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Resumo

MAFFI, Andressa Stein. Efeito do Lipopolissacarideo (LPS) sobre o
metabolismo, a reserva ovariana, modulacéo da expresséo de genes do utero,
ovario e oviduto em novilhas. 2020. 104f. Tese (Doutorado em Zootecnia) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Zootecnia, Departamento de Zootecnia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

A fim de avaliar os efeitos de exposi¢cOes agudas ao LPS, sobre o metabolismo,
Gtero, oviduto e ovario de bovinos, foram acompanhadas 16 novilhas de corte,
europeias, distribuidas uniformemente em dois grupos, a partir do peso corporal: O
grupo LPS (n=8) recebeu 2 aplicagbes contendo 0,5 pug/kg de peso corporal de LPS
diluidas em 2 mL de solucdo salina via intravenosa, com intervalo de 24 horas e o
grupo controle (n=8) que recebeu 2 aplicacbes contendo 2 mL de solucdo salina via
intravenosa, com 0 mesmo intervalo. Os resultados encontrados séo apresentados
através de 3 artigos. No artigo 1, o objetivo do estudo foi avaliar os parametros
hematoldgicos, bem como alguns marcadores energéticos e inflamatérios e niveis de
minerais e enzimas hepaticas. No artigo 2, o objetivo do estudo foi identificar os
possiveis mecanismos moleculares no oviduto e Utero pelos quais as endotoxinas
podem influenciar a fertilidade em bovinos. No artigo 3 o objetivo foi verificar o efeito
de duas aplicacdes de LPS sobre a reserva, ativacdo e apoptose de foliculos
primordiais. Como resultados, no artigo 1 os animais desafiados apresentaram
aumento de temperatura acima dos valores fisioldgicos (38,5-39,5°C) da 1 as 4,5
horas com pico na hora 1, no primeiro desafio. Em relacdo ao segundo desafio, foi
observado uma elevagdo aguda na temperatura 2 horas apds o segundo desafio
com retorno as 3 horas. Ocorreu uma leucopenia por neutropenia no grupo LPS,
sem alteracdo da série vermelha e das plaquetas. Em relacdo aos parametros
bioquimicos ocorreu uma reducdo nos niveis de colesterol 8 horas apds o primeiro
desafio no grupo LPS. Os niveis de parametros energéticos, inflamatérios, de
minerais de enzimas hepaticas ndo sofreram efeito do desafio. No artigo 2, ocorreu
uma reducdo significativa na expressdo dos genes PTGS2 e NANOG no utero,
engquanto que os demais genes avaliados ndo apresentaram alteracdao. No estudo 3,
nao houve diferenca na populagdo folicular total, bem como nas diferentes
categorias foliculares avaliadas. Além disso, o desafio com LPS ndo modulou a
expressdo de genes relacionados a reserva ovariana, sobrevivéncia oocitaria, taxa
de ativacdo e atresia folicular. Com isso concluimos que a exposicédo de animais ao
LPS com intervalo de 24 horas, desencadeou uma resposta sistémica com alteracao
na temperatura corporal, no leucograma e com um efeito a curto prazo no
metabolismo lipidico. Além disso, promoveu a alteracdo na expressao de genes
relacionados a producao de prostaglandinas e a renovacado endometrial, sem alterar
a populacéo folicular total, taxa de atresia e ativagcdo e a expressdo de genes
relacionados a reserva ovariana, a sobrevivéncia oocitaria, e a ativacéo e atresia de
foliculos primordiais e antiapoptoéticos.

Palavras-chave: endotoxinas; inflamacéo; metabolismo; reproducéo.



Abstract

MAFFI, Andressa Stein. 2020. Acting of Lipopolysaccharide (LPS) on
metabolism, ovarian reserve, modulation of uterus, ovary and oviduct gene
expression and in heifers. 104f. Thesis (Doctoral degree em Zootecnia) - Programa
de Pés-Graduacdo em Zootecnia, Departamento de Zootecnia, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2020.

In order to evaluate the effects of acute exposure to LPS, on the metabolism, uterus,
oviduct and ovary of cattle, sixteen European heifers were uniformly distributed in two
groups, based on body weight: The LPS group (n = 8) received 2 applications
containing 0.5 ug / kg of body weight of LPS diluted in 2 mL of saline intravenously,
with an interval of 24 hours and the control group (n = 8) that received 2 applications
containing 2 mL of solution saline via intravenously, with the same interval. The
results found are presented through 3 articles. In article 1, the aim of the study was to
assess hematological parameters, as well as some energy and inflammatory markers
and levels of minerals and liver enzymes. In article 2, the objective of the study was
to identify the possible molecular mechanisms in the oviduct and uterus by which
endotoxemias can influence fertility in cattle. In article 3, the objective was to verify
the effect of two applications of LPS on the reserve, activation and apoptosis of
primordial follicles. The results of article 1 indicated that the challenged animals
showed an increase in temperature above the physiological values (38.5-39.5 °C)
from 1 to 4.5 hours with a peak at hour 1, in the first challenge. In relation to the
second challenge, a sharp rise in temperature was observed 2 hours after the second
challenge with a return at 3 hours. Leukopenia due to neutropenia occurred in the
LPS group, with no change in the red series and platelets. Regarding the biochemical
parameters, there was a reduction in cholesterol levels 8 hours after the first
challenge in the LPS group. Levels of energy, inflammatory parameters, liver enzyme
minerals were not affected by the challenge. In article 2, there was a significant
reduction in the expression of the PTGS2 and NANOG genes in the uterus, while the
other evaluated genes showed no change. In study 3, there was no difference in the
total follicular population, as well as in the different follicular categories evaluated.
Furthermore, the challenge with LPS did not modulate the expression of genes
related to ovarian reserve, oocyte survival, activation rate and follicle atresia. Thus,
we conclude that the exposure of animals to LPS with an interval of 24 hours, triggers
a systemic response with changes in body temperature, leukogram and with a short-
term effect on lipid metabolism. In addition, it promoted the alteration in the
expression of genes related to the production of prostaglandins and endometrial
renewal, without altering the total follicular population, rate of atresia and activation
and the expression of genes related to ovarian reserve, oocyte survival, and
primordial follicle activation and atresia and anti-apoptotics.

Keywords: endotoxins; inflammation; metabolism; reproduction.



Lista de abreviaturas

AGNES Acidos Graxos Nao Esterificados

ALT Alanina aminotransferase
AMH Anti-Mullerian hormone
AST Aspartato Amino transferase
BSG Basigin

CASP3 Caspase 3

CD14 Grupamento de diferenciacéo 14
Cox2 Cicloxigenase 2
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EMMPRIN Indutor de Metaloproteinases de Matriz Extracelular
EU Unidades de endotoxinas
FSHr Receptor de hormdnio foliculo estimulante

GAPDH Gliceraldeido 3- fosfato desidrogenase

GGT Gama Glutamil transferase
GPX4 Glutationa Peroxidase 4
HDL Lipoproteina de alta densidade

HSPA1A  Proteina do choque térmico 1A

IGF2 Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 2
IGF1 Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
IL6 Interleucina-6

IL8 Interleucina 8

IL Interleucina

IL1B Interleucina 1 B

IL10 Interleucina 10

IMS Ingestdo de Matéria Seca

KIT Receptor tyrosine kinase

KITL2 KIT ligand 2

KITLG KIT ligand



LBP

LHr

LPS
MMP19
MTOR
NacCl
NANOG
OCT4
OVGP 1
PAMPs
PFA
PGE2
PGF2a
PGH2
PIK3R1
PON1
PTEN
PTGS2
RFA
RN18S1
SARA
SELL
SIRT1
SOD
SURVIVIN
TLR4
TNF
VLDL

Proteina ligante de LPS

Receptor de hormdnio luteinizante
Lipopolissacarideo

Metalopeptidase da Matriz-19

Mechanistic target of rapamycin kinase
Cloreto de sédio

Nanog homeobox

Fator de transcricdo de ligacédo ao octamero-4
Glicoproteina oviductal 1

Padrdes moleculares associados a patégenos
Proteinas de fase aguda

Prostaglandina E2

Prostaglandina F2a

Prostaglandina H sintase 2

Subunidade 1 reguladora de fosfoinositideo 3-quinase
Paraoxonase 1

Fosfatase Homodloga a Tensina
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2
Resposta de fase aguda

18S ribosomal RNA

Acidose Ruminal Subaguda

Selectin L

Sirtin 1

Superoxido dismutase

Survivin

Toll Like Receceptor 4

Fator de necrose tumoral

Lipoproteina de muito baixa densidade
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1 Introducéo

O Brasil € o maior produtor e exportador de carne do mundo (ABIEC, 2019), e
0 3° maior produtor de leite (RESENDE, J.C.; LEITE, J.L.B.; STOCK, L.A.; NARDY,
2019). Demonstrando com isso, a importancia da pecuaria na economia do pais,
visto que o setor da carne contribui com 8,7% do Produto Interno Bruto (PIB)
nacional e o leite representa cerca de 2,0% (CARVALHO, G.R.; ROCHA, 2019).
Contudo a ocorréncia de enfermidades de origem infecciosa ou nutricional,
ocasionam um grande impacto econdmico dentro das propriedades de bovinos de
leite e corte, devido ao custo com tratamento, a reducédo da producdo, bem como
pelo descarte involuntario de animais. Em bovinos de corte, o confinamento dos
animais levou a maior predisposicdo a quadros de doenca respiratdria assim como
quadros de acidose (PANCIERA; CONFER, 2010). Ja para bovinos leiteiros, a
intensificacao do sistema predispdem a ocorréncia de mastite, metrite, endometrite e
acidose (SEEGERS; FOURICHON; BEAUDEAU, 2003; GILBERT et al., 2005;
HAIMERL; HEUWIESER, 2014; PEDERZOLLI et al., 2018).

Além dos efeitos locais, essas doencas exercem efeitos sistémicos, alterando
0 metabolismo e também prejudicando o sistema reprodutivo. Esses efeitos
decorrem da presenca de bactérias gram-negativas na etiologia dessas
enfermidades. Essas bactérias possuem em sua camada externa um constituinte de
membrana denominado lipopolissacarideo (LPS), o qual é uma endotoxina com
potente efeito endotdxico, sendo capaz de provocar uma forte resposta por parte do
sistema imune, promovendo uma inflamacdo com consequente producdo de
interleucinas (IL) e fator de necrose tumoral (TNF) (WALDRON et al., 2003;
MORESCO; LAVINE; BEUTLER, 2011). O LPS também ocasiona a reducdo da
ingestdo de matéria seca (IMS) e alteragcdes metabolicas, alterando os niveis de
glicose, fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I), calcio e fésforo
(WALDRON et al., 2003).

Além disso, ja foi evidenciado que o LPS pode atuar no hipotalamo ou na
hipofise, inibindo a liberagdo dos horménios luteinizante (LH) e foliculo estimulante
(FSH), importantes mediadores da dinamica folicular. No oviduto, é capaz de
modular a expressdo génica promovendo o aumento da expressao de mediadores

inflamatorios, como a Interleucina 1 beta (IL-1 B) e Fator de Necrose Tumoral alfa
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(TNFa) (IBRAHIM et al., 2015; MENCHETTI et al., 2018), bem como provocar a
reducdo da expressao de genes associados com a capacitacdo espermatica, com a
qualidade do ambiente para desenvolvimento embrionario como a Glicoproteina
Especifica do Oviduto (OVGP1) e Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 2
(IGF2), assim como também esta associado com o aumento de genes que
desencadeiam apoptose e estresse oxidativo como a Caspase 3 (CASP3) e
Superoxido Dismutase (SOD) (IBRAHIM et al., 2015). No utero, o LPS aumenta a
expressdo dos mediadores inflamatorios TNFa, interleucina-6 (IL-6), interleucina-8
(IL-8) e interleucina-18 (IL-18) (HERATH et al., 2006; CRONIN et al., 2012) assim
como altera a expressdo de genes relacionados ao processo de implantacao
embriondria  como a Metalopeptidase da Matriz-19 (MMP19), Indutor de
Metaloproteinases de Matriz Extracelular (EMMPRIN) e L-Selectina (SELL). No
ovario, a presenca do LPS e os produtos gerados a partir do processo inflamatorio
alteram o crescimento e a qualidade de foliculos nas suas diversas fases de
desenvolvimento e também atuam sobre o corpo luteo (HERATH et al.,, 2007,
LUTTGENAU et al., 2016). Além dos efeitos relatados em foliculos antrais e no
corpo luteo, trabalhos realizados principalmente em camundongos demonstram que
o0 LPS é capaz de afetar a reserva folicular, devido a maior ocorréncia de atresia e
também a maior ativacédo de foliculos primordiais (WU et al., 2011, SOMINSKY et al.,
2012, BROMFIELD; SHELDON, 2013), podendo esgotar a reserva ovariana de
forma precoce e com isso prejudicar a vida reprodutiva a longo prazo.

