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DETERMINACAO DO TAMANHO E QUANTIFICACAO DOS EXOSSOMOS
UTERINOS EM GESTACOES BOVINAS PRODUZIDAS POR INSEMINACAO
ARTIFICIAL E POR FERTILIZACAO IN VITRO

Resumo Geral

As bases moleculares envolvidas no sucesso gestacional ndo estdo totalmente definidas
em todas as espécies. O fluido uterino contém uma variedade de nutrientes, proteinas,
lipideos e vesiculas extracelulares, incluindo exossomos, provenientes de diversos tipos
celulares de origem materna ou fetal. Os exossomos presentes no fluido uterino atuam
na comunicacdo materno-fetal sendo capazes de transportar proteinas, moléculas de
RNAmM e microRNAs. O objetivo desse estudo foi determinar o tamanho e quantificar
0s exossomos presentes no fluido uterino de vacas ndo prenhes e prenhes por
inseminacdo artificial (1A) e por fertilizacdo in vitro em diferentes periodos
gestacionais. As microvesiculas extracelulares uterinas foram isoladas por
centrifugagéo, o tamanho e a concentragdo dos exossomos foram analisados utilizando o
NanoSight NS300. Observou-se aumento significativo na concentragdo dos exossomos
do grupo IA 18 para o IA 32 e uma tendéncia de aumento na concentracdo do grupo
FIV 18 para o grupo FIV 32. Os dados indicam que a concentracdo dos exossomos
uterinos aumenta com a evolucdo da gestacdo, sendo necessario estudos em outras
idades gestacionais e ainda estudos que determinem o conteldo e origem desses
exossomos, tornando possivel elucidar questfes relacionadas a comunicacdo materno-
fetal, bem como as diferencas observadas na viabilidade de gestacdes oriundas de

inseminacdo artificial e fertilizag&o in vitro.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares, comunicacdo materno-fetal, bovinos.
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DETERMINATION OF SIZE AND QUANTIFICATION OF UTERINE
EXOSOMES IN BOVINE GESTATIONS PRODUCED BY ARTIFICIAL
INSEMINATION AND IN VITRO FERTILIZATION

Overview

Molecular basis involved in successful pregnancy is not fully defined in all species.
Uterine fluid contains a variety of nutrients, proteins, lipids and extracellular vesicles,
including the exosomes, excreted by different cell types of maternal or fetal origin. The
exosomes present in uterine fluid modulate maternal-fetal communication, transporting
proteins, MARN molecules and microARNs. The objective of this study was to
determine the size and quantify the exosomes present in the uterine fluid of non-
pregnant and pregnant cows from artificial insemination (Al) and in vitro fertilization
(IVF), in different gestational periods. The uterine fluid was collected by uterine lavage
on day 18 of the estrous cycle and at 18 and 32 days of gestation. Extracellular uterine
microvesicles were isolated by centrifugation; the size and concentration of the
exosomes were analyzed using the NanoSight NS300. There was a significant increase
in the concentration of exosomes from group AI18 to AI32 and a tendency of
concentration increase from group IVF 18 to group IVF 32. Data indicate that the
concentration of uterine exosomes increases with the evolution of gestation. Studies in
other gestational ages and studies that determine the content and origin of these
exosomes are necessary, contributing to elucidate questions related to maternal-fetal
communication, as well as the differences observed in the viability of pregnancies

obtained by artificial insemination and in vitro fertilization.

keywords: Extracellular vesicles, maternal-fetal communication, bovine.
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Consideracotes Gerais

A bovinocultura brasileira representa o segundo maior rebanho bovino do
mundo, possuindo mais de 210 milhGes de animais, responsavel por 17% da producéo
mundial de carne bovina (MAPA, 2016). O desempenho reprodutivo do rebanho bovino
é um dos fatores determinantes para eficiéncia produtiva da bovinocultura, contribuindo
para 0 aumento da lucratividade da pecuaria (SILVEIRA et al., 2004).

O periodo gestacional corresponde ao intervalo entre o acasalamento fértil e o
parto, sofrendo interferéncia de diversos fatores, como maternos, fetais, genéticos e
ambientais, e tem duracdo de 280 dias nos bovinos (HAFEZ, 2004).

O sucesso gestacional envolve diversos mecanismos e tipos celulares
(DAHER; MATTAR, 2009), dependendo de um complexo e coordenado
estabelecimento de comunicagdo materno-fetal; essa interagcdo entre a mée e o feto
ocorre durante o periodo de pré-implantacédo, fase de implantacdo e o desenvolvimento
da placenta (SALAMONSEN et al., 2009).

