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1.  INTRODUGAO

Sabe-se, que a eficiéncia reprodutiva € um dos pilares para sustentabilidade e
lucratividade na pecuaria. Desta forma, estudos sobre o processo ovulatério e suas
variaveis tornam-se importantes. A ovulacido € desencadeada principalmente por um
pico pré-ovulatorio do horménio luteinizante (LH), o qual estimula um evento similar
ao processo inflamatério agudo, aumentando a sintese de mediadores inflamatérios
intrafoliculares, como a Prostaglandina F2a (PGF), e Prostaglandina E2 (PGE)
(BERISHA et al., 2019). Esses mediadores atuam em conjunto, induzindo a ruptura
folicular, dando inicio a neovascularizagao e a luteinizagao. Em vista disso, a flunixina
meglumina (FM), um anti-inflamatoério ndo esteroidal (AINE), mediante o tratamento
sistémico em dose unica, reduziu as concentragdes de PGF no fluido folicular de
vacas tratadas (MORAES et al., 2021), porém nao afetou a ocorréncia da ovulagéo
(MORAES, 2020).

Como revisado por MATSUDA et al. (2022), a comunicacgao intercelular dentro
do microambiente ovariano € um mecanismo essencial para a maturagao do oocito.
Diante disso, vesiculas extracelulares (VEs) tém um papel critico, pois sdo o veiculo
de comunicacéo intercelular (VALADI et al., 2007). Essas VEs contém micro RNAs
(miRNAs), pequenas moléculas de RNA nao codificantes que regulam a expressao e
a funcao génica. A presenca dessas VEs no fluido folicular ja foi descrita em diversas
espécies (revisado por SILVEIRA et al. (2018)). Apesar do conhecimento sobre o
papel das prostaglandinas e a agado dos AINEs, pouco se sabe sobre a modulagao
das vesiculas extracelulares no fluido folicular por estas drogas, especialmente em
relagéo ao seu conteudo molecular. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar como
o AINE FM, administrado ap6s a indu¢cdo da ovulagdo, modula as vesiculas
extracelulares do fluido folicular em termos de concentragao, morfologia e conteudo,
buscando assim entender sua atuagcao no ambiente folicular.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFPel (CEUA 006185/2023-19). Foram utilizadas 14 fémeas bovinas ciclicas, nao
gestantes e nao lactantes, submetidas a sincronizagao do estro e indugao de nova
onda folicular por meio de um protocolo hormonal de oito dias com progestageno.
Inicialmente, foi implantado um dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona
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(DIV P4; PRIMER®, Agener Uni&o), seguido da aplicagdo de 2 mg de benzoato de
estradiol (BE; RIC-BE® Agener Uniao) e 241 ug de cloprostenol sédico (PGF; Estron®
Agener Unido). Apos oito dias, o DIV P4 foi removido e uma nova dose de PGF foi
administrada. Vinte horas depois, os animais receberam 25 ug de lecirelina (analogo
de GnRH; Tec Relin® Agener Unido). Dezessete horas apds a aplicagédo de GnRH,
antes do aumento de prostaglandinas como descrito por BRIDGES et al. (2006), os
animais foram distribuidos, de acordo com o diametro do foliculo pré-ovulatério, em
dois grupos: grupo AINE (n=7), que recebeu 2,2 mg/kg de FM (Flumedin®, Jofadel),
e o grupo CONT (n=7), que recebeu uma administragdo intramuscular de solugao
salina.

Ap06s 24 h da indugao da ovulagdo com GnRH, posterior a higienizagdo da regiao
do perineo e anestesia epidural com lidocaina 2% (Anest®, Syntec) foi realizada a
aspiracao folicular guiada por ultrassonografia transvaginal com sonda micro convexa
de 6MHz (SonoScape E2V Pro). As amostras de fluido (FF) obtidas foram transferidas
para placas de cultivo (Corning®) para busca e remog¢ao dos complexos cumulus-
odcito (CCOs). Em seguida, o FF foi acondicionado em microtubos para separagao
das células da granulosa (CG) e do sobrenadante, e submetidos a centrifugacdes
seriadas, conforme GAD et al. (2023), para o isolamento das VEs e expressao dos
miRNAs. O ultimo microtubo do processo contendo fluido folicular sem pellet de
células da granulosa foi congelado e armazenado a -80°C. As amostras contendo
VEs foram entdo enviadas ao Laboratério de Morfofisiologia Molecular do
Desenvolvimento (LMMD-USP) para isolamento, quantificacdo e analise morfologica
das VEs, conforme metodologia de BRIDI et al. (2024).