Ja esta bem estabelecido que quadros infecciosos proximo ao momento da
inseminacao causam prejuizos reprodutivos (SANTOS et al., 2004; AHMADZADEH
et al., 2009), no entanto, mesmo apos a resolucao clinica desses quadros os animais
apresentam um menor desempenho reprodutivo. Com isso, a hipétese desse estudo
€ que novilhas de corte expostas ao LPS apresentardo uma resposta inflamatoria,
com consequente alteracbes em seu metabolismo, modificagdes na expressédo de
genes do Utero, ovario e oviduto, além de modificar a taxa de ativacdo e de atresia

de foliculos primordiais.
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2 Revisao de literatura

2.1 Sistema reprodutivo de bovinos
O trato reprodutivo das fémeas bovinas € composto por: ovarios, ovidutos,
atero, cérvix, vagina, vestibulo da vagina e vulva (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A vagina, possui uma superficie epitelial, uma camada muscular e uma
camada serosa, sendo o 6rgdo copulatério das fémeas bovinas. O Iimen da vagina
diminui na porgéo cranial pela projecdo do colo uterino, formando o férnice vaginal
(HAFEZ; HAFEZ, 2004; KONIG; LIEBICH, 2011). A cérvix é uma estrutura fibrosa
gue possui uma espessa parede, possui formato transverso sendo dividida
geralmente, por quatro pregas, denominados anéis (KONIG; LIEBICH, 2011). Essa
estrutura funciona como uma barreira entre a vagina e o Gtero, sendo que seu limen

abre-se somente no estro ou no parto.

O utero é sustentado pelo mesométrio e irrigado pela artéria uterina meédia.
Este 6rgdo é constituido por trés camadas, o endométrio que € a camada mais
interna mucosa, seguida de uma camada muscular chamada miométrio e a camada
externa serosa, perimétrio. A superficie interna do endométrio dos ruminantes
apresenta projecbes nao glandulares chamadas carunculas, que tem por funcéo
fixar a placenta durante a gestacdo e as quais possuem um tecido conectivo rico em
vasos sanguineos. O endométrio é a primeira barreira de defesa contra patdgenos e
deve, portanto, ter capacidade de reconhecer patdgenos (BEUTLER, 2004). A
capacidade do endométrio de realizar esta funcdo depende dos receptores imunes
inatos, os Toll Like Receptores (TLRs) que reconhecem os Padrbes moleculares
associados a patdégenos (PAMPS) presentes nos microorganismos (HERATH et al.,
2006).

O miométrio possui dois estratos musculares lisos, um circular interno mais
espesso e outro longitudinal externo mais fino. Essa camada muscular auxilia no
transporte de espermatozoides para o oviduto apds inseminacao e no nascimento do
bezerro no momento do parto. O tamanho do Gtero varia conforme a idade da fémea,
a fase do ciclo estral e a quantidade de partos. No entanto estima-se, que um utero

nao gravidico, tem aproximadamente 20 a 40 cm de comprimento nos cornos e 1,2 a
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4 cm de diametro (ARTHUR; SANTOS, 1979; BALL; PETERS, 2006; KONIG;
LIEBICH, 2011). A sua espessura e vascularizacdo variam com o ciclo estral e a
gestacao, sob influéncia hormonal, sendo que na vaca existem anastomoses entre
0S sistemas artériais Utero-ovaricos, e a artéria uterina contribui ao suprimento

ovarico ipsi-lateral.

Os ovidutos, sdo em numero de dois, e encontram-se suspensos pela
mesosalpinge, eles sdo 0s responsaveis pela conec¢do do ovario ao Utero,
possuindo a funcdo de transporte dos gametas. O oviduto é dividido em trés
estruturas funcionais sendo a primeira delas chamada de infundibulo, no qual se
localiza as fimbrias (com forma de franjas), que tém por funcdo captar os odécitos
liberados pelo ovario. No segmento médio do oviduto, se encontra a ampola, na qual
ocorre 0 processo de fertilizacdo e onde o zigoto sofre os primeiros estagios de
clivagem. Conectado a ampola, esta o istmo, estrutura que se liga ao corno uterino e
capta os espermatozoides, realizando contracdes para leva-los até a ampola. Cada
oviduto possui 20 a 30 cm de comprimento e 2 a 3 mm de diametro (BALL; PETERS,
2006; HAFEZ; HAFEZ, 2004). A mucosa do epitélio tubarico possui células ciliadas,
cujos movimentos sdo afetados hormonalmente, sendo maior a atividade logo apos
a ovulacdo. Os cilios batem em direcdo ao Utero e sua atividade, junto com as
contracdes tubaricas, mantém os évulos no oviduto em permanente rotacao, efeito
necessario para a aproximacao espermatozoéide-ovulo e para impedir a implantagcéo
tubéarica. O numero de cilios, que € maior no infundibulo, diminui no segmento entre
a ampola e o istmo. Nesse Ultimo segmento as células chamadas de secretoras sao

mais abundantes.

A superficie do oviduto é revestida com mucosa, e atua como uma barreira
fisica contra o ambiente externo e participa da defesa imune inata e adquirida
(YILMAZ et al., 2012). Os TLRs tém papéis importantes na deteccéo de patdégenos e
no inicio de respostas inflamatérias que subsequentemente iniciam respostas
imunes adaptativas especificas durante a infecgcdo (O’NEILL, 2006). As fibras
musculares lisas longitudinais e circulares presentes na parede do oviduto possuem
receptores para os esteroides ovaricos e algumas prostaglandinas. A frequéncia e a
amplitude das contracdes variam com a fase do ciclo estral, de forma que antes da

ovulagdo sao suaves e com a ovulagdo tornam-se mais vigorosas. AsS
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prostaglandinas E1 e E2 causam aumento do tono muscular das fibras longitudinais,

enguanto que a prostaglandina F2a tem efeito relaxante.

Os ovarios sao 6rgaos pares, que se localizam até o ter¢o ventral da cavidade
abdominal, cranialmente ao pubis e sdo sustentados pelo mesovério, e irrigados
pela artéria ovariana. Possuem formato eliptico (forma de améndoa), tendo como
tamanho cerca de 1,5 a 5 cm de comprimento e 1 a 3 cm de diametro, sendo esta
dimenséo variavel conforme a fase do ciclo estral, ao qual a fémea se encontra. Os
ovarios desempenham tanto fungcédo enddcrina (devido a esteroidogénese), quanto
funcdo exdcrina (devido a producdo de gametas). Os ovarios possuem uma zona
medular (estroma), na qual se localiza nervos, vasos sanguineos e linfaticos, e uma
zona cortical (regido parenquimatosa) na qual se desenvolvem os foliculos ovarianos
(ARTHUR; SANTOS, 1979; MOLINA, 2001; BALL; PETERS, 2006; KONIG;
LIEBICH, 2011; JUNQUEIRA, 2013).

No cértex estd localizado o epitélio que recobre o ovario e contém uma
camada Unica de células cubdides ou colunares baixas, chamada incorretamente de
epitélio germinativo. Abaixo do epitélio, estd a tunica albuginea, tecido conectivo
fiboroso sendo que o epitélio superficial do ovario penetra na tunica albuginea
formando corddes no cortex ovarico. Esses corddes nao contribuem a formacao dos
ovocitos, ideia que originou o nome de epitélio germinativo, embora contribuam com
células da granulosa para os foliculos em crescimento (GONZALES, 2002). O
estroma cortical, sofre alteragbes durante a vida reprodutiva, sendo capaz de
originar células da teca interna e células intersticiais. Neste estroma também estéo
inseridas células musculares lisas que auxiliam contracdo do foliculo durante a

ovulagéo.

A atividade ovariana € caracterizada pela alternancia de fases de
crescimento, as quais necessitam de continua angiogénese (FRASER; LUNN,
2001). A vascularizagdo ovariana ocorre a partir da regido medular, sendo que 0s
foliculos primordiais quiescentes e os foliculos pré-antrais em crescimento nao tém
vascularizacéo propria, por isso, sdo dependentes de vasos sanguineos presentes
no estroma (BRUNO et al., 2009). Nos foliculos antrais a teca interna é a
responsavel pela irrigacdo folicular (MACCHIARELLI et al., 2006). A formacdo do

antro ovariano requer um aumento da demanda nutritiva e metabdlica, assim, ha
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160 maior necessidade de suprimentos sanguineos, devido a isso, ocorre
161  neovascularizacdo (ROBINSON et al., 2009; ARAUJO et al., 2013).
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2.1.1 Foliculogénese

O ovério de mamiferos contém foliculos em varios estadios de
desenvolvimento e sua funcdo inclui o recrutamento ciclico, desenvolvimento e
regressdo dos foliculos (KIM, 2012). Esse processo de formacdo, crescimento e
maturacgédo folicular, comec¢ando com a formacéo do foliculo primordial e culminando
com o estadio de foliculo pré-ovulatorio é denominado foliculogénese (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005).

A foliculogénese pode ser dividida nas fases pré-antral e antral (Fig. 1), tendo
um periodo de 100 dias (BRITT, 2008) onde a regulacao de cada fase € complexa e
envolve fatores enddcrinos, paracrinos e autécrinos, que controlam diversos
processos (MANUEL SILVA; PRICE, 2000; FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004;
WEBB et al., 2004).

Steroids
& FSH FSH FSH & LH
Growth  Growth  Growth Growth
Factors  Factors  Factors Factors %%
o) & 3 a7 '
Primordial Primary Preantral Antral Graafian

7 10 days 10 days 40 days

«—— 80to100days > >

Figura 1- Horménios e fatores de crescimento relacionados com a foliculogénese de

bovinos.

Fonte: (BRITT, 2008)

As fémeas bovinas nascem com uma reserva de foliculos conhecidos como
primordiais, os quais sdo considerados o pool de reserva dos foliculos ovarianos.
Esse pool de foliculos primordiais € mantido em dorméncia e serve como reserva
para o recrutamento ciclico de foliculos e odcitos (KIM, 2012). A manutencao da

7

quiescéncia e sobrevivéncia dos foliculos primordiais € importante como reserva
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para fornecer oo6citos durante toda a vida reprodutiva (KIM, 2012).
Morfologicamente, os foliculos primordiais possuem uma uUnica camada de células
da granulosa com a forma pavimentosa (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005) e durante a
vida reprodutiva, apenas um pequeno numero desses foliculos sédo estimulados a
crescer, sendo a transicéo de foliculo primordial até o diametro aproximado de 4 mm
coordenado por fatores intrafoliculares e metabdlitos sanguineos e na auséncia de
gonadotrofinas (GONG et al., 1996).

O pool de foliculos primordiais est4 sob controle inibitorio, portanto, quando
esses fatores diminuem ou os fatores estimuladores aumentam, os foliculos séo
ativados (WANDJI; EPPIG; FORTUNE, 1996). Dentre os fatores relatados como
estimuladores do desenvolvimento de foliculos primordiais temos a fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3K), o fator de crescimento beta (TGF-B), o fator de diferenciacdo do
crescimento 9 (GDF9) e a proteina morfogenética 6ssea 15 (BMP-15). Dentre os
fatores inibidores, temos o Forkhead box L2 (FOXL2), o horménio antimulheriano
(HAM), a fosfatase homdloga a tensina (PTEN) e a Forkhead box class O 3a
Foxo3a. Algumas citocinas também participam desse processo (DINARELLO, 1994;
QIAO; FENG, 2011) promovendo a ativacdo e também a apoptose dessas células
primordiais. Além dos fatores relatados, as citocinas, pequenas proteinas
sinalizadoras sollveis que possuem propriedades imunorreguladoras, sdo cada vez
mais reconhecidas como fatores de crescimento que governam a funcao,
proliferacéo e diferenciacéo celular (KOHEN et al., 1999). A interleucina IL1p parece
exercer um papel regulador no ovario de ratos e bovinos, modulando a proliferacao
de células da granulosa in vitro, estimulando o numero de foliculos em
desenvolvimento PASSOS et al., (2016) e inibindo a esteroidogénese em foliculos

indiferenciados bovinos.

Os foliculos ativados, passam da fase de foliculo primordial para a fase de
foliculo primério, esse processo caracteriza-se por alteragcdo da morfologia celular,
desenvolvimento do odcito, multiplicacdo e diferenciacéo celular (BRISTOL-GOULD
et al., 2006). Os foliculos primarios, caracterizam-se morfologicamente por ter o
oocito circundado por uma camada completa de células da granulosa de morfologia
cubica. Com o decorrer do crescimento as células da granulosa se multiplicam
formando véarias camadas ao redor do odcito, passando a serem chamados de

foliculos secundarios, nessa fase também comecam a ser sintetizadas as proteinas
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que formardo a zona pelicida (LEE et al.,, 2000). Posteriormente inicia-se a
formacdo das células da teca externa e os foliculos passam a ser sensiveis ao
hormonio foliculo estimulante (FSH), principal horménio para o crescimento, que
ocorre em ondas sincronizadas (ADAMS et al., 1992; FORTUNE et al., 2001; VAN
DEN HURK; ZHAO, 2005) passando para fase antral. Em bovinos, os intervalos
interovulatorios apresentam 2 ou 3 ondas foliculares sempre precedidas pelo
aumento dos niveis de FSH (SIROIS; FORTUNE, 1988; ADAMS et al., 1992). A
partir do diametro de 6 e 9 mm ocorre o processo de divergéncia em Bos indicus e
Bos taurus respectivamente, que € associado com um aumento na concentragédo
folicular de estradiol (GONG et al.,, 1996; ROCHE, 1996; MIHM et al., 2000;
FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004), reducao na dependéncia de FSH (MIHM et al.,
2006) e a um aumento na expressdo do gene para o receptor de LH nas células da
granulosa (BEG et al., 2001). O aumento do nivel de estradiol gerado pelo foliculo
dominante diminui a expressao e a estabilidade do gene que codifica a subunidade
beta do FSH (ROCHE, 1996) com isso gerando uma diminuicdo dos niveis
plasméticos desse horménio (EVANS; FORTUNE, 1997; AUSTIN et al.,, 2001) e
inibindo a capacidade esteroidogénica dos foliculos subordinados, com consequente
inicio do processo de atresia via apoptose (GINTHER et al., 1996). Ja o foliculo
dominante, com o aumento do diametro folicular passa a adquirir receptores
funcionais de hormoénio luteinizante (LHr) e consequentemente maior capacidade
ovulatoria (SARTORI et al.,, 2001) sendo que a expressdo do RNA mensageiro
(mRNA) do LHr mostrou-se correlacionada com o diametro folicular em células da
granulosa (SARTORELLI et al., 2005).