O periodo de pré-implantacdo compreende desde a cépula/inseminacéo até
aproximadamente o 17° dia ap6s a fecundagdo. As interacGes entre 0 embrido e o
epitélio uterino sdo igualmente complexas e essenciais para o estabelecimento da
gestacdo. Problemas durante esse periodo de pré-implantacdo desempenham um papel
significativo, contribuindo com uma alta taxa de mortalidade embrionéria (GOFF,
2002).

As reacOes que desencadeiam o processo de implantagdo necessitam
especialmente de niveis criticos de progesterona e estrogeno. A secrecdo de
progesterona estd intimamente relacionada a manutencdo da gestacdo (INSKEEP;
DAILEY, 2005), seguida do estrogeno que atua no endométrio provocando a
proliferacdo do epitélio e crescimento dos ductos das glandulas endometriais. A
progesterona atua sinergicamente ao estrogeno participando da formacdo do leite
uterino, o qual nutre o embrido antes da implantacdo (LIMA; SOUZA, 2009).

A formacdo do blastocisto € necessaria para o processo de implantacdo assim
como o estabelecimento da gestacdo (WATSON; NATALE; BARCROFT, 2004), a
implantacdo nos bovinos inicia-se no 11° dia com o termino proximo aos 40 dias de
gestacdo, ficando o embrido durante esse periodo livre no corno uterino (JUNIOR;
MARTELLLI, 2014).
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A implantacdo tem inicio em um microambiente uterino que apresenta alta
complexidade, contendo uma variedade de nutrientes, proteinas, lipidios e outras
moléculas, incluindo vesiculas extracelulares de comunicacédo, oriundas do endométrio,
tubas uterinas e também do concepto, o qual estd em constate mudanga durante toda
fase de implantacdo (SALAMONSEN et al., 2013). Nessa fase inicial, ocorrem diversos
fendmenos mecanicos e bioldgicos, onde o embrido sintetiza substancias como as
citocinas, enzimas, prostaglandinas, hormoénios e outras ainda desconhecidas que sdo
reguladores do crescimento fetal e importantes durante toda gestacdo (PRESTES;
LANDIM-ALVARENGA, 2006; ROY CHOUDHURY’; KNAPP, 2000).

O reconhecimento materno da gestacdo ocorre com a sinalizacdo da presenca
do concepto para a mae, envolvendo uma série de eventos hormonais, como secrecdo de
progesterona, manutencdo do corpo luteo (PEREIRA et al., 2015) e liberacdo de
sinalizadores essenciais para sobrevivéncia e desenvolvimento do embrido
(IMAKAWA; CHANG; CHRISTENSON, 2004); ocorrem adaptacdes maternas desde o
periodo de pré-implantacdo, as quais s@o indispensaveis para manutencdo da gestacédo
(MINCHEVA-NILSSON et al.,, 2006; TAYLOR; AKYOL; GERCEL-TAYLOR,
2006).

O momento em que ocorre 0 reconhecimento materno da gestacdo varia entre
as espécies, nos ruminantes ocorre por volta do 15° dia, periodo em que 0 embrido se
apresenta em fase de blastocisto e produz substancias luteotroficas e antiluteoliticas,
com destaque para o interferon-tau (INF-t) (DEMMERS; DERECKA,; FLINT, 2001).

O INF-t ¢ uma proteina produzida por células trofoblasticas (HAFEZ, 2004)
que age bloqueando a prostaglandina (PGF2a) endometrial impedindo a lutedlise,
mantendo assim o corpo luteo e sua secrecdo de progesterona (MARQUES et al., 2007).
No reconhecimento imunolégico da gestacdo o IFN-t age junto a prostaglandina
inibindo a proliferacdo de linfécitos aparentemente regulando a producdo de citocinas
pelos linfécitos endometriais (DAHER; MATTAR, 2009).

A relacdo materno-fetal torna-se mais estreita quando ha formacéo placentaria,
podendo ocorrer trocas de substancias vitais para sobrevivéncia e desenvolvimento
embrionério (IMAKAWA; CHANG; CHRISTENSON, 2004). Conhecida como um
orgdo intermediario entre a mae e o feto, a placenta é responsavel pelo suprimento de
oxigénio, remocdo de detritos, producdo e secre¢cdo hormonal e fatores de crescimento
(MINCHEVA-NILSSON et al., 2006), estando diretamente relacionada com o
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metabolismo fetal, responsavel pelas trocas de nutrientes durante toda gestacdo
(GADELHA DA COSTA; GADELHA, 2006).

A evolugdo dos mecanismos de implantacdo, invaséo e formacgéo da placenta
foram essenciais no processo reprodutivo de animais viviparos, suas variagoes
evolucionarias resultaram em diferentes formas de placentacdo que vai desde uma
interacdo embrio-endometrial com uma adesdo simples e firme a uma completa eroséo
do endométrio pelo embrido humano (LEFEVRE; CAMPOS; MURPHY, 2007).