No software JMP Pro 18 (SAS®), os dados foram analisados estatisticamente
utilizando-se o teste t de Student para a comparag¢ao entre os grupos, com um nivel
de significancia de P < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo, com relacéo ao efeito do AINE FM sobre as
VEs do FF, demonstraram que nao houve diferencga estatistica (P > 0,05) entre os
grupos quando comparada a concentragdo de particulas (AINE: 28,4 + 4,6 x 108
particulas/ml; CONT: 22,9 + 4,9 x 108 particulas/ml) e o tamanho das VEs (AINE:
183,2 £ 7,2 nm CONT: 195,8 + 5,2 nm). Em contraste, a andlise do conteudo
molecular das VEs revelou uma modulagao distinta no perfil de miRNAs e nas vias
por eles reguladas entre os grupos estudados. Dentre os 333 miRNAs em comum,
quatro foram menos (P<0,05) expressos nas VEEs do grupo AINE: bta-miR-584, bta-
miR-369-5p, bta-miR-218 e bta-miR-411c-5p. Esse miRNAs afetam
significativamente (P<0,05) sete vias fisioldgicas que sao: Regulagéo do citoesqueleto
de actina, adesao focal, orientacdo do axénio, interacdo MEC-receptor, endocitose,
degradacao de lisina e ferroptose.

Os achados ressaltam o papel dindmico e regulatério das VEs na comunicagao
intercelular, evidenciando que mesmo com a auséncia de variagdes significativas no
tamanho e quantidade, ha uma regulagdo molecular nessas estruturas (MELO-BAEZ
et al., 2023). Portanto, embora o AINE FM ndo tenha afetado a ocorréncia da
ovulagao, quando administrado na mesma dose e via deste estudo (MORAES, 2020),
e ndo tenha alterado a concentracdo e morfologia das VEs no fluido folicular,
influenciou o perfil de miRNAs nas VEs, que por sua vez, alteram a regulagao de vias
celulares importantes para o processo ovulatério. Considerando que os miRNAs
atuam regulando a expressao génica ao se ligarem a mRNAs, promovendo sua
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degradagéao ou inibindo sua tradugao, a menor expressdo de miRNAs observada no
grupo AINE sugere que as vias metabdlicas descritas estdo mais ativas nesses
foliculos.

Fisiologicamente essas vias sao criticas para diversos eventos, incluindo o
processo ovulatorio. O citoesqueleto de actina, a adesao focal e a interacdo MEC-
receptor sdo fundamentais para as mudancgas de forma e migragdo das células e
portanto, podem estar envolvidos nesse aspecto nas células da granulosa e da teca,
e para a ruptura folicular durante a ovulacdo (OGIWARA et al, 2023). A orientagao do
axbnio (mesmo em um contexto n&o neural) e a endocitose estado ligadas a eventos
essenciais para o desenvolvimento folicular, formacédo do corpo Iluteo, como a
angiogénese (KLAGSBRUN; EICHMANN, 2005) e captacdo de macromoléculas
necessarias (SMYTHE; WARREN, 1991). A degradacgao de lisina, por sua vez, esta
ligada ao metabolismo energético (LEANDRO; HOUTEN, 2020), e a ferroptose € um
mecanismo de morte celular (DIXON et al. 2012) que pode contribuir para a ruptura
folicular e remodelagao tecidual pés-ovulacéao.

Com base nesses achados e de estudos anteriores, observou-se que embora
ocorra reducao na concentracao de PGF intrafolicular apés tratamento sistémico com
o AINE FM a ovulagao ainda acontece, isso sugere que outras vias ou mecanismos
estdo sendo usados para compensar a deficiéncia de prostaglandina e que a
estimulacao dessas vias poderia ser parte da resposta compensatéria ou adaptativa
em resposta ao tratamento. Novos estudos devem avaliar como esse AINE atua
modulando a expressao génica nas ceélulas da granulosa, especialmente de genes
envolvidos na ovulagao, e se essa administracdo altera a concentragcdo de PGE no
fluido folicular, buscando dessa forma entender de fato sua atuacgao.

4. CONCLUSAO

Em vista do exposto, conclui-se que o uso do anti-inflamatério, apds indugao da
ovulagdo nao afetou a concentracdo e tamanho das VEs do fluido folicular, porém
influenciou a expressdo dos miRNAs: bta-miR-584, bta-miR-369-5p, bta-miR-218 e
bta-miR-411c-5p, presentes nas vesiculas extracelulares. Nesse sentido, esses
miRNAs estdo relacionados a vias fisiolégicas importantes, que foram ativadas
significativamente, indicando uma modulacado do AINE no ambiente folicular préximo
ao processo ovulatorio.
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