O dultimo estagio do desenvolvimento do foliculo é denominado de pré-
ovulatério. Nesta fase o odécito é circundado pelas células do cumulus. As células da
granulosa param de se multiplicar em resposta ao LH e se inicia 0 processo de
luteinizacdo. Ao atingir 10 mm o foliculo dominante adquire capacidade ovulatéria,
porém é necessaria uma dose maior de LH para induzir a ovulacdo em comparacgao
com foliculos maiores (MARTINEZ et al., 1999). A ovulacdo do complexo cumulus-
odcito é induzida por um aumento da secrecdo de LH que culmina entdo no pico de
LH necessario a ovulagdo (KANITZ, 2003) e requer condigbes enddcrinas
favoraveis, tais como baixos niveis de progesterona e aumentos significativos de

estradiol circulante.
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2.1.2 Atresia folicular

A atresia folicular € o processo de degeneragcdo que 0s odcitos podem sofrer
durante seu desenvolvimento. A apoptose € um processo de morte celular
programada governada por reguladores pré e anti-apoptoticos, como Proteina X
associada a bcl-2 (BAX), Linfoma de células B 2 (BCL-2), TNF-a e o sistema ligando
Fas / Fas (Fas / FasL). Esse processo pode ser mediado por fatores intrinsecos e
extrinsecos, como 0 estresse oxidativo, a irradiacdo e a ativacdo de genes
promotores de apoptose, os quais promovem dano no DNA e a ocorréncia de
apoptose (BUTTKE; SANDSTROM, 1994). As citocinas inflamatorias também
participam desses eventos, sendo que a maior producdo de TNF em células da
granulosa pode ser um indutor fisiol6gico de apoptose e atresia folicular (MANABE
et al., 2008), assim como a interleucina 6 (IL6) (KAIPIA; HSUEH, 1997; MATSUDA
et al., 2012). Ainda um estudo de URI-BELAPOLSKY et al, (2014) demonstrou que a

reserva ovariana melhorou na auséncia de expressao de IL-1a.

Morfologicamente, a apoptose é encontrada nos foliculos ovarianos na vida
fetal e adulta. Durante a vida fetal, a apoptose € localizada nos ovécitos, enquanto
na vida adulta € detectada nas células da granulosa dos foliculos secundarios e
antrais (HUSSEIN, 2005) . Segundo estudo de HSUEH et al., (1994) e BLONDIN et
al., (1996) 85% dos foliculos ovarianos séo atrésicos.

2.2 Lipopolissacarideo e sua atuacao no sistema imune, metabolismo, e

sistema reprodutivo de bovinos

O sistema imunoldgico é o sistema de defesa do animal contra patégenos,
sendo responsavel por proteger o organismo da ocorréncia de enfermidades. Dentre
os diversos mecanismos que o sistema utiliza para realizar essa protecdo, podemos
classificar de forma geral trés deles: as barreiras fisicas, 0 sistema imune inato e o
sistema imune adquirido (TIZARD, 2009).As barreiras fisicas séo as defesas mais
eficazes do organismo e sua principal forma de atuacéo € evitando a penetracéo de
microrganismos. Podemos citar como exemplos a pele intacta, mecanismos de
“autolimpeza” como a presenca de muco, a tosse e 0 espiro no trato respiratorio, o
vOomito e a diarreia no trato gastrointestinal, e fluxo de urina no trato urinario. No
entanto, algumas vezes 0S microrganismos conseguem romper essas barreiras

fazendo com que o sistema imune inato seja ativado (TIZARD, 2009).
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O sistema imune inato € composto por enzimas capazes de digerir a parede
bacteriana, por proteinas que se ligam aos carboidratos revestindo a bactéria e
levando a destruicdo e também por células capazes de reconhecer os patégenos,
conhecidas também como sentinelas (TIZARD, 2009). As células sentinelas sdo os
neutrofilos e macréfagos e possuem em sua estrutura os receptores tipo Toll, Toll
Like Receptores (TLRs) (MORESCO; LAVINE; BEUTLER, 2011), enquanto os
microrganismos, possuem estruturas conservadas que sdo conhecidas com padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs). Os PAMPs sdo encontrados em
células procariotas, mas ndao em eucariotas (BEUTLER, 2009; TAKEUCHI; AKIRA,
2010). Esse sistema caracteriza-se por ndo apresentar memoria, sendo que em
todas as infeccbes, € montada uma resposta da mesma forma, com intensidade e
duracdo semelhantes, independente da frequéncia da infeccdo por patdgenos
(TIZARD, 2009).

Os TLRs mais importantes para o reconhecimento de bactérias sdo o TLR1,
TLR2 e TLR6, que se ligam a lipopeptideos de bactérias gram-positivas e o TLR4,
gue se liga ao LPS de bactérias gram-negativas (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). A
ligacdo dos PAMPs ou LPS aos TLRs estimula a producdo de mediadores
inflamatoérios, como as citocinas que recrutam neutréfilos e monécitos para local da
infeccdo (BEUTLER, 2009; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Os mediadores inflamatorios
tais como IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, e prostaglandina E2, direcionam a resposta
inflamatoria atraindo e ativando células imunes, particularmente neutréfilos e
macrofagos para remover micrébios e células mortas. Posteriormente, mediadores
inflamatérios como a interleucina-10 (IL-10) promovem o reparo do tecido e
coordenam a resolucao da inflamacao (WANNEMACHER et al., 1980; DINARELLO,
1994). A maioria destes mediadores inflamatdrios séo fatores sollveis 0s quais sao
produzidos por uma célula e tem atuacdo em outra, sendo que alguns autores
consideram esses mediadores como “"hormdnios" das respostas imunes e
inflamatorias (DINARELLO, 2007).De forma mais tardia ocorre a ativacao do sistema
imune adquirido, o qual caracteriza-se pela presenca de memoaria. Diferente do
sistema imune inato que responde de forma imediata, este sistema leva alguns dias
para que sua atuacao seja efetiva, porém a partir da sua ativagéo ocorre a formacgao
de memodria, tornando a resposta cada vez mais eficiente a medida que entra em

contato novamente com o patégeno (TIZARD, 2009).
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Eventos como o parto em vacas leiteiras ou o confinamento de animais de
corte, desencadeiam alteracdes no sistema imune, predispondo os animais a maior
ocorréncia de enfermidades, como a metrite, endometrite, mastite e pneumonia.
Proximo ao parto alteragcdes nos niveis hormonais, minerais e no consumo de
alimentos predispdem os animais a um quadro de imunocopeténcia (BURTON et al.,
1995)(WEBER et al., 2001). (LEBLANC, 2010), (HAMMON et al., 2006) (HUZZEY et
al., 2007) (KIMURA; GOFF; KEHRLI, 1999). Em vacas de corte o confinamento
apresenta-se como um desafio aos animais devido a aglomeracédo, disputa por
alimento, dominancia, fatores climaticos e maior pressao infectiva, levando a
liberacdo de niveis elevados de cortisol (Randall, 2011; Ralph et al, 2015). (Burton et
al., 2005; Buckham et al, 2008) (Kanitz et al., 2009, Burton et al., 2005, Gupta et al.,
2016). Além disso a busca do maior desempenho dos animais através da oferta de
dietas com uma alta porcentagem de concentrado para vacas leiteiras e de corte,
predispdem a um quadro de acidose, com morte de bactérias gram-negativas e

proliferacdo de bactérias gram-positivas.

Tanto as doencas infecciosas citadas acima quanto os casos de acidose,
possuem em sua etiologia o envolvimento de bactérias gram-negativas. Essas
bactérias apresentam em sua parede celular o LPS que é liberado apés a lise ou a
multiplicagdo das mesmas (PIA; ANDERSEN; ANDERSEN, 2003). O LPS possui
uma porcéao hidrofilica, chamada de polissacarideo O, e uma porcao hidrofébica, o
lipideo A, sendo esta ultima porcdo a responsavel pela toxicidade da molécula e o
desencadeamento da resposta inflamatéria (QUINN, P.J.; MARKEY, B.K; CARTER,
M.E.; DONNELLY, W.J.; LEONARD, 2005).

Ao ser liberada da membrana das bactérias, essa molécula tem capacidade
de migrar do seu local de origem para a corrente circulatéria onde sera distribuida
para os tecidos periféricos do organismo. Conforme comprovado no estudo de
MAGATA et al., (2015), quando foram comparados os niveis de LPS em tecidos
distintos (fluido uterino, soro e fluido folicular) de bovinos com metrite clinica, foi
encontrado 6,34 unidades de endotoxina (UE) de LPS no fluido uterino, 0,94 UE no
soro, e 0,62 até 0,97 UE/ mL nos foliculos ovarianos antrais. Ao ser absorvido e
migrar para a corrente circulatéria, essas endotoxinas sdo reconhecidas pelos
receptores TLRs das células de defesa, principalmente o TLR4, que em conjunto

com as proteinas MD-2 (fator de diferenciagdo mieloide 2), proteina ligante de LPS



349
350
351
352

353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369

370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381

23

(LBP) e Grupamento de diferenciacdo 14 (CD14), sao responsaveis pela sinalizacao
e producdo de citocinas e quimosinas que consequentemente vao ativar e recrutar
células imunes como os macrofagos, estimulando a resposta inflamatéria (TIZARD,
2014).

Alguns estudos tem demonstrado as diversas alteracdes desencadeadas por
essa endotoxina no organismo, onde a infusdo de LPS via endovenosa promove:
elevacao da temperatura corporal logo apés o inicio da infusédo podendo permanecer
elevada até 12 horas apos (JACOBSEN et al., 2005; OH et al., 2017), aumento da
frequéncia cardiaca 1,5 até 4 horas apdés o desafio (WALDRON et al., 2003),
aumento dos niveis de cortisol a partir da aplicacdo permanecendo elevado até 72
horas pés inducdo (OHTSUKA et al., 1997; FILIPOV et al., 1999; SOLIMAN et al.,
2002; ROBINSON et al., 2009;), elevacado de haptoglobina de 1 até 4 horas apos
inducao e de interleucina-1 a partir de 2 até 4 horas apoés inducdo (OHTSUKA et al.,
1997), aumento dos niveis de horménio do crescimento de 1 até 2 horas (FILIPOV et
al., 1999), aumento de glucagon de 2 até 8 horas (WALDRON et al., 2003), reducdo
da IMS em até cerca de 10 horas ap0s a infuséo, reducédo da producéo de leite em
vacas leiteiras (WALDRON et al., 2003; OH et al., 2017) reducdo do IGF-l em 24
horas (FILIPOV et al.,, 1999), reducdo dos niveis de glicose logo ap6s a inducéo
podendo chegar até 24 horas (FILIPOV et al., 1999; WALDRON et al., 2003), e a
reducdo dos niveis de célcio e fosforo a partir das 2 até 8 horas ap6s o desafio
(WALDRON et al., 2003).

Além disso, o LPS tem capacidade de migrar para o ovario, Utero e para o
oviduto causando prejuizos a reproducdo. No ovario, essa endotoxina causa danos
para as estruturas foliculares e luteiais. No estudo realizado por (HERATH et al.,
2007), o cultivo in vitro de células da granulosa com LPS, ocasionou reducdo na
producédo de estradiol e progesterona em foliculos médios e grandes, 48 horas apdés
o cultivo. Além disso, (MAGATA et al., 2014) ao cultivar células da teca e da
granulosa in vitro, observou que foliculos grandes que apresentavam altos niveis de
LPS (>0.5 EU/mL) tiveram uma menor expressao de LHr, receptor de hormonio
foliculo estimulante (FSHr), e P450 aromatase, além de um incremento na
expressdo de caspase-3, quando comparado a animais com baixos niveis de LPS
(<0.5 EU/mL). Trabalhos in vivo, desafiando vacas antes da ovulacdo com LPS

observaram um aumento do intervalo estro/ovulacdo (LAVON et al., 2008; GINDRI et
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al., 2019) com reducéo nos niveis de LH (LAVON et al., 2008), além de um menor
crescimento folicular (LAVON et al., 2008; GINDRI et al.,, 2019) e a reducdo nos
niveis de Paraoxonase 1 (PONL1) intrafolicular (CAMPOS et al., 2017). Ja& o cultivo
de odcitos in vitro provenientes de animais expostos ao LPS, apresentaram uma
menor taxa de blastocistos (RINCON et al., 2019). Da mesma forma, odcitos
maturados in vitro com fluido folicular ou plasma de vacas desafiadas com LPS in
vivo, tiveram uma menor taxa de blastocisto (ROTH et al., 2020). Em relacdo a
atuacéo do LPS sobre o corpo liteo, LUTTGENAU et al., (2016) ao desafiar vacas
10 dias ap0Os a ovulacdo observou uma maior expressdo de IL-1a, IL-1B, TNF-q,
sendo relatados também casos de lutedlise precoce. Os efeitos sobre o sistema
reprodutivo s8o decorrentes da ac¢do do LPS, mas também das citocinas
inflamatérias (WILLIAMS et al., 2008, BROMFIELD; SHELDON, 2013) .