Nos bovinos, a placentacdo tem inicio ao 17° dias de gestacdo quando comeca
0 primeiro estagio da implantacdo embrionéria (BERTOLINI et al., 2007). A placenta é
chamada de cotiledonaria nos ruminantes, microscopicamente & composta pelo
endotelio vascular materno, tecido conjuntivo e epitelio, e do lado fetal, epitelio
corionico, tecido conjuntivo e vasos sanguineos (HAFEZ, 2004). Apresenta ainda,
células binucleadas que desempenham uma fungdo endocrina durante a gestacdo
(NAKANO et al., 2001).

Além dos mecanismos descritos para reconhecimento materno da gestacao
envolvendo o INF-t, estudos indicam que o embrido em desenvolvimento pode
demonstrar sua presenca antes da sua chegada no Utero, afetando a expresdo de genes na
tuba uterina como 0s que modulam o seu préprio transporte (LEE; YEUNG, 2006).
Sabe-se que a comunicacdo celular ocorre por mediadores, podendo esses serem
microvesiculas ligadas a membrana que transmitem sinais/informacdes para células
receptoras locais ou distantes (MINCHEVA-NILSSON; BARANOV, 2010). Em
humanos, microcrovesiculas de membrana com morfologia definida, 0os exossomos, sao
secretadas a partir de corpos multivesiculares endossomais mediante fusdo com a
membrana plasmatica e liberados pela placenta (HEDLUND et al., 2009). Essas
microvesiculas atuam tanto localmente como a distancia, sendo encontradas também no
soro materno (SABAPATHA; GERCEL-TAYLOR; TAYLOR, 2006).

Os exossomos sao vesiculas esféricas uniformes medindo 50 a 100 nm (ZONG
et al., 2018), formadas no interior dos endossomas (MINCHEVA-NILSSON;
BARANOV, 2010; ZABOROWSKI et al., 2015). Sdo compostos por proteinas, RNAm,
microRNAs, sendo seu conteldo dependentes do tipo de tecido ou célula que se
originam. No entanto, independentemente de sua origem, 0s ex0ssomos apresentam um
grupo conservado de proteinas, incluindo tubulina, actina, anexinas e proteinas Rab,
hsp70 e hsp90; quinases, proteinas G, TSG101 (NG et al., 2013; ZABOROWSKI et al.,
2015).
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Diversas funcgdes biologicas tem sido atribuidas as microvesiculas uterinas,
como a sinalizacdo intercelular, apresentacdo de antigenos, regulacdo imunoldgica,
efeitos pré- ou anti-apoptdticos, transporte de proteinas gracas a sua ligacdo a
membrana plasmatica e transporte de RNAs bioativos entre as células (DENZER et al.,
2000; SKOG et al., 2008).

A secrecdo de exossomos durante o ciclo reprodutivo foi descrita em humanos
(NG et al,, 2013) e em ovelhas (BURNS; BROOKS; SPENCER, 2016; RUIZ-
GONZALEZ et al., 2015a), sugerindo que estes podem ser importantes moduladores da
funcdo endometrial no periodo de pré concepcdo e implantacdo ou atuar regulando
funcbes no concepto ou até mesmo nos espermatozoides. Além disso, exossomos tem
sido descrito como uma caracteristica das gestagdes normais. Exossomos placentarios ja
foram isolados no sangue periférico de mulheres gestantes (SABAPATHA; GERCEL-
TAYLOR; TAYLOR, 2006; TAYLOR; AKYOL; GERCEL-TAYLOR, 2006), e em
estudos com culturas de tecidos placentarios de gestagbes normais e células
trofoblasticas (FRANGSMYR et al., 2005, HEDLUND et al., 2009; MINCHEVA-
NILSSON et al., 2006). Além disso, exossomos foram identificados no fluido uterino de
ovelhas gestantes (BURNS; BROOKS; SPENCER, 2016; RUIZ-GONZALEZ et al.,
2015a).

