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1. INTRODUCAO

Em bovinos, a maior incidéncia de doencas ocorre no primeiro més apos o
parto, no qual cerca do 40% do rebanho pode desenvolver metrite, enquanto que
de 20 a 50% pode desenvolver mastite (OPSOMER et al., 2000). Animais
acometidos por estas doencas apresentam reducdo do crescimento folicular,
atraso na ovulacéo, extensdo da fase lutea (DOHMEN et al., 2000), alteracao nas
concentragbes dos hormonios estradiol (WILLIAMS et al.,, 2007), foliculo-
estimulante e luteinizante (SHELDON et al., 2002), causando uma diminui¢cao da
fertilidade e aumento do descarte de animais por incapacidade de concepcéo
(BROMFIELD e SHELDON, 2011).

Um dos principais causadores de infecgcbes como mastite e metrite, € a
bactéria Gram negativa Escherichia coli (SHELDON et al., 2002), que possui na
sua parede celular lipopolissacarideos (LPS), endotoxinas que provocam uma
forte resposta por parte do sistema imunitario, promovendo a resposta
inflamatéria (MATEUS et al., 2003; KOHCHI et al., 2006). Com a lise de bactérias
como a E. coli durante a infec¢do, o LPS pode entrar na corrente sanguinea e
atingir locais distantes da origem da infec¢céo, gerando uma reposta inflamatoria e
efeitos diretos em outros tecidos. Neste sentido, ja foi reportada a presenca de
LPS no plasma sanguineo, fluido uterino (MATEUS et al., 2003) e fluido folicular
(HERATH et al., 2007) em vacas acometidas com mastite ou metrite infecciosa.

O LPS atua no hipotdlamo ou na hipdfise, inibindo a liberacdo de
gonadotrofinas e consequentemente alterando o desenvolvimento folicular
(SUZUKI et al., 2001). Também foi demostrado que o LPS pode ter um efeito
direto no ovario, alterando a esteroidogénese e consequentemente a atividade
ovariana (HERATH et al.,, 2007; CAMPOS et al., 2017). Adicionalmente, foi
encontrado in vitro que o LPS reduz a taxa de maturagdo meidtica de odcitos
bovinos (BROMFIELD e SHELDON, 2011) e o desenvolvimento embrionario
inicial (MAGATA e SHIMIZU, 2017). Entretanto, a maioria de estudos in vivo
utilizam altas doses de LPS, buscando mimetizar as concentracdes seéricas de
LPS em animais com doencas clinicas, ou até doses superiores ao
fisiologicamente possivel. Além disso, faltam evidéncias de como o LPS in vivo
pode afetar o processo de maturagdo oocitaria e desenvolvimento embrionario.
Baseado no exposto anteriormente, tornou-se necessario estudar os mecanismos
pelos quais concentracdes séricas de LPS comumente encontradas em doencas
subclinicas, podem afetar a fertilidade a nivel de odcito e de embrido. Assim,
objetivou-se avaliar o efeito do LPS intravenoso sobre o desenvolvimento
embriondrio inicial in vitro em bovinos.
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2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas
(Protocolo 9364). Foram utilizadas 16 novilhas de corte (Bos taurus), saudaveis,
idade média de 14 meses, manejadas em sistema de confinamento. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo LPS (n=8), que recebeu
2 aplicacbes de 2 mL de solucao salina i.v. (0,9% de Nacl) contendo 0,5 pg/kg de
peso corporal de LPS (Sigma Aldrich®, Missouri, EUA), com intervalo de 24
horas; e grupo controle (n=8), que recebeu 2 aplicagbes de 2 mL de solugéo
salina (0,9% de Nacl) no mesmo intervalo. A primeira aplicacdo de LPS foi no dia
1 do protocolo de sincronizagéao da onda folicular.

Quatorze dias antes de comecar o protocolo, foi aplicada uma dose de 25
mg de PGF2a (i.m., Lutalyse®, Zoetis, Sdo Paulo, SP, Brasil). No dia zero do
protocolo foi colocado o dispositivo intravaginal liberador de progesterona (1g de
P4, CIDR®, Zoetis,) mais 2 mg de Benzoato de estradiol (i.m., Gonadiol®, Zoetis)
e 25 mg de PGF2a (i.m., Lutalyse®, Zoetis). A temperatura retal de todos os
animais foi aferida com o auxilio de termémetro digital as 0, 4, 24 e 28 horas, em
relacdo ao primeiro desafio com LPS (hora 0). No quinto dia do protocolo de
sincronizacdo, todos os animais foram abatidos em frigorifico local e os ovérios
foram coletados e transportados ao laboratorio.