Grande parte dos estudos realizados até entdo focaram entender o efeito a
curto prazo do LPS, porém sabe-se que mesmo apdés a resolucdo clinica das
enfermidades mencionadas nos tépicos acima, os animais ainda apresentam um
déficit reprodutivo em relacdo a animais saudaveis, elevando com isso os dias em
aberto, o numero de inseminacdes por concepc¢do e reduzindo a eficiéncia dos
sistemas produtivos. Nesse sentido estudos principalmente em camundongos (WU
et al.,, 2011; SOMINSKY et al.,, 2012) vém demonstrando que o LPS atua
negativamente sobre a reserva folicular. No estudo de BROMFIELD; SHELDON,
(2013), o desafio com LPS em camundongos in vivo, promoveu o aumento em 3,3
vezes da ocorréncia de atresia de foliculos primordiais, e além disso, reduziu em 1,2
vezes 0 pool de foliculos totais. Ainda nesse estudo, observaram uma maior
ativacao da proteina PTEN, indicando uma aceleracdo da passagem de foliculos da
fase primordial para primaria, podendo levar a uma reduc¢do na populagéo folicular
(BROMFIELD; SHELDON, 2013), indicando com isso que os efeitos do LPS podem
ocasionar maleficios a logo prazo no sistema reprodutivo de bovinos. Além disso,
estudos in vitro mostram que em coelhos, o LPS pode induzir uma resposta imune
no oviduto, através do aumento da expressao de mediadores inflamatorios, como IL-
18 e TNFa (MENCHETTI et al., 2018), e em bovinos ocasiona a redugdo da
expressdo de genes associados com a capacitagdo espermatica, com a qualidade
do ambiente para desenvolvimento embrionario (OVGP1 e IGF2), e também com o
aumento de genes que desencadeiam apoptose e estresse oxidativo (CASP3 e
SOD) (IBRAHIM et al., 2015). No atero o LPS pode também aumentar a expressao
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dos mediadores inflamatérios TNFa, IL-6, IL-8 e IL-18, e tem sido relacionado com a
alteracdo da expressdo de genes relacionados a implantacdo embrionaria em vacas
(MMP19, EMMPRIN e SELL) e em camundongos (NANOG, OCT4 e SOX2)
(CAMPOS et al., 2017; XIAO et al., 2017) (XIAO et al., 2017).

Contudo, os mecanismos pelos quais as endotoxemias diminuem a fertilidade
em bovinos ainda n&o estdo totalmente elucidados, existindo poucos estudos e
sendo na grande maioria em animais modelo ou in vitro com células bovinas,

demonstrando a necessidade de mais estudos em bovinos in vivo.
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3 Hipotese, objetivo geral e objetivos especificos

3.1 Hipotese

Animais expostos ao LPS desencadeiam uma resposta inflamatéria, com
consequente alteracbes em seu metabolismo, modulagdo na expressao de genes do
Gtero, ovario e oviduto, além de modificarem a taxa de ativacdo e de atresia de

foliculos primordiais.

3.2 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da exposicdo ao LPS, sobre o metabolismo, alteracdes de
expressao génica no Utero, ovario e oviduto, e na taxa de ativagcdo e de atresia de

foliculos primordiais.

3.3 Objetivos especificos

Avaliar se animais expostos ao LPS apresentam:

e alteracdo nos parametros hematologicos, inflamatdrios, energéticos, minerais
e hepaticos.

e alteracdo na expressdao de genes relacionados a inflamagdo, ao
reconhecimento do LPS, ao estresse térmico e estresse oxidativo, a
gualidade do ambiente do oviduto e do Utero

e alteracdo na expressao de genes relacionados a reserva ovariana, a ativacao
folicular e antiapopt6tico no ovario

e maior taxa de ativacao e atresia de foliculos primordiais.
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Capitulo |

Efeito do Lipopolissacarideo (LPS) sob parédmetros inflamatorios,
hematoldgicos e bioquimicos de bovinos de corte confinados

Andressa Stein Maffil, Joao Alveiro Alvarado Rincon!, Antbnio Amaral Barbosal,
Jenifer Vahl!, Jéssica Lazzari', Rutiele Silveiral, Wagnner Machado dos Santos?,
Marcio Nunes Corréal, Eduardo Schimitt!, Cassio Cassal Brauner?!

INUcleo de Pesquisa Ensino e Extensdo em Pecudria, Universidade Federal de Pelotas- Campus

Capéo do Ledo

Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar os parametros hematolégicos bem como alguns
marcadores inflamatérios e bioquimicos de novilhas de corte submetidas a duas
exposicoes agudas ao LPS em um intervalo de 24 horas. Foram acompanhadas 16
novilhas de corte, europeias, distribuidas uniformemente em dois grupos, a partir do
peso corporal: O grupo LPS (n=8) recebeu 2 aplicacdes contendo 0,5 ug/kg de peso
corporal de LPS (Sigma Aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA) diluidas em 2 mL de
solucéo salina (0,9% de Nacl) via intravenosa (i.v), com intervalo de 24 horas e o
grupo controle (n=8) que recebeu 2 aplicacdes contendo 2 mL de solucdo salina
(0,9% de Nacl) via i.v, com o mesmo intervalo. Dados de temperatura foram
mensurados a partir de termdmetros intravaginais até 24 horas ap6s o primeiro
desafio. Foram realizadas coletas de sangue anterior ao desafio (0) e 4, 8, 24, 28, 32
e 48 horas apds o primeiro desafio, para avaliacdo hematologica e mensuracao de
proteina plasmatica total, uréia, alboumina, colesterol, lipoproteina de alta densidade,
lactato, glicose, aspartato aminotransferase, gama glutamil transferase, fdésforo,
fosfatase alcalina e paraoxonase 1. Os animais desafiados apresentaram aumento
de temperatura acima dos valores fisiolégicos (38,5-39,5°C) da 12 as 4,5 horas, com
pico na hora 1, no primeiro desafio. Em relagdo ao segundo desafio, foi observado
uma elevacdo aguda na temperatura nas 2 horas ap0s o segundo desafio com
retorno as 3 horas. A série vermelha e plaquetas ndo foram alteradas pelo desafio,
no entanto ocorreu uma leucopenia por neutropenia no grupo LPS. Em relacdo aos
parametros bioguimicos ocorreu uma reducao nos niveis de colesterol 8 horas apos
o primeiro desafio no grupo. Os niveis de parametros energéticos, inflamatdrios, de
minerais de enzimas hepaticas ndo sofreram efeito do desafio. Com isso concluimos
que a exposicao de animais ao LPS com intervalo de 24 horas, desencadeia uma
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resposta sistémica com alteracdo na temperatura corporal, e no leucograma, com
um efeito a curto prazo no metabolismo lipidico, no entanto sem alteragcbes no
metabolismo proteico, mineral e hepético.

Palavras chave: confinamento, endotoxinas, inflamacéo, producao

Introducao

A adocdo de sistemas baseados no confinamento de animais vem se
tornando uma alternativa para o alcance de maior producgéo e eficiéncia do sistema
pecuario. No entanto, o aumento na producdo de carne e leite em tais sistemas
intensivos € baseado em dietas contendo grandes quantidades de concentrado,
aumentando com isso, 0 risco da ocorréncia de transtornos ocasionados pela
nutricdo, como a acidose (RODRIGUEZ-LECOMPTE et al., 2014; ZHAO et al.,
2018). A elevacédo no teor de carboidratos na alimentacdo desencadeia a queda no
pH ruminal, morte de bactérias gram-negativas e rumenite (GOZHO; KRAUSE;
PLAIZIER, 2007), com consequente aumento de lipopolissacarideos (LPS) no trato
gastrointestinal, provindos da morte dessas bactérias (PIA; ANDERSEN;
ANDERSEN, 2003; PLAIZIER et al., 2012).

O LPS intestinal parece ser a fonte mais natural e a de maior frequéncia de
absorcdo dessa endotoxina para a corrente sanguinea (MUNFORD, 2016). Essa
absorcdo ocorre devido ao comprometimento das juncdes celulares e também
auxiliado por transportadores de mucosa, através de transcitose mediado por
transportadores de lipidios (ECKEL; AMETAJ, 2016). Além disso o LPS pode ser
absorvido via parede ruminal, quando esta é lesada (Gomez et al., 2014; (YANEZ-
RUIZ; ABECIA; NEWBOLD, 2015) como nos casos de acidose. Além da exposicao
ao LPS pelos quadros de acidose, doencas infecciosas como mastite, metritre e
endometrite em bovinos leiteiros e pneumonias em bovinos de corte (OWENS et al.,
1998; SANTOS et al.,, 2004; HUZZEY et al., 2007; SHELDON; OWENS, 2017),
também promovem a exposicdo a essa endotoxina, visto que na etiologia dessas

enfermidades, destaca-se a presenca de bactérias gram- negativas.

Independente da origem, uma vez presente na corrente circulatéria, os LPS
sdo drenados para o sangue portal a fim de serem depurados no figado. No entanto,

guando os niveis de LPS no sangue portal ultrapassam a capacidade do figado
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realizar a detoxicacdo, essa endotoxina pode ser encontrada no sangue periférico.
Na corrente circulatoria, células imunes tais como leucdcitos, reconhecem a
molécula de LPS através do receptor Toll Like Receptor 4 (TLR4) e iniciam a
resposta inflamatoria, produzindo citocinas inflamatorias como a Interleucina 6 (IL6),
Interleucina 8 (IL8) e o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa) (WALDRON et al.,
2003; LECCHI et al., 2009; HOEBEN et al., 2000). E essas citocinas, de forma
distinta promovem a producéo de proteinas de fase aguda (RICHARDS; GAULDIE;
BAUMANN, 1991) desencadeando a febre e alterando os processos metabdlicos
como a hiperglicemia e/ou hipoglicemia (WALDRON et al., 2003; KVIDERA et al.,
2017a; HORST et al., 2019), resisténcia periférica a insulina (BRADFORD et al.,
2009; HORST et al., 2019), elevagcdo nos niveis de glucagon (WALDRON et al.,
2003), catabolismo do musculo esquelético e adiposo (WANNEMACHER et al.,
1980; LOHUIS et al.,, 1988; BRADFORD et al.,, 2009; HORST et al.,, 2019) e
hipertrigliceridemia (WANNEMACHER et al., 1980; MCGUINNESS, 2005).

Além disso, durante a resposta imunoldgica as células de defesa alteram sua
forma de producdo de energia, produzindo Adenosina trifosfato (ATP) através da
glicélise aerdbica e ndo através da fosforilacdo oxidativa, um processo conhecido
como ‘“efeito Warburg” (PALSSON-MCDERMOTT, 2013), ocasionando um
incremento da necessidade de glicose. Com isso, toda vez que a resposta imune é
ativada, seja na circulacdo ou nos Orgaos e tecidos, os nutrientes e a energia séo
redirecionados para o sistema imunolégico (ZEBELI et al., 2011; JOHNSON et al.,
2012; KVIDERA et al.,, 2017b), reduzindo a disponibilidade de energia para a

producao de carne e leite e consequentemente o desempenho animal.

Grande parte dos estudos realizados até entéo, utilizam camundongos como
modelo experimental, contudo acreditamos que as alteracbes desencadeadas
ocorrem de forma distintas em ruminantes. Portanto, o objetivo de nosso estudo foi
avaliar o comportamento hematolégico, bioguimico e inflamatério de novilhas de

corte submetidas a duas exposi¢cdes agudas ao LPS em um intervalo de 24 horas.
Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética e Experimentagdo animal da
Universidade Federal de Pelotas, sob o niumero 9364. O experimento foi realizado

em uma fazenda comercial, no municipio de Sao Lourengo do Sul, RS. Foram
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acompanhadas 16 novilhas de corte, de origem européia, saudaveis, com idade
meédia de 14 meses, manejadas em um sistema de confinamento. Os animais foram
selecionados 14 dias antes do inicio do periodo experimental, para formacdo dos
grupos e adaptacdo dos mesmos a dieta e ao manejo. A alimentagdo consistiu em
uma dieta total mixed a base de silagem de milho, milho moido e suplemento
mineral em uma proporcdo de 60% de volumoso e 40% de concentrado, sendo
ofertada duas vezes ao dia (7:00hs e 17:00hs) e agua a vontade. Na tabela 1,
encontra-se descrita a composi¢cdo quimica da dieta.

Tabela 1. Composicdo quimica da dieta de novilhas de corte, submetidas ou ndo ao desafio com
LPS.