Os exossomos placentarios humanos expressam o marcador especifico de
exossomo CD63 e a fosfatase alcalina placentaria e, diferentemente dos outros
ex0ssomos, nao expressam o complexo principal de histocompatibilidade (MHC), mas
sim moléculas relacionadas a MHC, a MICA/B e ERA-T1/ULBP1-5, ligantes do
receptor de ativacdo de células natural killer NKG2D, expressando ainda moléculas
proapoptéticas FasL1l - 4 e TRAIL (MINCHEVA-NILSSON; BARANOV, 2010).
Diferengas na bioatividade de exossomos presentes no fluido uterino foram descritas
entre mulheres ndo gestantes e mulheres gestantes (SALOMON et al., 2014). Além
disso, observa-se que o numero de exossomos estd aumentado em mulheres ndo
gestantes em condicdes associadas a inflamacdo ou sindromes metabdlicas (REDMAN;
SARGENT, 2007), em gestantes as células do trofoblasto regulam o remodelamento
vascular dentro do utero através da liberagdo de exossomos, no decorrer do
desenvolvimento gestacional, havendo uma diminuicdo em sua atividade bioldgica
apenas no final da gestacdo (SALOMON et al., 2014).

Exossomos liberados no ambiente uterino antes e durante a gestacdo sdo

essenciais para a comunicacdo materno-fetal e adaptacdo inicial do organismo a
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gestacdo (ABRAHAMS et al., 2004; FRANGSMYR et al., 2005; HEDLUND et al.,
2009). Perdas gestacionais podem estar relacionadas a um microambiente materno
inadequado com falha da méae em responder apropriadamente os sinais do embrido,
defeitos intrinsecos embrionarios (HANSEN, 2002), baixa qualidade do odcito ou do
embrido (SIRARD et al., 2006) e falhas enddcrinas (HASHIZUME et al., 2002). No
entanto, acredita-se que a principal causa esteja relacionada a ocorréncia de problemas
de sinalizacdo concepto-maternal (SPENCER, 2004), a qual pode ocorrer através
dacomunicacdo intercelular envolvendo mediadores secretados e capturados por
exossomos (DA SILVEIRA et al., 2012).

Em bovinos perdas embrionaria de gestacdes naturais ocorrem entre 0 8° e 17°
dia, estando estas muitas vezes relacionadas a insuficiente comunicacéo entre a mée e o
embrido como consequéncia da falha no reconhecimento inicial da gestagédo
(THATCHER et al., 2001). Essas perdas acontecem de forma mais expressiva nas
gestacdes por fertilizacdo in vitro com taxa de recuperacdo e deteccdo do disco
embrionario aos 16 dias de gestacdo de 86% e 56% para embrides controle e 37 e 35%
para embrides produzidos in vitro (BERTOLINI; ANDERSON, 2002). Além disso, as
taxas de prenhez aos 30 dias de gestacdo para embrides produzidos por FIV e clonados
por transferéncia de nicleo de células somaticas (TNCS) sdo menores que as de
embrides produzidos por superovulacdo e inseminacao artificial, porém comparaveis. Ja
as perdas entre os dias 30 e 60 de gestacdo sdo significantemente maiores em embrides
produzidos por FIV (15-60%) e TNCS (40-100%) (BERTOLINI et al., 2007). O
entendimento dos sinais moleculares necessarios para a adequada comunicacdo
materno-fetal € de grande importancia para o entendimento de parte dos problemas de
perdas gestacionais, principalmente em casos de embrides gerados por fertilizacdo in
vitro (FIV), onde os processos de manipulacdo e cultivo celular podem alterar o perfil
de expressdo génica embriondrio e consequentemente seu desenvolvimento e
sinalizacdo ao endométrio

Nesse sentido, a comunicacgdo intercelular atraves dos exossomos traz novas
perspectivas para 0 entendimento da comunicacdo entre a mde e 0 concepto,
possibilitando elucidar questdes relacionadas as mudancas e adaptacdes do organismo
materno durante o periodo gestacional, assim como responder questBes ainda nao
definidas relacionadas as taxas de sucesso obtidas na fertilizacdo in vitro. Assim, esse

estudo teve como objetivo determinar o tamanho e quantificar 0s exossomos presentes
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no lavado uterino de vacas ndo prenhes e prenhes em diferentes periodos de gestacdo

oriundas de inseminacéo artificial e fertilizagéo in vitro.
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DETERMINACAO DO TAMANHO E QUANTIFICACAO DOS EXOSSOMOS
UTERINOS EM GESTACOES BOVINAS PRODUZIDAS POR INSEMINACAO
ARTIFICIAL E POR FERTILIZACAO IN VITRO

