmico (ET) uma vaca holandesa de alta producdo pode
atingir temperatura retal de 41,0°C, enquanto que sua temperatura média em condi¢des de
termoneutralidade € de 38,5 a 39,0°C. Porém, quando levamos em consideracao os 6rgaos do
sistema reprodutivo, esse aumento na temperatura é 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 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 6érgdos internos e, por
conseguinte o Utero e 0s ovarios, causando assim a queda da concentracdo de nutrientes e
horménios para esses orgdos (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 vasodilatacao
periférica (39).

Nas células, o estresse térmico (ET) leva a expressdo de varios genes protetores que sdo
regulados pelo fator de transcri¢do do estresse térmico (HSF) (40). O HSF rege a producéo de
proteinas do choque térmico (HSP), que possuem fungdes protetoras contra a hipertermia,
hipoxia e isquemia cerebral durante o ET (41). Acredita-se que a resposta ao ET seja um
mecanismo integrado de células e tecidos com o propdsito de diminuir o dano das
temperaturas elevadas a célula (42).

Quando as células sdo expostas a temperatura acima da faixa de conforto, algumas
alteracbes ocorrem como: inibicdo da producdo de proteinas, alteracbes no citoesqueleto,
disfungbes metabdlicas, mudangas na dindmica da membrana plasmatica e diminuicdo da
proliferacdo celular (43). Essas alteracfes levam as mudangas na expressao de alguns genes e,
consequentemente, na producéo proteica (44). O tempo e a eficiéncia da adaptacdo a essas
condic@es é o que vai determinar a viabilidade ou a morte celular (42).

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

Em vista da auséncia da dominéncia total de um dos foliculos, h&d uma antecipacdo da
segunda onda. Esse fenébmeno provavelmente estd relacionado a baixa concentracdo de
inibina, que por sua vez ndo inibe a secre¢do de FSH, permitindo o crescimento do foliculo
subordinado (46). Essa falha na dominancia além de atrapalhar o desenvolvimento correto da
segunda onda (46), ainda altera a conformagédo uterina e a liberacdo de PGF22a (47),
diminuindo a capacidade de implantacdo do embrido (6).

Recentemente, observou-se que o ET levou a um aumento da taxa de perda fetal,
diminuiu a porcentagem de prenhez, aumentou o nimero de fetos mortos ao nascimento,
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aumentou a taxa de abortamento, e por fim aumentou o periodo de espera (periodo entre o
nascimento e a primeira inseminagéo) e o intervalo entre o 0s 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 ha alteracdo (38,50) e
ainda existem autores que defendem a diminuicdo 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 diminuicéo
da amplitude (53) e da frequéncia (52) dos pulsos deste hormonio, sendo assim o foliculo
dominante desenvolve-se em baixas concentra¢cbes de LH, resultando em uma menor
liberacdo de estradiol e uma diminuicdo na expressdo do estro e consequentemente reducdo na
fertilidade (6).

Em se tratando mais especificamente do 00cito na espéecie bovina, foi relatado que o ET
leva a reducdo na capacidade do odcito se desenvolver em blastocisto (55), aumenta a chance
de ocorrer anomalias durante a maturacao 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 odcitos sofrerem alteracbes morfoldgicas (59). Alteracdes no perfil de
acidos graxos de membrana e da homogeneidade do citoplasma estdo presentes durante o ET,
assim como foram observadas falhas no armazenamento do mMRNA e da transcri¢do reversa
desse odcitos (60).

COMENTARIOS FINAIS

As EVs desempenham uma fungdo importante na comunicacdo celular de varios
tecidos, inclusive reprodutivos. Sendo assim, o ET possui a capacidade de modificar o
contetdo das EVSs, portanto essas vesiculas produzidas durante situacdes 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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