Composicao quimica Matéria Seca (%)
FDA! 25,74
FDN? 44,70
Lignina 4,40
Proteina Bruta 10,26
Proteina degradavel 9,57
Extrato etéreo 5,35
Cinzas 3,82
Célcio 0,22
Fosforo 0,27

'Fibra em detergente acido

2Fibra em detergente Neutro

Os animais foram distribuidos uniformemente em dois grupos, a partir do peso
corporal: o grupo LPS (n=8) recebeu 2 aplicagdes contendo 0,5 pg/kg de peso
corporal de LPS (Sigma Aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA) diluidas em 2 mL de
solugéao salina (0,9% de Nacl) via intravenosa (i.v), com intervalo de 24 horas; o
grupo controle (n=8) recebeu 2 aplicacdes de 2 mL de solugéo salina (0,9% de Nacl)
via i.v, com o mesmo intervalo. A escolha da utilizacdo de 0,5 ug/Kg de peso vivo

baseou-se em um estudo piloto e na metodologia utilizada por Waldron et al 2003, o
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qual demonstrou que essa concentracdo foi capaz de desencadear uma resposta

inflamatoria nos animais expostos.
Coleta de sangue, andlises bioquimicas e hematoldgicas

A coleta de sangue foi realizada através do complexo arteriovenoso da
coccigea em um tubo contendo fluoreto de sédio para avaliacdo dos niveis de
glicose, tubo sem anticoagulante para avaliacdo de marcadores energéticos,
inflamatorios, minerais e enzimaticos e em tubos contendo &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) para realizacdo do hemograma completo. As coletas foram
realizadas nas seguintes horas: 0 (anterior ao desafio), 4, 8, 24, 28, 32 e 48 em

relacdo ao primeiro desafio, conforme a figura 1.

0 hs 4 hs 8 hs 24 hs 28hs 32hs 48 hs
| | | | | | |
T 1 —

2 mlde NaCl 2 ml de NaCl
ou ou
0,5 pg/Kg de LPS 0,5 pg/Kg de LPS

Figura 1. Delineamento experimental demonstrando os momentos em que foram realizados os

desafios com LPS e as coletas de sangue em novilhas de corte.

Os niveis de proteina plasmatica total, uréia, albumina, colesterol, lipoproteina
de alta densidade (HDL), lactato, glicose, aspartato transaminase (AST), gama
glutamil transpeptidase (GGT), fosforo e fosfatase alcalina, foram analisados através
de kits comerciais (Labtest Diagndstica®, Minas Gerais, Brazil) com auxilio do
equipamento Labmax Plenno (Labtest Diagnéstica®). Para determinacdo da
atividade de Paraoxonase 1 (PON1) foi utilizado um protocolo previamente descrito
por Campos et al 2017. O hemograma foi realizado através do equipamento
automatico BC2800 VET (Mindray, Schenzhen, China), sendo realizado
posteriormente o diferencial leucocitario através de esfregaco sanguineo corado com
corante de panétipo rapido, e realizado a leitura em microscopia optica (THRALL,
2007). O teor plasmatico de fibrinogénio foi obtido pelo método de precipitacéo pelo

calor e leitura em refratbmetro (MILLAR et al., 1971).

Avaliacdo da temperatura corporal
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O acompanhamento da temperatura corporal foi realizado através de
termbmetros digitais, data logger (lbutton®, Thermochron, Whitewater, USA),
implantados via intravaginal, desde a hora 0 até 12 horas ap6s o segundo desafio
com LPS. A mensuragéo da temperatura foi realizada com intervalos de 30 minutos.
No dia 1 sdo apresentadas as temperaturas até 8 horas apds o desafio e no dia 2,

até 12 horas, momentos esses onde ocorreu a estabilizacdo da temperatura.
Analise estatistica

Todos os dados foram analisados através de ANOVA de medidas repetidas,
em um desenho randomizado, considerando o efeito do grupo (Controle e LPS) do
periodo (0, 4, 8, 24, 28 e 32 e 48 horas) e o efeito aleatorio (do animal). Tais
analises foram realizadas no programa NCSS 2005 (NCSS. Number Cruncher

Statistical Systems. Kaysville, Utah) utilizando o seguinte modelo:
Yijkl = p + Mj + Tk + MTjk + cl(bi) + eijkI,

Onde: Yijkl é a variavel continua dependente, y é a média total, Mj é o efeito
fixo do grupo (j = LPS vs. Controle), Tk € o efeito fixo do tempo (,4, 8, 24, 28, 32, 48),
MTjk é a interacdo entre grupo e tempo, cl(bi) € o efeito aleatério da vaca, e eijkl € 0
efeito residual do erro. Os dados de neutréfilos, basoéfilos, monocitos nédo
apresentaram distribuicdo normal e foram transformados para LOG10. Foram

considerados significativos valores de P<0,05.
Resultados

O desafio com LPS foi capaz de induzir a elevacdo de temperatura nos
animais expostos ao LPS (Figura 2 e 3). No primeiro desafio, os animais do grupo
LPS apresentaram temperatura mais elevada que o grupo controle (P=0,05). O
grupo desafiado apresentou aumento de temperatura acima dos valores fisiologicos
(38,5-39,5°C) da 1% as 4,5 horas com pico na hora 1, no entanto ndo ocorrendo

diferenca entre os momentos avaliados.
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Group: 0.05
Moment: 0.46
Group*moment: 0.14

38.6
38.4 T T T T T T

Horas em relagdo ao desafio

Figura 2. Temperatura corporal de novilhas de corte apds o primeiro desafio com lipopolissacarideos

(LPS) (0,5 ug de LPS/ kg de peso corporal) ou solugdo salina (Controle).

No segundo desafio com LPS (figura 3) foi observada uma elevacdo aguda

na temperatura duas horas apos o desafio, com retorno 60 minutos apés (P<0,05).

40
40
40
40
39
39
39
39
39
38
38

Temperatura (°C)

.6
4
24
.04
.8 -
.6
44
24
.04
.8 4
.6
38.

Group: 0.09
Moment:<0.00001
Group*moment:<0.00001

NacCl

r 1 1T rr1rr1T T9.1 LI |
0L YL Ve 0 X6 0 b 06 A SR 6 0 6.0 6.y

Horas em relacdo ao desafio

Figura 3. Temperatura corporal de novilhas de corte apos o segundo desafio com lipopolissacarideos

(LPS) (0,5 pg de LPS/ kg de peso corporal) ou solugéo salina (Controle).

Em relacdo aos pardmetros hematolégicos, ndo houve diferenca nas células

vermelhas e plaquetas (P>0,05), no entanto referente ao leucograma os animais do
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grupo LPS apresentaram menores concentracbes de leucocitos totais
(12.396,35£1.537,77 /uL) comparado aos animais do grupo controle
(16.930,91+1.472,30 /uL) (P=0,05) ndo havendo interacdo momento grupo (p= 0,17).
Da mesma forma os niveis de neutréfilos foram menores no grupo LPS
(4.774,16+853,76 /uL) comparado ao grupo controle (7.427,64+804,93 /uL) (P=0,04),
nao havendo interacdo momento grupo (P=0,28). Os demais tipos celulares nao

apresentaram diferenca (P>0,05, Tabela 2).



645
646

35

Tabela 2. Hemograma completo de novilhas de corte desafiadas com lipopolissacarideos (LPS) (0,5 ug de LPS/ kg de peso corporal) ou solu¢do salina (Controle) as 0 e 24

horas.
Parametro Hora 0 Hora 4 Hora 8 Hora 24 Hora 28 Hora 32
Hematcrito LPS  3947+173 3535+1,73 34,70+1,87 35,15+1,73 34,93+1,53 33,90+1,73
(%) CONT  42,45+1.87 37.42+2.29 38.27+1,73 36,07+173 35,65+1,62 34,95+1,87
Hemoglobina ~ LPS 12722093 11,61+0,93 11,40+0,93 12,47+0,93 12,45+0,93 12,12+0,93
(g/dL) CONT 13,70+0,98 12,15+0,98 12,55+0,98 13,12+0,98 12,68+0,98 12,80+0,98
Fibrinogénio LPS  742.85+18157 788,88+160,13 725,00+169,84 711,11+160,13 725,00+169,84 933,33+160,13
(mg/dL) CONT 542,85+181,57 828,57+181,57 750,00+192,12 814,28+181,57 1066,66+196,14  742,85+181,57

LPS  252,85+60,20 300,00+60,20 254,00+65,03 299,87+56,31 174,66+53,09 193,88+53,09
Plaquetas (/uL)

CONT 217,05+65,03 354,00+79,64 303,42+79,64 403,57+60,20 200,12+56,31 172,16+65,03
Leuchcitos LPS  15420,00+1221,85 8550,00+1366,08 10800+1366,08  14185,71+1032,66 12076,67+1154  1334571+1032,66
totais (/uL) CONT 158500411154  1462500+1366,08 16662,86+1032,66 18336,67+11154  15420,00+1221,85 18556,67+1115 4

f ) LPS 849932492886  4687,75+1038,50 5313,32+1038,50 7302,95+78503  4886,03+847,93  644573+847,93

Linfdcitos (/uL

CONT 8700,00+847,93  6882,53+1038,50 7557,12+78503  9627,47+47500  6469,59+78503  6791,33+847,93
Neutr6filos LPS  5110,604944.04  3000,63+105547 4086,92+15547  5112,87+797,86  6187,66+861,79  5146,30+861,79
(/ul)

CONT 5978,30+861,79 6463514105547  7870,68+797,86  6279,03+861,79  854342+4797,86  9430,92+861,79

LPS  359,68+186,02 250,08+207,98 266,91+207,98 500,77+157,21 115,70+169,81 330,48+169,81

Bastonetes




(fuL)

Monécitos (/uL)

CONT 230,06+169,81

LPS 1046,51+454,51
CONT 894,97+414,91

593,83+207,98

490,52+508,16
379,62+508,16

336,23+157,21

958,26+508,16
673,82+384,13

571,34+169,81

889,16+384,13
1599,85+414,91

242,26+157,21

695,54+414,91
2065,42+384,13

931,60+169,81

1083,96+414,91
1168,42+414,91

36



647

648
649
650
651
652
653
654

655
656
657

37

Os parametros energéticos (Tabela 3), proteina plasmatica total, glicose,
uréia, e HDL, ndo foram afetados pelo desafio com LPS durante o periodo estudado.
No entanto, uma interacdo foi observada em relagéo aos niveis de colesterol 8 horas
apos o primeiro desafio, onde os animais desafiados apresentaram uma reducao
nos niveis de colesterol comparado aos animais controle. Os niveis de fésforo e
calcio (Tabela 3) também néo sofreram efeito do desafio, ndo havendo alteracdo no
periodo total, assim como em periodos especificos.

Os parametros inflamatérios, albumina e PON1 (Tabela 3) ndo foram
alteradas pelo desafio. As enzimas hepéticas AST, Alanina aminotransferase (ALT)
e fosfatase alcalina (Tabela 3) ndo foram alteradas pelo desafio
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Tabela 3. Pardmetros energéticos inflamatdrios e hepaticos de novilhas desafiadas com lipopolissacarideos (LPS) (0,5 pg de LPS/ Kg de peso corporal) ou

solucao salina (Controle) as 0 e 24 horas.

Hora O Hora 4 Hora 8 Hora 24 Hora 28 Hora 32 Hora 48

Proteina  LPS  7,05+0,31  6,73+0,19 7,00+0,18 6,88+0,17 7.04+0,19  7,08+0,17 6,94+0,27
plasmatica

CONT 6,3620,28  6,88+0,17 6,93+0,22 7,1340,15 6,99+0,23  7,15+0,18 7,17+0,21
total (g/dL)
Colestero| LPS  7428t7,42 9742+961  69,00:9,02  5500+8,88  6514:7,14 6325t596  68,37:6,13
(mg/dl)  CONT 7064878  83,42+9,61 93144964  58,66+9,60  62,50+7,72 72,57+6,37  44,5:7,08
Fésforo LPS  9,56+1,04  7,78+0,66 8,4140,77 6,08+0,56 583+0,29  5094+0,34 7,12+0,33
(mg/dL) CONT 7,96+0,95  8.44+0,66 7,34+0,83 7,42+0,60 6,5140,33  6,38+0,37 6,38+0,38
Abuming  LPS  251%0,10  2,79+0,15 1,87+015 2,37+0,12 243+0,10  2,70+0,12 2,43+0,08
(g/dL) CONT 2,53+0.12  2,80+0,15 1,83+0,14 2,63+0,14 2704012  2,57+0,13 2,53+0,10
Calcio LPS  8,10+0,15  8,75+0,27 8,81+0,28 9,4620,20 0,4740,25  9,43+0,30 9,61+0,24
(mg/dL) CONT 7,95+0,17  9,18+0,27 9,19+0,28 9,47+0,22 9,7940,29  9,92+0,35 9,92+0,28

LPS  37,40+455 24,85+220  26,12+2,38  22,57+3,60  26,75+2,28 24424273  27.62+1,86
ALT (UIL)

CONT 2840+4,55 30,57+220  24,71+254  2433+389  23,83+2,62 2842+273  255+2,15




AST (UIL)

FA (UIL)

Ureia
(mg/dL)

Glicose
(mg/dL)

HDL mg/dL

LPS

CONT

LPS

CONT

LPS

CONT

LPS

CONT

LPS

CONT

77,00+9,90

61,42+8,36

72,00+8,17

79,71+6,91

22,60+2,09

22,85+1,77

93,28+7,58

117,33+8,15

42,40+4,66

35,85+3,84

85,66+2,88

70,42+2,66

108,85+14,39

112,00+14,39

24,42+1,83

22,42+1,83

74,85+5,42

86,6+6,42

50,57+4,41

51,28+4,41

87,5+6,77

69+7,82

94,85+11,33

117,28+11,23

24,75+2,14

25,85+2,28

88,37+4,97

88,5745,31

43,14+5,77

51,16+6,24

79,14+6,85

65,33+7,40

97,50+£12,91

102,50+12,91

17,28+1,67

20,66+1,81

91,42+4,92

80,00+5,31

48,42+5,92

43,33+6,39

82,37+6,18

64,33+7,14

120,5+15,63

112,5+15,63

19,12+1,40

20+1,61

77,00+3,18

85,60+4,03

44,12+4,06

42,5+4,69

69,37+6,87

66,75+7,34

104,14+14,90

103,83+16,10

22,50+1,72

23,28+1,84

77,14+2,92

91,2+3,52

49,2845,49

51,5+5,09

79,00+4,89

70,16%5,65

124,42+10,25

135,5+11,08

14,62+1,46

19,5+1,69

88,5+7.09

67,40+8,97

43,06+5,63

47,25+6,50
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Discussao

Ao avaliar a temperatura corporal e o leucograma dos animais, é possivel
afirmar que o LPS foi efetivo na inducdo de uma resposta inflamatoria, visto que a
elevacdo na temperatura corporal € desencadeada por citocinas inflamatorias como
o TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8, produzidos pelas células de defesa a partir do
reconhecimento de um agente invasor (GIUSTI-PAIVA et al., 2003), sendo a IL-6 um
dos principais mediadores da resposta febril (ROTH et al., 2009; PENAILILLO et al.,
2016). O grupo desafiado, desenvolveu uma resposta febril prolongada frente a
primeira exposicdo ao LPS, ocorrendo um quadro febril curto e agudo apos o
segundo desafio. Esse efeito se da em virtude de dois mecanismos, sendo o
primeiro inflamatdério, com participacdo de citocinas que estimulam a febre, e o
segundo compensatério, envolvendo o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal com
liberacdo de vasopressinas e outras moléculas que limitam a febre (GIUSTI-PAIVA
et al., 2003).