RESUMO - A comunicacdo intercelular ocorre por meio de diversos mecanismos, dentre eles
a excregdo de vesiculas extracelulares como os exossomos. Os exossomos presentes no fluido
uterino atuam na comunicacdo materno-fetal, sendo capazes de transportar proteinas,
moléculas de RNAm e microRNAs. O objetivo desse estudo foi determinar o tamanho e
quantificar os exossomos presentes no fluido uterino de vacas ndo prenhes e prenhes por
inseminag&o artificial (1A) e por fertilizacdo in vitro em diferentes periodos gestacionais. O
fluido uterino foi coletado por lavagem uterina no dia 18 do ciclo estral e aos 18 e 32 dias de
gestacdo. As microvesiculas extracelulares uterinas foram isoladas por centrifugacdo, o
tamanho e a concentragdo os exossomos foram analisados utilizando o NanoSight NS300.
Observou-se aumento significativo na concentragcdo dos exossomos do grupo IA 18 para o 1A
32 e uma tendéncia de aumento na concentracdo do grupo FIV 18 para o grupo FIV 32. Os
dados indicam que a concentracdo dos exossomos uterinos aumenta com a evolucdo da
gestacdo, sendo necessario estudos em outras idades gestacionais e ainda estudos que
determinem o contetdo e origem desses exossomos, tornando possivel elucidar questdes
relacionadas a comunicagdo materno-fetal, bem como as diferencas observadas na viabilidade

de gestacgdes oriundas de inseminacdo artificial e fertilizacdo in vitro.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares. Comunicacdo materno-fetal. bovinos.

DETERMINATION OF SIZE AND QUANTIFICATION OF UTERINE EXOSOMES
IN BOVINE GESTATIONS PRODUCED BY ARTIFICIAL INSEMINATION AND IN
VITRO FERTILIZATION

ABSTRACT - Intercellular communication occurs through several mechanisms, among them

the excretion of extracellular vesicles like the exosomes. Exossomes present in the uterine
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fluid act in maternal-fetal communication, being able to carry proteins, mMRNA molecules and
microRNAs. The objective of this study was to determine the size and quantify the exosomes
present in the uterine fluid of non-pregnant and pregnant cows from artificial insemination
(Al) and in vitro fertilization (IVF), in different gestational periods. The uterine fluid was
collected by uterine lavage on day 18 of the estrous cycle and at 18 and 32 days of gestation.
Extracellular uterine microvesicles were isolated by centrifugation; the size and concentration
of the exosomes were analyzed using the NanoSight NS300. There was a significant increase
in the concentration of exosomes from group Al18 to Al32 and a tendency of concentration
increase from group IVF 18 to group IVF 32. Data indicate that the concentration of uterine
exosomes increases with the evolution of gestation. Studies in other gestational ages and
studies that determine the content and origin of these exosomes are necessary, contributing to
elucidate questions related to maternal-fetal communication, as well as the differences
observed in the viability of pregnancies obtained by artificial insemination and in vitro

fertilization.

keywords: Extracellular vesicles. Maternal-fetal communication. bovine.

INTRODUCAO

A gestacdo é considerada como sendo um paradoxo do ponto de vista imunolégico
(DAHER; MATTAR, 2009), seu estabelecimento requer estreita sincronia entre o endométrio
e 0 blastocisto. Essa interacdo funcional ocorre durante todo processo de implantacdo até a
fase de desenvolvimento da placenta (SALAMONSEN et al., 2009), estando associados
inimeros fatores expressos tanto pelo endométrio como pelo concepto (IMAKAWA;
CHANG; CHRISTENSON, 2004).

A comunicacdo e sinalizacdo intercelular ocorre por meio de diversos mecanismos,
dentre eles a excrecdo de vesiculas extracelulares, podendo ser corpos apoptéticos,
microvesiculas e exossomos (WILLMS et al., 2016). Os exossomos sdo vesiculas esféricas

medindo de 50 a 100 nm (ZONG et al., 2018), produzidos por uma variedade de células e
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presentes no microambiente uterino (NG et al., 2013). Essas vesiculas transportam proteinas e
moléculas de RNAmM e microRNA que atuam localmente ou a distancia, sendo também
encontradas na circulagdo e no soro materno (SABAPATHA; GERCEL-TAYLOR,;
TAYLOR, 2006; TAYLOR; AKYOL; GERCEL-TAYLOR, 2006).

Células trofoblasticas excretam exossomos capazes de transportar moléculas que
influenciam diversos mecanismos e fungbes biologicas, promovendo a sobrevivéncia
embrionaria (MINCHEVA-NILSSON; BARANOV, 2010; SKOG et al., 2008)). Os
exossomos, liberados durante todo periodo gestacional, sdo considerados essenciais para
comunicacéo inicial entre a mée e o concepto e na manutencdo da gestacdo (ABRAHAMS et
al., 2004; HEDLUND et al., 2009; MINCHEVA-NILSSON et al., 2006; NG et al., 2013;
SABAPATHA; GERCEL-TAYLOR; TAYLOR, 2006; TAYLOR; AKYOL; GERCEL-
TAYLOR, 2006).

