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1. INTRODUCAO

Em bovinos, doencas como mastite, metrite e endometrite sdo responsaveis
por causar grandes perdas econémicas no setor produtivo, sendo que um dos
principais agentes infecciosos causadores dessas doencas séo as bactérias gram-
negativas (BIDNE et al., 2018). Essas bactérias possuem na sua parede externa
lipopolissacarideos (LPS), endotoxinas capazes de induzir uma potente resposta
inflamatéria no animal (RAETZ&WHITFIELD, 2008). Quando ha lise desse tipo de
bactérias, o LPS é liberado, podendo entrar na corrente sanguinea e atingir locais
distantes da origem da infecgéo.

Estudos demostram que em bovinos, o LPS pode afetar negativamente a
fertilidade, alterando a liberacdo e producdo de hormébnios gonadotroficos e
esteroides, prolongando a fase latea, diminuindo a maturacao oocitaria e reduzindo
as taxas de clivagem, dentre outros (HERATH et al., 2007; DE CAMPOS et al.,
2017; BIDNE et al., 2018;). No entanto, 0s mecanismos pelos quais ocorrem esses
efeitos ainda n&do estdo bem claros. Assim, diversos estudos tém utilizado a
aplicacédo de LPS exdgeno como ferramenta para tentar elucidar ditos mecanismos,
porém, a maioria dos estudos utilizam altas doses de LPS e demonstram que este
induz uma potente resposta inflamatdria e provoca varios efeitos negativos em
diferentes tecidos (RAETZ & WHITFIELD, 2008). Entretanto, altas doses de LPS
assemelham-se as concentracdes de LPS sanguineo de doencas na sua forma
clinica. Contudo, sabe-se que doencas subclinicas acarretam muitas vezes em
mais perdas econdmicas nos sistemas pecuarios do que sua forma clinica, devido
a dificuldade em serem diagnosticadas e, consequentemente, tratadas.

A compreensdo desses efeitos tem grande importdncia no que tange a
eficiéncia reprodutiva em sistemas pecuarios, tendo em vista o impacto provocado
por algumas doencas através do LPS sobre a fertilidade, principalmente a nivel
folicular e oocitario (BIDNE et al., 2018; SHELDON et al., 2009). Portanto, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito de baixas doses de LPS intravenoso sobre
0 numero e viabilidade de odécitos bovinos.

2. METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil (Protocolo 9364). Foram
utilizadas 16 novilhas de corte da raca Aberdeen Angus, saudaveis, em média 14
meses de idade, manejadas em sistema de confinamento, recebendo uma dieta a
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base de volumoso e concentrado, em uma proporcao de 60:40 respectivamente e
agua a vontade. Todos os animais permaneceram sob as mesmas condi¢cdes de
manejo e foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo LPS (n=8), que
recebeu duas aplicagbes de 2 mL de solucéo salina (0,9% de NaCl) contendo 0,5
pHg/kg de peso corporal de LPS (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA) via
intravenosa, com intervalo de 24 horas; ou grupo controle (n=8), que recebeu 2
aplicacoes de 2 mL de solucdo salina (0,9% de NaCl) no mesmo intervalo. A
primeira aplicacdo de LPS foi no dia 1 (D1), em relacdo ao protocolo de
sincronizacao da onda folicular. A temperatura retal de todos os animais foi aferida
com o auxilio de termdmetro digital as 0, 4, 24 e 28 horas, em relacdo ao primeiro
desafio com LPS (hora 0).

Para sincronizacdo da onda folicular, os animais receberam uma dose de 25
mg de prostaglandina (PGF2a, IM, Lutalyse®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil), quatorze
dias antes de iniciar o protocolo. No dia zero do protocolo (DO) foi realizada a
colocacao do dispositivo intravaginal liberador de progesterona (1g de P4, CIDR®,
Zoetis®,) mais 2 mg de Benzoato de estradiol (IM, Gonadiol®, Zoetis) e 25 mg de
PGF2a (Lutalyse®, Zoetis) via IM. No dia cinco (D5) do protocolo, todos os animais
foram abatidos em frigorifico local. No abate foram coletados, pesados e
identificados os ovarios de cada animal e transportados ao laboratério em solugéo
salina (NaCl 0,9%) suplementada com antibiético e aquecida a 30 °C. Para
obtencdo dos complexos cumulus odcitos (COCs), foram aspirados foliculos com
didmetro de 2-8 mm de cada par de ovarios por animal. Com auxilio de
estereoscopio foi registrado o numero total de COCs recuperados e o numero de
COCs viaveis de cada animal. Foram considerados viaveis os COCS de grau |
(cumulus compacto, com trés ou mais camadas de células, ooplasma com
granulacdes finas e homogéneo, coloracdo marrom em todo espaco), Il (menos
camadas de células, heterogéneo, coloracdo mais intensa no centro e mais clara
na periferia) e 1ll (cumulus expandido com apenas uma camada de células,
heterogéneo), conforme descrito por DE LOOS et al. (1991).