Além disso, a resposta febril parece ser diretamente influenciada pela dose e
forma de exposicdo ao LPS (forma aguda ou crénica), visto que STEIGER et al.,
(1999), ao desafiar novilhos com 2ug/kg de peso vivo de LPS ao longo de 100
minutos, observou um aumento na temperatura em torno de 60 minutos apos o inicio
da infusdo, com valores permanecendo elevados até em torno de 6 horas. No
entanto, a temperatura apresentada pelos animais ficou abaixo dos 39,5°C. A
elevacao de temperatura observada em nosso estudo esta presente em grande
parte das doencas infecciosas e é extremamente importante pois visa combater o
agente infeccioso, no entanto, € uma das respostas mais onerosas energeticamente
para ser mantida, sendo que o aumento de 1°C aumenta de 10 a 13% o gasto
energético com o metabolismo basal do animal (CARROLL; FORSBERG, 2007),
desviando a energia que seria utilizada para a producdo de leite e carne para

manutencdo da homeostase do organismo.

O desafio com LPS, levou a reducdo nos niveis de leucécitos totais
ocasionado pelos menores niveis de neutrofilos. Semelhante ao nosso estudo,
(GERROS; SEMRAD; PROCTOR, 1995), ao desafiar bezerros com doses
crescentes de LPS também observaram reducdo nos niveis de leucdcitos totais,

sendo esse efeito dose dependente. Além disso KOOT et al (1989) observaram
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neutropenia em cabras tratadas com uma dose de 0,1 pg de LPS/kg iv. E em
bovinos leiteiros ja é bem evidenciado que animais que passam por um estado pro-
inflamat6ério mais intenso em torno do parto, devido a fatores ambientais
estressantes ou agentes patogénicos, apresentam uma maior ineficiéncia da
resposta imune inata (TREVISI; MINUTI, 2018). O LPS pode desencadeando a
apoptose de neutrdfilos, atravées da disfuncdo mitocondrial (PERIASAMY;
PRAVEENA,; SINGH, 2018) e além disso, DIEZ-FRAILE et al., (2003) relataram que
h& uma diminuicdo sérica das células polimorfonucleadas em vacas leiteiras em
decorréncia de alteragbes nas moléculas de adesao (Lselectina e B2 — integrinas).
Outra possivel via para a ocorréncia de neutropenia € pela ocorréncia de um
sequestro dessas células pela microcirculagcdo pulmonar, demonstradas em casos
de endotoxemia em equinos e camundongos (DUNCAN et al 1985, WARD et al.
1987, PARK et al 2019).

A resposta febril nos animais desafiados, teve como consequéncia a reducéo
de colesterol durante o primeiro desafio, posteriormente ao periodo que 0s animais
apresentaram elevacdo da temperatura. Essa reducdo pode ter ocorrido em funcao
da quebra dessa molécula para a formacao de fosfolipase A2 (TIETGE et al., 2000)
a qual encontra-se elevada durante o processo inflamatério (NEVALAINEN, 1993).
No estudo de (KUSHIBIKI et al., 2002) a administracado de rbTNF-a mostrou induzir
rapidamente aumentos continuos nos niveis circulantes de triglicerideos, Acidos
Graxos N&ao Esterificados (AGNES), retinol e Lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) em novilhas leiteiras. Um efeito semelhante ao de nosso estudo foi
observado por AMETAJ et al.,, (2009) onde a elevacdo na oferta de alimento
concentrado durante 10 dias, promoveu uma reducdo nos niveis de colesterol. O
colesterol é produzido em quase todas as células do corpo, e principalmente nos
hepatécitos, cortex da adrenal, ovarios e epitélio intestinal, sendo o figado o local
primério de sintese na maioria dos animais (HENDRIX, 2002). Alteracdes de forma
intensa e prolongada em seus niveis sdo prejudiciais visto que podem reduzir o
desempenho dos animais, e afetar negativamente o desempenho reprodutivo pois

esta é a molécula primordial para a esteroidogénese (RIGO et al., 2015).

Esta reducdo dos niveis de colesterol ndo foi acompanhada por alteragbes
nos niveis de glicose em nosso estudo. Esse mesmo comportamento da glicose ja

foi relatado em outros trabalhos de forma semelhante, (HORST et al., 2019) ao
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realizarem a exposicdo constante e exponencial de animais ao LPS ao longo de 8
dias, ndo observaram alteracbes nos niveis de glicose. No entanto, o desafio
desencadeou uma elevacdo de 140% nos niveis de insulina, indicando uma
resisténcia periférica a insulina. Os autores defendem que a ocorréncia desse
quadro de hiperinsulinemia € uma via para aumentar a captacdo da glicose por
leucdcitos e melhorar a funcdo dessas células durante a imunoativacao, visto que as
células imunoldgicas sao sensiveis a insulina e requerem grandes quantidades de
glicose (HELDERMAN, 1984; CALDER; DIMITRIADIS; NEWSHOLME, 2007;
MARATOU et al.,, 2007). Com essa finalidade tecidos periféricos como tecido
adiposo e musculo esquelético, tornam-se resistentes a insulina durante a
imunoativacdo, buscando de forma sincronizada, dispor de mais glicose ao sistema
imune (LANG; DOBRESCU; MESZAROS, 1990). No estudo de WALDRON et al.,
(2003) ao testarem doses crescentes de LPS (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 ug/Kg de peso
vivo) também ndo encontraram alteracdo nos niveis de glicose, porém houve
elevacao nos niveis de insulina. Enquanto (STEIGER et al., 1999), observaram um
quadro de hiperinsulenemia com manutencdo de niveis normais de glicose,
ocorrendo um quadro de hipoglicemia quando os niveis de insulina retornaram a

normalidade.

Assim como a glicose, 0s niveis de proteina plasmatica total e ureia nao
foram afetados pelo desafio com LPS. Em quadros de infec¢do, observa-se um
incremento do catabolismo proteico para disponibilizar energia aos leucdcitos,
fazendo com que os amino&cidos sirvam de substratos para a gliconeogénese
(WANNEMACHER et al., 1980) e biossintese de proteinas de fase aguda (PFA)
positivas. Diferente do observado em nosso estudo, (HORST et al., 2019)
demonstraram ocorrer um incremento no nitrogénio ureico Nos animais expostos ao
LPS de forma crénica, devido provavelmente a uma maior demanda metabdlica

nesses animais que levou a degradacao proteica.

Juntamente com a elevacdo da temperatura esperavamos observar uma
resposta de fase aguda (RFA) (WERLING et al., 1996), com reducao de proteinas
de fase aguda negativa como a PON e a albumina, desencadeada pela cascata de
citocinas TNF-q, IL-1 a e IL-6, ativadas (BAUMANN; GAULDIE, 1994; GRUYS et al.,
2005). A PONL1 e a albumina sao produzidas principalmente pelos hepatdcitos e séo

reduzidas em casos inflamatorios para que proteinas de fase aguda positivam sejam
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produzidas e auxiliem na resolucdo da infeccdo. Em nosso estudo apesar da
reducdo marcada nos niveis de PON 1 quatro horas ap0s o primeiro e 0 segundo
desafio, essa nédo foi diferente do grupo controle. A intensidade na alteragcdo nos
niveis dessa PFA, parece estar ligada a dose de LPS que o animal é exposto, visto
gue no estudo de TERRES et al., (2017), vacas leiteiras desafiadas com uma dose
2,5 nug/Kg de peso vivo de LPS, apresentaram uma reducdo da atividade dessa
enzima 6 horas ap0s a exposi¢cdo ao LPS. Sdo poucos ainda os estudos que que
utilizam a PON1 como um marcador da resposta inflamatéria aguda, em quadros
endotoxemicos. No estudo de ZHAO et al., (2018), vacas submetidas a um quadro
de Acidose Ruminal Subaguda (SARA), apresentaram alteracdes no nivel de
haptoglobina, sendo essa uma proteina de fase aguda positiva. Nesse estudo os
animais apresentaram niveis de LPS plasmatico de 0,21 UE/ml (1 UE = 0,1 ng) ou
seja 0,000002 ug, no entanto as vacas permaneceram em SARA por trinta dias, com
pH abaixo de 5,6 e em média 6,15 horas por dia. GOZHO; KRAUSE; PLAIZIER,
(2006), também relatou aumento de haptoglobina e proteina amiloide A sérica em
vacas que receberam dietas para inducdo de acidose contendo 61 e 76% de

concentrado.

A albumina, outro marcador de resposta aguda utilizado em nosso estudo se
manteve similar entre os grupos. A reducao dessa PFA negativa ocorre inicialmente
devido ao aumento da permeabilidade vascular desencadeado pela inflamacéo que
altera a distribuicdo de proteinas entre o plasma e outros fluidos (FLECK, 1989).
Talvez essa seja uma via mais ativa quando a presenca de patdégenos ou de
endotoxinas ocorra em um tecido periférico, ndo sendo o0 caso de nosso estudo,
onde a endotoxina estava presente na corrente circulatoria. Nos casos de reducéo
tardia da albumina plasmética, tem-se como causa principal a menor sintese
hepética (Powanda, 1980), ocasionada pela competicdo para maior sintese de PFA
positiva e até mesmo pela lesdo hepética. Neste sentido, no estudo de (TREVISI et
al., 2012), vacas leiteiras que apresentavam baixa funcionalidade hepética no pré-
parto tinham uma reducdo marcada da concentracdo de albumina imediatamente
apos o parto. Sendo que outros trabalhos demonstraram que vacas com inflamacao
severa, tiveram reducdo acentuada dessa proteina antes (TREVISI et al., 2010) ou
apos o parto (BIONAZ et al., 2007; BERTONI et al., 2008). Assim como relatado



790
791

792
793
794
795
796
797
798
799
800
801

802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819

820
821

44

referente a PON1, estudos utilizando a albumina como proteina de fase aguda em

bovinos de corte, sdo escassos.

Acreditamos que a dose de LPS utilizada em nosso estudo e o curto periodo
ao que os animais foram expostos, propiciou que os hepatécitos detoxicassem o
sangue sem causar lesdo ao tecido hepéatico, pois 0s niveis das enzimas ALT e
fosfatase alcalina foram semelhantes entre os grupos. No entanto, vale ressaltar que
ocorreu uma tendéncia a maiores niveis de AST 4 horas apos o desafio, indicando
que exposicdes mais prolongadas podem causar efeitos negativos sobre a
funcionalidade dos hepatdcitos. (MARCHESINI et al., 2013), ao induzir a ocorréncia
de acidose, em bovinos observou, uma elevagdo nos niveis da proteina ligante de
LPS (LBP) e aumento dos niveis de AST, estando possivelmente relacionado a

necessidade de detoxicacdo do LPS no figado.

O metabolismo mineral ndo foi afetado pelo desafio com LPS. Niveis
adequados de Ca, sao importantes visto que esse mineral auxilia da destoxicacao
do LPS no figado (JIRILLO et al., 2002). Alguns estudos prévios relatam elevacao do
calcio, devido a liberacdo de citocinas e prostaglandinas pro-inflamatoérias durante a
inflamacédo que induzem atividade de osteoclastos aumentando a reabsorcdo 0ssea
(CHIANG et al., 1999). Por outro lado, em bovinos leiteiros, quadros de infeccao
severa sdo acompanhados por hipocalcemia, sendo defendido por alguns autores
gue esse € um mecanismo de defesa, evitando uma resposta inflamatéria aguda em
humanos (COLLAGE et al.,, 2013). Nesse sentido, JACOBSEN et al.,, (2005)
utilizando doses de LPS de 0,01, 0,1, e 1 ug/Kg de peso vivo observaram uma
reducdo desse mineral, dependentes da dose, indicando que quanto maior a dose
utilizada menores os niveis de célcio. Em relacdo ao fésforo, diferente de nosso
estudo, (KUSHIBIKI, S., HODATE, K., SHINGU, H., UEDA, Y., WATANABE, A,
MORI, Y., ... & YOKOMIZO, 2000) que ao desafiarem bezerros com rbTNF-q,
observaram um quadro de hipofosfatemia, sendo resultante da redistribuicdo do
fésforo inorganico do fluido extracelular para as células (BRAUTBAR; LEIBOVICI;
MASSRY, 1983). WALDRON et al., (2003), observaram uma reducdo em relacéo a

esses dois minerais apos o desafio.