No laboratério, foram aspirados foliculos com diametro entre 2 e 8 mm dos
ovarios por animal. Apoés, foram recuperados os complexos cumulus odcitos
(COCs), selecionados quanto a morfologia (DE LOOS et al, 1991) e
encaminhados para maturacéao in vitro (MIV). A MIV ocorreu em gotas individuais
para cada animal, em meio TCM199B (Gibco®, Grand Island, NY, USA)
suplementado com 0,2 mM de piruvato, 0,1 uL de FSH, 75 pg/mL de amicacina,
0,1 ng/mL de estradiol e 10 % de SFB, em estufa com 5% de CO2 e 39 °C durante
22 horas. Apds a MIV, os COCs foram transferidos ao meio TALP-FIV
suplementado com 6 mg/mL de BSA, 0,2 mM de piruvato, 30 pg/mL de heparina,
20 uM de penicilamina, 10 uM de hipotaurina, 1 uM de epinefrina e 75 pg/mL de
amicacina. A inseminagao foi conduzida com sémen da mesma partida, na
concentracdo de 1x10° espermatozéides/mL, utilizando mini gradiente de Percoll
(PARRISH et al., 1995) como método de selecdo espermatica.

Vinte horas apés a inseminacdo, os provaveis zigotos foram desnudados
das células do cumulus mediante sucessivas pipetagens e transferidos ao meio
de cultivo (SOFaa acrescido de 2,7 mM de myo-inositol, 0,2 mM de piruvato, 5
mg/mL de BSA e 75 pg/ml de amicacina) sob 6leo mineral. O cultivo embrionario
ocorreu em estufa com 5% de CO2 a 39 °C durante 7 dias. No dia 3 foi avaliada a
taxa de clivagem (clivados/inseminados) e ao sétimo dia foi avaliada a taxa de
desenvolvimento embrionario (blastocistos/clivados).

Os resultados foram analisados através do teste de Chi-quadrado no
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA),
considerando significativos valores de P < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do grupo LPS apresentaram maior temperatura corporal quatro
horas apds cada desafio, quando comparado com o grupo controle (P = 0,021).
Além disso, esse aumento de temperatura no grupo LPS foi caracteristico do
estado febril, visto que a temperatura foi >39,6°C, corroborando uma resposta



\l 4 SEMANA

y

u

INTEGRADA

PEL 3018

inflamatoria sistémica induzida pelo LPS. O grupo controle apresentou
temperatura corporal de 38,8 a 39,2 °C durante todo o experimento.

Odcitos provenientes das novilhas desafiadas com duas infusées de LPS i.v.
com intervalo de 24 horas, apresentaram diminuicdo (P = 0.032) na taxa de
clivagem em comparacdo aos odcitos de novilhas ndo desafiadas (Tabela 1).
Entretanto, o desafio com LPS nao afetou a taxa de desenvolvimento embrionério
no dia 7 de cultivo, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Taxa de clivagem e de desenvolvimento embrionario de oocitos
provenientes de novilhas desafiadas ou nao com lipopolissacarideos (LPS).

Parametro avaliado Controle LPS Valor de P

Taxa de clivagem 70,2 % (73/104)2 54,3 % (38/70)° 0,032

Taxa de desenvolVimento | 54 5 o1 (3/73)2 31,6 % (12/38)2 0,45
embrionario

ab | etras diferentes na fila significam diferencia estatistica.

Estudos in vitro demostram que o LPS durante a maturacdo oocitaria afeta
negativamente a maturacdo nuclear, diminuindo a taxa de clivagem e a taxa de
desenvolvimento embrionario (MAGATA e SHIMIZU, 2017; ZHAO et al., 2017),
isso comprova que o LPS pode ter efeitos diretos a nivel oocitario. Entretanto, nos
utilizamos baixas doses de LPS intravenoso em um curto periodo de tempo,
essas doses visaram mimetizar a concentracdo sérica de LPS de animais
acometidos por doencas subclinicas como mastite e metrite. A vista disso,
possivelmente o LPS néo tenha conseguido atingir o fluido folicular na quantidade
necessaria para causar efeitos deletérios com a mesma intensidade do que o
evidenciado in vitro. Apesar disso, nossos resultados mostram que baixas doses
de LPS séo capazes de gerar uma resposta sistémica no animal, acompanhado
da diminuicdo da taxa de clivagem.

Contudo, destaca-se que mesmo que a porcentagem de embrides no grupo
LPS (taxa de desenvolvimento embrionario) ndo diferiu do grupo controle, o grupo
LPS apresentou cerca da metade de embrides do que o grupo LPS (Tabela 1), o
que na prética pode se traduzir em menor taxa de prenhez. Isso provavelmente
estd associado ao fato do grupo controle ter apresentado maior numero de
o0citos viaveis recuperados na aspiracdo folicular do que o grupo LPS (104 vs
70).

4. CONCLUSOES

A injecdo de lipopolissacarideo intravenoso diminui a taxa de clivagem em
bovinos, porém ndo afeta a taxa de desenvolvimento embrionario. Entretanto,
mais analises estdo sendo realizadas para investigar possiveis mecanismos de
acao.
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