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) através do teste t para COCs totais e peso dos
ovarios e, teste de qui-quadrado para COCs viaveis, nos grupos LPS e controle .
Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo. Foi considerada
diferenca estatistica valores de P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A administracao intravenosa de baixas doses (0,5 pg/kg) de LPS provocou
0 aumento da temperatura retal, quatro horas apés a aplicacdo, em comparacao
com o grupo controle. Em ambos os desafios com LPS, os animais apresentaram
quadro febril, com temperatura retal acima do fisiolégico, como demonstrado na
Tabela 1. Este achado reforga a resposta sistémica desenvolvida pela aplicagéo da
endotoxina, semelhante ao que foi demostrado por Campos et al. (2017), embora
naquele estudo tenha sido utilizado uma dose superior de LPS (2,5 pg/kg) em
comparacao a usada no presente estudo.
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Tabela 1. Temperatura retal registrada durante os desafios com LPS.

Hora da aferigéo Controle LPS Valor de P
0* 39,23+0,14 39,49 £ 0,09 0,145
4 38,84 +0,14 39,94 + 0,30 0,021
24* 39,35+ 0,20 39,26 £ 0,26 0,81
28 38,95+ 0,21 39,43 £0,10 0,046

*Momento da aplicacdo do LPS.

Em animais acometidos por infecgbes bacterianas em que ha liberagédo de
LPS, os efeitos sdo provocados a partir do reconhecimento da endotoxina pelo
sistema imunolégico, promovendo resposta inflamatéria (SHELDON et al., 2009).
A nivel reprodutivo, na foliculogénese, o LPS suprime o crescimento e reduz o
namero de foliculos primordiais (BROMFIELD & SHELDON 2013). O LPS também
possui efeitos sobre o eixo hipotalamico hipofisario gonadal, diminuindo a secrecéo
do hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), consequentemente, inibindo ou
atrasando a ovulacdo (SUZUKI et al., 2001; HOSHINO et al., 1999). Ainda, pode
comprometer a producdo de P4 pelo corpo luteo (CL), levando a reducao da fase
luteinica, podendo provocar aborto (SUZUKI et al., 2001; HERZOG et al. 2012).
Além disso, in vitro, o LPS é capaz de inibir a progressdo meiética durante a
maturacdo oocitaria e reduzir desenvolvimento de blastocistos (MAGATA &
SCHIMIZU, 2017).

Apesar dos resultados encontrados na literatura, a baixa dose de LPS
utilizada nesse estudo ndo demonstrou ter efeito (P>0,05) sobre o peso dos
ovarios, 00citos totais e o0citos viaveis por animal (Tabela 2). A auséncia de efeito
pode ser explicada pelo curto periodo de exposi¢cdo ao LPS, ou por este ndo ter
atingido concentracdes suficientes nos ovarios para causar dano. Estudos
anteriores (LUTTGENAU et al., 2016) demonstraram que a mesma dose de LPS
(0,5 pg/kg) tem efeito sobre o ovario, afetando negativamente a func¢édo do CL,
porém nesse estudo o efeito sobre os odcitos nao foi avaliado.

Tabela 2. Parametros avaliados em novilhas que reberam ou ndo doses baixas
de LPS intravenoso.

Parametro avaliado Controle LPS Valor de P
Peso ovéarios 9,76 + 1,4 8,73+1,0 0,56
Estruturas totais/animal 20,13+ 4,6 15,88 + 3,0 0,45
Odcitos viaveis /animal 13,5+ 3,6 9,75+2,1 0,39
Odcitos viaveis grupo 67,1 % (108/161) 61,4 % (78/127) 0,76

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, € interessante observar que o
namero total de odcitos recuperados no grupo LPS foi de 127 e do grupo controle
foi de 161, essa diferenca numeérica na pratica pode se traduzir em menor nimero
de embrides. Por outro lado, embora o LPS néo tenha afetado o nimero de odécitos
viaveis, o desafio com LPS intravenoso pode ter afetado os odcitos a nivel
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molecular, indiretamente através da resposta inflamatoéria ou diretamente atingindo
0 ovario, podendo induzir processos apoptoticos que consequentemente iriam
diminuir a chance desses odcitos atingir o estagio de blastocisto. Para confirmar
essa hipotese, mais andlises estdo sendo realizadas.

4. CONCLUSOES

Baixas doses de LPS intravenoso durante a sincronizacao da onda folicular
nao afeta o numero total de odcitos recuperados nem o nimero de 0o0citos viaveis.
No entanto, mais analises estdo sendo realizadas para avaliar outros possiveis
efeitos do LPS a nivel oocitério.
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