Estudos realizados previamente ao nosso, demonstram ocorrer duas

respostas distintas em relacdo a presenca de LPS na corrente circulatéria onde em
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um primeiro momento tem-se uma resposta semelhante ao estresse, com animais
apresentando aumento de glicose e cortisol, enquanto em um segundo momento
tem-se uma reducgdo dos niveis de glicose e aumento da lipélise indicando um déficit
energético (STEIGER et al., 1999). Os resultados encontrados em nosso trabalho
demonstram que exposi¢cdes ao LPS mesmo que por um curto periodo sdo capazes
de alterar a funcionalidade do sistema imune e 0 metabolismo energético,
representado pela reducéo dos niveis de colesterol 8 horas pos desafio. Sendo este
efeito consecutivo a elevacdo da temperatura corporal. Exposi¢bes a quadros de
acidose e consequentemente ao LPS ao longo do dia, sdo comuns em animais
confinados, sendo importante a adocdo de medidas que reduzam esse problema e

evitem essa resposta inflamatéria e o gasto energético dos animais.
Conclusao

A exposicao de animais a duas doses de LPS em um intervalo de 24 horas
desencadeou uma resposta sistémica com alteracdo na temperatura corporal, nos
niveis de leucadcitos totais e de neutréfilos, com consequente repercussao nos niveis

de colesterol, sem alteracdo nos demais componentes avaliados.
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Capitulo Il

Expressdo de genes associados a fertilidade no Utero e oviduto de bovinos desafiados
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Resumo

O objetivo do estudo foi identificar os possiveis mecanismos moleculares no oviduto e Gtero
pelos quais as endotoxemias podem influenciar a fertilidade em bovinos. Para isso, 16
novilhas foram submetidas a um protocolo de sincronizagdo baseado em progesterona (P4) e
estradiol (E2), e divididas uniformemente em dois grupos: LPS que recebeu duas aplicacdes
de 2 mL de solugdo salina (0,9% de NaCl) contendo 0,5 pg/kg de peso corporal de LPS, com
intervalo de 24 horas; e o controle que recebeu duas aplicacdes de 2 mL de solucdo salina
(0,9% de Nacl) com o mesmo intervalo de tempo. Quatro dias apds a primeira aplicacdo de
LPS foram coletadas amostras de oviduto e Gtero para avaliacdo da expressdo dos genes Toll
Like Receptors 4 (TLR4), fator de necrose tumoral (TNF) , interleucina 1B (IL 1pB),
interleucina 10 (IL 10), Glutationa Peroxidase 4 (GPX4) e proteina do choque térmico A1A
(HSPAAL) em ambos tecidos, de caspase 3 (CASP 3), Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina (IGF) e glicoproteina oviductal 1 (OVGP1) no oviduto e prostaglandin-endoperoxide
synthase 2 (PTGS2) e nanog homeobox (NANOG), selectin (SELL), metalopeptidase da
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Matriz 19 (MMP 19), Basigin (BSG) no utero. Como resultados, obtivemos uma reducédo
significativa na expressdo dos genes PTGS2 e NANOG no utero, enquanto que os demais
genes avaliados ndo apresentaram alteracdo. Pode-se concluir que o desafio com duas doses
de LPS teve influéncia na expressdo de alguns dos genes relacionados com a qualidade

uterina, porém ndo influenciou os genes avaliados no oviduto.

Palavras chave: Endotoxemia, Reproducéo, Inflamagéo.

Introducéo

As endotoxemias sdo caracterizadas pelo aumento de toxinas na corrente sanguinea.
Essas toxinas sdo liberadas por bactérias quando ocorre sua multiplicacdo ou desintegracdo
celular, como é o caso dos lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular das bactérias
gram-negativas, que possuem a capacidade de desencadear resposta inflamatéria no
organismo (Bertani and Ruiz 2018). Em bovinos, existe uma série de doencas relacionadas
com endotoxemia por bactérias gram-negativas (principalmente com LPS), sendo elas tanto
infecciosas, como a metrite, endometrite e a mastite (Sheldon et al. 2002), ou metabdlicas,
como a acidose ruminal (Stefanska et al. 2018). Estas doencas estdo associadas com redugéo
da producdo e qualidade de leite em bovinos (McDougall et al. 2011; Ning et al. 2018) e,
além disso, ja foi evidenciado que o LPS possui acdo em todo trato reprodutivo das fémeas e
por isto, a ocorréncia de endotoxemias nos rebanhos tem sido associada com menor

fertilidade em varias espécies, incluindo bovinos (Bidne et al. 2018).

O oviduto é o 6rgdo que conecta o ovario ao utero, possuindo a funcdo de transporte
dos gametas. Neste local ocorre a capacitacdo do espermatozoide para a penetracdo no odcito,
a fecundacéo e também o desenvolvimento inicial do embri&o até a fase de 16 células (Li and
Winuthayanon 2017). Estudos in vitro mostram que em coelhos, o LPS pode induzir uma
resposta imune no oviduto, através do aumento da expressao de mediadores inflamatorios,
como interleucina 1B (IL-1p) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-«) (Ibrahim et al. 2015;
Menchetti et al. 2018). Além disso, estudos in vitro utilizando células epiteliais do oviduto
bovino também relacionam o LPS com reducdo da expressdo de genes associados com
capacitacdo espermatica e qualidade do ambiente para desenvolvimento do embrido como a
glicoproteina oviductal (OVGP1) e o fator de crescimento tipo 2 (IGF2), e também com o
aumento de genes que desencadeiam a apoptose como a caspase 3 (CASP3) (lbrahim et al.
2015).
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Apbs o estagio de 16 células, o oviduto transporta o embrido até o Gtero (Li and
Winuthayanon 2017), onde ocorre a implantagdo no endométrio para que ele se desenvolva
até o nascimento, sendo assim, o processo de implantacdo € essencial para a prenhez.
Entretanto, o LPS tem sido relacionado com a alteracdo da expressdo de genes que participam
desse processo no Utero de vacas (Matriz metaloproteinase-19 (MMP19), Basigin (BSG) e
Selectin L (SELL) e de camundongos (NANOG, fator de transcrigdo de ligacdo ao octamero-4
(OCT4) e Box Transcription Factor 2 (SOX2) (Xiao et al. 2017; Campos et al. 2018). Além
disso, o LPS pode aumentar a expressdao dos mediadores inflamatorios TNFa, IL6, IL8 e IL13

no Utero de bovinos (Herath et al. 2006; Cronin et al. 2012).

Contudo, os mecanismos pelos quais as endotoxemias diminuem a fertilidade em
bovinos ainda ndo estdo totalmente elucidados, existindo poucos estudos em Utero e oviduto,
sendo deste Ultimo apenas em animais modelos ou in vitro com células bovinas, necessitando
mais estudos in vivo em bovinos. Tendo isso em vista, 0 objetivo deste estudo foi identificar
0s possiveis mecanismos moleculares no oviduto e Utero pelos quais as endotoxemias podem

influenciar a fertilidade em bovinos.

Materiais e Métodos

Animais e instalacdes

O experimento foi realizado em uma fazenda comercial localizada no municipio de
S&o Lourenco do Sul, no Rio Grande do Sul, Brasil. Foram utilizadas 16 novilhas de corte de
raca europeia (Hereford/Angus), clinicamente saudaveis, com média de 14 meses de idade,
pesando aproximadamente 330 kg, manejadas em sistema de confinamento intensivo. O
fornecimento da dieta ocorria duas vezes ao dia com uma proporc¢do de 60% volumoso e 40%
concentrado, também era disponibilizado 4gua a vontade. Todos o0s procedimentos realizados
no estudo foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Pelotas, RS, Brasil (Protocolo 9364).

Sincronizagéo da onda folicular e tratamentos

O delineamento experimental (Figura 2) ocorreu da seguinte forma, quatorze dias
antes de iniciar o experimento (D -14) os animais iniciaram um protocolo hormonal para
sincronizacdo da onda folicular, onde receberam uma dose intramuscular (i.m) de 25 mg de
PGF2a (Lutalyse®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil). No dia zero do experimento (DO0) foi realizada

a colocacdo do dispositivo intravaginal liberador de progesterona (1,99 de P4, CIDR®,
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Zoetis®), associado a aplicacdo de 2 mg de Benzoato de estradiol (Gonadiol, Zoetis®) e 25
mg de PGF2a (Lutalyse®, Zoetis) via i.m.

Os animais foram distribuidos uniformemente em dois grupos: o grupo LPS (n=8) que
recebeu duas aplicagbes de 2 mL de solugéo salina (0,9% de Nacl) contendo 0,5 pg/kg de
peso corporal de LPS (Sigma Aldrich® Missouri, EUA) via intravenosa, com intervalo de 24
horas ( D1 e D2 ) do experimento; e o grupo controle (n=8) que recebeu duas aplicacbes de 2
mL de solucéo salina (0,9% de Nacl) com o mesmo intervalo de tempo. A dose definida para
esse experimento foi baseada no estudo de Waldron et al. (2003), onde essa foi a menor dose

utilizada capaz de gerar uma resposta sistémica.
Coleta de tecidos

Os animais foram abatidos no dia 5 do experimento, onde foram feitas as coletas de
tecidos do utero e oviduto. As amostras foram colocadas em criotubos, homogeneizadas com
um mixer em 0,5mL de Trizol (Sigma Aldrich® Missouri, EUA) e armazenadas em
nitrogénio liquido até serem transferidas para o freezer -80°C onde permaneceram até a

extracdo de RNA para analises de expressdo génica.
Analise de expressdo génica

O RNA total das amostras de oviduto e utero foi extraido usando trizol (Sigma
Aldrich® Missouri, EUA) associado a um sistema de purificacdo por coluna RNeasy Cleanup
(Qiagen®, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendacdes dos fabricantes. A concentracéo e
pureza do RNA foi medida utilizando o Nanodrop Lite (Thermo Fischer Scientific Inc.®,
Waltham, MA, EUA). O cDNA foi conduzido utilizando o kit iScript Synthesis (BIORAD®,
Hercules, CA, EUA) e conduzido com 1000ng de RNA total em uma reacdo de 20uL. As
amostras foram incubadas a 25°C por 5 minutos, 42°C por 20 minutos e 95°C por 1 minuto.
Ap6s i1sso 0 cDNA foi diluido para uma concentragdo de 5Sng/uL, e foi realizada a PCR em
tempo real utilizando GoTaqg (GoTag® gPCR Master Mix, Promega, Madison, WI, USA)
com um volume de reagdo de 15uL, sendo esses SpuL da GoTaq, 0,75uL de cada primer
(5uM), 4,5uL de 4gua ultra pura e 4ul. de cDNA (20ng), sendo cada amostra realizada em

duplicata.

As reagOes ocorreram no termociclador EcoTM Real-Time PCR System (lllumina,
Inc., San Diego, CA, EUA) sendo realizado 1 ciclo de 45°C por 2 minutos e 45 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final decada reacdo foi realizada a curva de
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dissociacdo (Melting) para checagem da amplificacdo de um Gnico produto de PCR. Os genes
do 18S ribosomal RNA (RN18S1) e glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

foram utilizados como controle endégeno no Utero e no oviduto.

As analises de expressdo génica foram realizadas utilizados genes alvos ligados a
resposta inflamatdria, reconhecimento do LPS e estresse térmico e estresse oxidativo no utero
e oviduto: interleukin 1 beta (IL-1pB), interleukin 10 (IL10), tumor necrosis fator (TNF), toll
like receptor 4 (TLR4), heat shock protein family A (Hsp70) member 1A (HSPA1A) e
glutathione peroxidase 4 (GPX4), qualidade do ambiente do oviduto: caspase 3 (CASP3),
insulin like growth factor 2 (IGF2) e oviductal glycoprotein 1 (OVGP1), e qualidade do
ambiente uterino: prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2), nanog homeobox
(NANOG), matrix metallopeptidase 19 (MMP19), selectin L (SELL) e basigin (BSG). As
sequéncias dos primers utilizados estao listadas na tabela 1. A expressdo relativa foi calculada
a partir da equacdo 2A-B/2C-D, utilizando a média geométrica da expressdo dos controles
enddgenos.

Andlise estatistica

A anélise de expressao génica foi realizada utilizando test t no GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Foi considerado como diferenca estatistica valores de
P<0,05.

Resultados
Efeito do LPS no oviduto

O desafio com duas doses de LPS com intervalo de 24 horas em novilhas ndo
apresentou efeito na expressao dos genes TLR4, TNF, IL1B, IL10, HSPA1A, GPX4, CASP3,
IGF2 e OVGP1 (P>0,05) no oviduto, figura 1.