Em ovelhas, os exossomos séo liberados na luz uterina durante o ciclo estral e inicio da
gestacdo estimulando a secrecdo de interferon-tau (RUIZ-GONZALEZ et al., 2015b). Em
bovinos sugere-se que microvesiculas extracelulares apresentem um papel importante durante
a maturagdo dos odcitos e desenvolvimento precoce do embrido in vitro (DA SILVEIRA et
al., 2017), podendo ser responsaveis pela comunicacao inicial e pela preparacdo do organismo
para gestacdo, evitando perda embrionaria e auxiliando ainda na manutencdo da gestacdo. A
caracterizacdo morfologica e a quantificacdo dos exossomos presentes no fluido uterino de
bovinos, permitird elucidar questes ainda nao definidas em gestacfes obtidas por
inseminacado artificial e fertilizacdo in vitro. Assim, o objetivo desse estudo foi determinar o
tamanho e quantificar os exossomos presentes no fluido uterino de vacas ndo prenhes e
prenhes oriundas de inseminacéo artificial (I1A) e de fertilizacdo in vitro (FIV) em diferentes

periodos gestacionais.

MATERIAIS E METODOS

Animais e coleta de amostras

Amostras de fluido uterino foram obtidas por lavagem uterina post mortem a partir
vacas inseminadas artificialmente aos 18 (n=11) e 32 dias (n=16) ou apds FIV aos 18 (n=17)
e 32 dias (n=8). Fluido uterino de vacas ndo prenhes, utilizadas como grupo controle (C), foi
obtido aos 18 dias (n=7) do ciclo estral. As amostras foram obtidas de fémeas Bos taurus

indicus (Nelore) inseminadas com sémen Bos taurus taurus (Angus) ou apoés transferéncia de
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embribes produzidos por fertilizacdo in vitro (FIV) utilizando 6ocitos doados por fémeas Bos
taurus indicus (Nelore) e 0 mesmo sémen. O procedimento de fertilizacdo in vitro foi
realizado conforme descrito por Seneda et al. (2001). As amostras de fluido uterino de

animais ndo gestantes foram obtidas de fémeas Bos taurus indicus (Nelore).

Isolamento das microvesiculas extracelulares

Para remocdo de células mortas e debris celulares, os lavados uterinos foram
centrifugados a 300 x g durante 10 minutos, a 2.000 x g durante 10 minutos e a 16.500 x ¢
durante 30 minutos. Apds a terceira centrifugacdo, as amostras foram filtradas em filtro 0.22
um, transferidas para tubos de policarbonato de parede de 3,5 mm de espessura e uma
quantidade de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) foi adicionada para ajustar o
volume para 20 mL. As amostras foram ultracentrifugadas a 34.100 rpm durante 70 minutos a
4 °C, utilizando a ultracentrifuga Optima XE-90 para sedimentar as microvesiculas
extracelulares. Os sobrenadantes foram removidos completamente, pellets enriquecidos com
exossomos foram lavados com 10 mL de PBS e centrifugados novamente a 34.100 rpm
durante 70 minutos a 4 °C. Apds este procedimento, as microvesiculas foram diluidas em
PBS1X sem Ca*™" e Mg"* para posterior utilizagéo.

Anélise do tamanho e da concentra¢do dos exossomos

A analise do tamanho e da concentracdo dos exossomos foi realizada utilizando o
equipamento NanoSight NS300 (Malvem) por meio do NanoSight NTA Software v3.1. Para
calibracdo do equipamento foram utilizados beads de 50 nm, 100 nm e 200 nm,
respectivamente, para verificar a precisdéo do tamanho e concentragdo. As amostras de
exossomos oriundas do lavado uterino das vacas foram diluidas em PBS e introduzidas
manualmente no equipamento. Cinco videos de 30 segundos foram gravados com a camera
level 14, a temperatura de 37°C para se obter os dados de tamanho e concentracdo de cada
amostra. O tamanho dos exossomos utilizado é o dado da moda, por ser o valor que mais se

repete, determinada a partir dos videos adquiridos.

Andlise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, para avaliar as diferengas
entre os tratamentos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p > 0,05). As analises

foram realizadas utilizando o software Jump.
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RESULTADOS

As vesiculas extracelulares foram isoladas do lavado uterino usando método padréo.
A andlise de rastreamento de nanoparticulas mostrou particulas com média de 123,72 + 12,76
nm. O fluido uterino de animais ndo gestantes aos 18 dias do ciclo apresentou exossomos com
média de 129,94 + 12,72 nm. O fluido oriundo de gestacdes obtidas por IA aos 18 dias
apresentou exossomos com tamanho médio de 124,66 + 16,64 nm e aos 32 dias de gestacdo
com 124,03 + 4,91 nm. O fluido obtido de gestacfes obtidas por FIV aos 18 dias apresentou
exossomos com tamanho médio de 123,83 £+ 2,40 nm e aos 32 dias de gestagdo com 116,30 +
4,91 nm. Néo foi identificada diferenca significativa (p> 0,05) no tamanho dos exossomos

entre vacas ndo gestantes e gestantes nos diferentes periodos gestacionais (Figura 1).

150 7 a
125 - a

100 -

(6]
o
1

Tamanho dos exossomos (nm)
\l
(65]
1

N
(6]
1

Cc18 IA 18 FIV 18 1A 32 FIV 32

Figura 1. Tamanho dos exossomos (hnm) presentes no fluido uterino de vacas ndo gestantes e gestantes em
diferentes periodos gestacionais. C18: ndo gestante dia 18 do ciclo estral; 1A18: gestacdo obtida por IA no dia
18; FIV18: gestacdo obtida por FIV no dia 18; 1A32: gestacdo obtida por IA no dia 32; FIV32: gestagdo obtida
por FIV no dia 32.

A concentracdo de exossomos no fluido uterino de animais ndo gestantes aos 18 dias do
ciclo foi de 5,38E+11 + 254E+10 particulas/ml. O fluido uterino oriundo de gestacGes
obtidas por IA aos 18 dias apresentou concentracdo média de 5,91E+10 + 3,57E+10
particulas/ml e aos 32 dias de gestacdo concentracdo média de 1,52E+11 = 9,03E+10
particulas/ml. As gestacdes FIV aos 18 dias apresentaram uma concentracdo de 8,09E+10 +
1,62E+10 particulas/ml e aos 32 dias concentracdo média de 2,01E+11 +1,92E+11
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particulas/ml. Foi observada diferenca estatistica (p<0,05) na concentracdo dos exossomos
entre os grupos 1A18 e 1A32, a qual aumentou 156% dos 18 aos 32 dias de gestacdo. Além
disso, observou-se uma tendéncia de aumento entre os grupos FIV18 e FIV32 (p = 0,06),
sendo verificado um aumento de 149% da concentra¢do de exossomos aos 32 dias de gestacédo
(Figura 2).

3E+11 0

2,5E+11

2E+11

(Particulas/mL)

1,5E+11

a,b

Concentracdo dos exossomos

1E+11

5E+10

Cc18 1A 18 FIV 18 1A 32 FIV 32

Figura 2. Concentracdo dos exossomos (particulas/ml) presentes no fluido uterino de vacas ndo gestantes e
gestantes em diferentes periodos gestacionais. C18: ndo gestante dia 18 do ciclo estral; 1A18: gestagéo obtida por
IA no dia 18; FIV18: gestacdo obtida por FIV no dia 18; 1A32: gestacdo obtida por IA no dia 32; FIV32:
gestacdo obtida por FIV no dia 32.

DISCUSSAO

As vesiculas extracelulares contém materiais bioativos (DA SILVEIRA et al., 2017) e
podem ser consideradas veiculos de comunicagdo celular, devido sua capacidade de
transferéncia de lipidios e acidos nucleicos, que influenciam varias funcdes fisioldgicas das
células receptoras (YANEZ-MO et al., 2015). Na literatura, o tamanho médio dos exossomos
é descrito como sendo de 50 a 100 nm (ZONG et al., 2018). O tamanho dos exossomos
encontrados no lavado uterino de vacas gestantes e ndo gestantes variou entre 95,3 e 155,2
nm. Exossomos liberados por células trofoblasticas cultivadas mediram 165 nm (ATAY et al.,
2011), exossomos presentes no fluido uterino humano (NG et al., 2013) e do sinciotrofoblasto
(TANNETTA et al., 2017) variaram de 50 a 150 nm. A presenca desses exossomos contendo
proteinas, RNAs e microRNAS especificos no microambiente uterino em que ocorre a
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implantacdo embrionaria e a placentacdo pode determinar a efetiva comunicacdo materno
fetal, essencial para o sucesso da gestacéo.

Os dados obtidos nesse estudo demonstraram que, com o0 avanc¢o da idade gestacional,
ocorre um aumento significativo da concentragdo dos exossomos no microambiente uterino,
tanto em gestacdes obtidas por IA quanto FIV. Resultados semelhantes foram obtidos em
estudos com humanos, relacionando o aumento de exossomos circulantes no sangue materno
ao avango gestacional, os quais podem ser provenientes da mée ou do embrido (SALOMON
etal., 2014).

O significado fisioldgico desse aumento observado no nimero de exossomos no fluido
uterino durante a gestacdo ainda precisa ser investigado. O microambiente uterino pode ser
alterado de acordo com o protocolo utilizado na IA e na FIV, alterando aspectos celulares e
moleculares (FRANCHI; CASTILHO, 2016) Esses exossomos podem ser liberados
juntamente com diversos tipos celulares (ZABOROWSKI et al., 2015), relacionados com a
resposta imune do animal, indicando o envolvimento na organizacdo de grandes complexos
moleculares (THERY; ZITVOGEL; AMIGORENA, 2002).

O periodo inicial da gestagdo é caracterizado por perdas embrionarias (ASSIS NETO et
al., 2009), ocorrendo principalmente entre 8 e 17 dias, devido a insuficiente comunicacéo
materno fetal, com consequente falha no reconhecimento da gestacdo (THATCHER et al.,
2001) e envolvendo diversos mecanismos que coordenam 0 crescimento e sobrevivéncia
embrionaria (LIMA; SOUZA, 2009). Os estudos recentes indicam que 0s €x0ssomos podem
ser responsaveis por essa comunicagdo inicial, modulando o estabelecimento da gestacdo (NG
et al., 2013). Essas perdas se tornam ainda mais expressivas quanto se consideram as
gestacdes obtidas por FIV (BERTOLINI; ANDERSON, 2002). Nesse estudo ndo foram
identificadas diferencas estatisticas entre o numero de exossomos encontrados no
microambiente uterino em gesta¢des obtidas por IA e FIV, no entanto, um aumento numérico
de exossomos foi notado em gestacbes produzidas in vitro. Sabe-se que o contetdo e
composicdo da membrana das vesiculas extracelulares sdo altamente heterogéneos e
dindmicos, dependentes da fonte celular, estado e condi¢cdes ambientais (SALOMON et al.,
2014). Assim, considerando que em embrides gerados por fertilizacdo in vitro (FIV) passam
por processos de manipulacdo e cultivo celular que podem alterar o perfil de expressdo génica
embrionario e consequentemente seu desenvolvimento e sinalizagdo ao endométrio (ZHOU,;
LAMONT, 2007), supde-se que as diferencas observadas entre gestacdes IA e FIV estejam
relacionadas a divergéncias nos contetdo das microvesiculas. A investigacdo do conteudo

proteico e génico dos exossomos uterinos de gestacdes IA e FIV podera contribuir para o
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entendimento das falhas gestacionais frequentemente observadas em gestacfes obtidas por
FIV.

A concentragdo de exossomos no fluido uterino de animais aos 18 dias do ciclo estral
ndo diferiu da concentragcdo encontrada em animais gestantes. Exossomos encontrados em
animais gestantes podem ter origem fetal ou materna (GIACOMINI et al., 2017). Em animais
ndo gestantes, somente exossomos de origem materna compdem o fluido uterino. A secrecao
de exossomos durante o ciclo estral foi descrita em humanos (NG et al., 2013) e ovelhas
(BURNS; BROOKS; SPENCER, 2016; RUIZ-GONZALEZ et al., 2015b). A presenca de
exossomos durante o ciclo estral sugere que estes podem ser importantes durante o preparo
para a gestacdo e a concepcédo, podendo modular a prépria funcdo endometrial ou até mesmo
regular a funcdo espermatica. A identificacdo do conteido desses exossomos se faz necessaria

para entendimento da fungdo dos mesmos durante o ciclo estral e durante a gestagéo.

CONCLUSOES

A concentracdo dos exossomos presentes no fluido uterino aumenta de acordo com o
periodo gestacional em gestacdes obtidas por IA e tende a aumentar em gestacdes obtidas por
FIV. Futuros estudos que identifiquem a origem e o contetido desses exossomos durante o
ciclo estral e a gestagdo contribuirdo para o entendimento de questdes relacionadas ao preparo
para a gestacdo e & comunicacdo materno-fetal, bem como as diferengas observadas na

viabilidade de gestacGes oriundas de inseminacao artificial e fertilizacdo in vitro.
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Consideracoes Finais

A concentracdo dos exossomos presentes no fluido uterino aumenta de acordo com o
periodo gestacional em gestacdes obtidas por inseminacdo artificial e tende a aumentar em
gestacgdes obtidas por fertilizacdo in vitro.

E necesséario estudos futuros que identifiquem a origem e o contetido dos exossomos
presentes no fluido uterino durante o ciclo estral e a gestacdo, elucidando questdes
relacionadas as perdas gestacionais e o estabelecimento inicial da gestacdo, assim como o
entendimento da comunicagdo materno-fetal durante todo periodo gestacional.

O conhecimento da origem e conteldo dos exossomos permitira ainda identificar
diferencas na viabilidade de gestacdes oriundas de inseminacdo artificial e fertilizacdo in

vitro.
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