Efeito do LPS no Utero

Foi observado um efeito do tratamento nos genes relacionados a qualidade do ambiente
uterino em animais desafiados com o LPS, sendo uma diminui¢do de 50% na expressdo de
PTGS2 (P=0,024) e de 92% na expresséo de NANOG (P=0,020). No entanto, ndo foi
observada influéncia das doses de LPS (P>0,05) nos genes relacionados ao reconhecimento
do LPS, TLR4, inflamacdo, TNF, IL1p e IL10, estresse térmico, HSPA1A, estresse oxidativo,
GPX4, e qualidade do ambiente uterino, SELL, MMP19 e BSG (figura 2).
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Discussao

Neste estudo, a inflamacgé@o que é gerada pelo aumento de LPS na corrente sanguinea
em doencas clinicas ou subclinicas, sejam elas infecciosas ou metabolicas, foi mimetizada
através da aplicacdo de duas doses de LPS, onde buscamos avaliar o seu efeito na expresséo
de genes ligados a resposta imune e qualidade do ambiente para gestagdo, nos tecidos de

oviduto e Utero.

A expressao de TLR4 que é o principal receptor de reconhecimento do LPS pelas
células do organismo (Herath et al. 2006; Menchetti et al. 2018) apresentava-se semelhante
entre 0s grupos, no oviduto e no Gtero, quatro dias apos o primeiro desafio, assim como 0s
mediadores inflamatérios TNF e IL1B. Contudo, experimentos in vitro com células do oviduto
ou do endométrio reportaram aumento na expressao de TLR4, 24 horas apds o desafio com
LPS (Swangchan-Uthai et al. 2012; Ibrahim et al. 2015), como também em um estudo que
avaliou os efeitos do LPS na corrente sanguinea por acidose e evidenciou aumento da
expressdao de TLR4 no utero (Bilal et al. 2016). Além disso, Menchetti et al. (2018),
observaram em coelhos desafiados com LPS, um aumento de IL1f nos tecidos de oviduto e
utero e de TNF somente no oviduto, porém Herath et al. (2006) e Cronin et al. (2012)
reportaram in vivo, aumento da expressao dos mediadores inflamatorios IL1, IL6, IL8 € TNF
no endométrio. Sendo que, Cronin et al. (2012) mostram que quando é feito knockdown do
gene do TLR4 ocorre a0 mesmo tempo uma diminui¢do de mediadores inflamatérios, como
IL1B, IL6 e IL8, indicando que os receptores TLR4 estdo diretamente relacionados com a
inducgdo da inflamacgédo. Os niveis semelhantes entre os grupos de TLR-4, TNF e IL1p, podem
ter ocorrido pelo curto tempo de exposi¢do dos animais ao LPS e pelo tempo entre a Ultima
aplicacdo de LPS e a coleta dos tecidos. Sendo que Swangchan-Uthai et al. (2012),
demonstraram que a exposi¢cdo de células endometriais ao LPS in vitro promove a maior
expressao de TNF na primeira hora e de IL6 seis horas ap6s a inducgdo, sendo que em 24 horas
esses niveis ja retornaram ao normal, porém vale ressaltar que in vitro existe uma exposi¢do
muito maior das células ao LPS o que torna alguns parametros diferentes dos encontrados in

Vivo.

Apesar dos genes relacionados a inflamagdo néo estarem alterados quatro dias apds a
primeira exposi¢do ao LPS, no Utero, o desafio reduziu pela metade a expressdo de PTGS2,
que resulta na enzima cicloxigenase 2 (COX2). A COX2 é capaz de converter o acido

araquidénico em prostaglandina H sintase 2 (PGH2), que por sua vez é a precursora da



1247
1248
1249
1250
1251
1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258
1259

1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277

1278
1279

59

biossintese de varios prostanoides, incluindo a prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaglandina
F20 (PGF2a) (Helliwell et al. 2004). E evidenciado em estudos tanto in vivo em bovinos e em
outras espécies quanto em ex vivo com tecidos bovinos, que o LPS € capaz de desregular a
producdo de prostaglandinas via reconhecimento por TLR4, aumentando a secrecao de PGE2
e PGF2a pelas células endometriais (Mateus et al. 2003; Herath et al. 2006; Silva et al. 2008;
Silva et al. 2010). Além disso, a inducdo por LPS também estimula a expressdo de PTGS2 e
alguns estudos indicam uma correlacdo entre a expressao de PTGS2 com a concentracao de
PGE2 e de PGF2a no sangue ou em explantes de endométrio bovino (Herath et al. 2006; Silva
et al. 2008). Altas concentracdes de PGE2 no Iimen uterino estdo relacionadas com atraso na
involugéo uterina e severidade e persisténcia das doengas infecciosas em bovinos (Slama et al.
1991; Mateus et al. 2003; Silva et al. 2008), corroborando com isso, os estudos in vitro que
existe uma dose-dependéncia entre a concentracdo de LPS aplicada e a secrecdo de PGE2
(Herath et al. 2006).

A duracdo do ciclo ovariano e também a mantenca da prenhez, estd relacionada
diretamente com a presenca do corpo luteo ativo, contudo ele ¢ regulado pela PGE2 e PGF2a
(Poyser 1995). A secre¢do de PGF2a induz a regressao do corpo luteo (lutedlise) e, com isso,
reinicia uma nova onda folicular no ciclo ovariano, ja a PGE2 € responsavel por manter o
corpo luteo ativo, principalmente durante a gestacdo, evitando a lutedlise (Parent and Fortier
2005). Visto isso, esses trabalhos demonstram que as endotoxemias podem levar a uma
lutedlise precoce, ocasionando em perdas de gestacdo, ou por outro lado, estender o tempo de
vida do corpo luteo, retardando o processo de ovulacdo (Opsomer et al. 2000). No entanto, no
presente estudo, utilizando duas doses de LPS, ocorreu o contrario do encontrado na literatura
com outras abordagens de delineamento experimental, houve uma diminuicdo da expressdo de
PTGS2, o que poderia reduzir a produ¢do de PGE2 ¢ PGF2a, visto que a COX2 é essencial
para a producdo destas prostaglandinas e que existe uma relacdo entre 0 aumento de COX2
com o também aumento de PGE2 ¢ PGF2a (Marini et al. 2016). Essa diferenca entre os
resultados pode ocorrer justamente pelas divergéncias entre os proprios estudos, sendo que a
maior parte deles foi realizada in vitro ou ex vivo, e também pode divergir dos estudos in vivo
devido ao ciclo estral que os animais se encontravam no momento do periodo experimental,
visto que no estudo de Mateus et al. (2003), as vacas ndo haviam passado por sincronizagéo

hormonal.

O desafio com LPS também gerou uma reducdo de 92% na expressdo de NANOG no

Utero. Esse gene estd associado com a pluripoténcia celular, sendo importante na regeneracéo
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dos tecidos frente a injurias (Jaenisch and Young 2008). Além disso, também foi observado
que o NANOG atua na regulacdo da resposta inflamatoria em células microgliais, através de
um possivel mecanismo de inibicdo de fatores pro-inflamatérios (Zhou et al. 2012). Ao
contrario do nosso resultado, em camundongos desafiados com LPS houve um aumento da
expressdo de NANOG com pico as 6 horas apos a aplicagdo e com retorno da sua expressao
basal 24h apds o desafio (Xiao et al. 2017), isso foi demonstrado igualmente tanto na
expressao génica quanto proteica. A funcdo do NANOG em embrides é bem elucidada, um
knockdown de NANOG nos embrides de cabra diminuiu o namero de células do trofoblasto
(Habibi et al. 2018), que atua na implantacdo do embrido no endométrio. Entretanto, no
endométrio a funcdo do gene ainda ndo é clara, sabe-se que as células-tronco estdo presentes
no endométrio na presenca ou nao de danos no tecido e podem se diferenciar em células
epiteliais ou estromais do endométrio (Taylor 2004), esse gene pode regular a diferenciacédo
dessas células (Calloni et al. 2013), promovendo o desenvolvimento normal do endométrio,
essencial para a implantacdo do embrido e para a mantenca da gestacdo (Spencer et al. 2004;
Gargett and Healy 2011). Tendo isso em vista, no trabalho com camundongos pode ter
ocorrido um aumento da expressdo de NANOG por medida compensatéria do endométrio, no
entanto, no presente estudo, pelo tempo decorrido entre os desafios e a coleta do endométrio,
pode ser que esse mecanismo compensatorio ndo foi o suficiente pelos danos causados ao
tecido, 0 que reduziu a expressdo do gene. Essa diminui¢cdo de NANOG pode trazer prejuizos
a mantenca da prenhez, visto que o bom funcionamento do endométrio é essencial para a
implantagcdo do embrido (Gargett and Healy 2011). Ademais, em bovinos, foi demonstrada
uma relacdo que quanto mais jovens 0s animais, maior a expresséo de NANOG no
endométrio (Lupicka et al. 2015), e no presente estudo foram utilizadas novilhas,

demonstrando que ainda assim a expressdo do gene foi reduzida em 92%.

No oviduto, ndo houve influéncia das doses de LPS aplicadas na expressdo dos genes
CASP3 e IGF2. A CASP3 é uma das principais enzimas que induzem a apoptose das células
(Crowley and Waterhouse 2016), jA o IGF2 pode ser considerado como um marcador da
qualidade do ambiente materno para o desenvolvimento embrionario inicial, visto que esta
associado com maior nimero de células em blastocistos e melhor taxa de nascimento de
bezerros saudaveis (Neira et al. 2010). Diferente do nosso estudo, existiu um aumento na
expressdao de CASP3 frente a um estimulo com LPS em células do oviduto bovino in vitro
(Ibrahim et al. 2015) e ex vivo (O'Doherty et al. 2016), demonstrando a relagdo do LPS com

morte celular. Da mesma forma, o gene IGF2 foi estudado in vitro em células do oviduto
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bovino, e foi evidenciada uma reducdo na sua expressédo pelo desafio com LPS (Ibrahim et al.
2015), indicando que as endotoxemias podem reduzir a qualidade do ambiente materno do

oviduto.

Em nosso estudo podemos observar que mesmo em casos onde a exposi¢do ao LPS é
inferior a doses utilizadas em outros trabalhos, j& se tem alteragdes na expressdo de genes
relacionados a capacidade de regeneracdo do Utero e envolvidos na producdo de
prostaglandinas, indicando que mesmo pequenas exposicdes a essa endotoxina podem alterar

0 ambiente uterino, alterando a capacidade reprodutiva.
Concluséo

O desafio com duas doses de LPS com intervalo de 24 horas alterou a expressao de um
gene relacionado a producéo de prostaglandina e também de um gene relacionado a qualidade

uterina, porém nao influenciou a expressdo de genes avaliados no oviduto.
Conflito de interesses
Os autores declaram que ndo héa conflito de interesses.

Agradecimentos

Os autores agradecem o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico-(CNPq), bem como a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), pela concessdao de bolsas. Além disso agradecemos ao Frigorifico

Espinilho pela concessdo dos animais para realizacdo do estudo.
Referencias

Bai, R., Kusama, K., Sakurai, T., Bai, H., Wang, C., Zhang, J., Kuse, M., Ideta, A., Aoyagi,
Y., Okuda, K., and Imakawa, K. (2015) The Role of Endometrial Selectins and Their Ligands
on Bovine Conceptus Attachment to the Uterine Epithelium During Peri-Implantation Period.
Biol Reprod 93(2), 46.

Baithalu, R.K., Singh, S.K., Kumaresan, A., Mohanty, A.K., Mohanty, T.K., Kumar, S.,
Kerketta, S., Maharana, B.R., Patbandha, T.K., Attupuram, N., and Agarwal, S.K. (2017)
Transcriptional abundance of antioxidant enzymes in endometrium and their circulating levels

in Zebu cows with and without uterine infection. Anim Reprod Sci 177, 79-87.



1341
1342

1343
1344

1345
1346
1347

1348
1349

1350
1351
1352

1353
1354
1355
1356
1357

1358
1359
1360
1361

1362
1363

1364
1365
1366
1367

1368
1369

62

Bertani, B., and Ruiz, N. (2018) Function and Biogenesis of Lipopolysaccharides. EcoSal
Plus 8(1).

Bidne, K.L., Dickson, M.J., Ross, J.W., Baumgard, L.H., and Keating, A.F. (2018) Disruption
of female reproductive function by endotoxins. Reproduction 155(4), R169-R181.

Bilal, M.S., Abaker, J.A., Ul Aabdin, Z., Xu, T., Dai, H., Zhang, K., Liu, X., and Shen, X.
(2016) Lipopolysaccharide derived from the digestive tract triggers an inflammatory response
in the uterus of mid-lactating dairy cows during SARA. BMC Vet Res 12(1), 284.

Calloni, R., Cordero, E.A., Henriques, J.A., and Bonatto, D. (2013) Reviewing and updating
the major molecular markers for stem cells. Stem Cells Dev 22(9), 1455-76.

Campos, C.C., Hartling, I., Kaur, M., Fernandes, A.C.C., Santos, R.M., and Cerri, R.L.A.
(2018) Intramammary infusion of lipopolysaccharide promotes inflammation and alters

endometrial gene expression in lactating Holstein cows. J Dairy Sci 101(11), 10440-10455.

Campos, F.T., Rincon, J.A.A., Acosta, D.A.V., Silveira, P.A.S., Pradieé, J., Correa, M.N.,
Gasperin, B.G., Pfeifer, L.F.M., Barros, C.C., Pegoraro, L.M.C., and Schneider, A. (2017)
The acute effect of intravenous lipopolysaccharide injection on serum and intrafollicular HDL
components and gene expression in granulosa cells of the bovine dominant follicle.
Theriogenology 89, 244-249.

Cronin, J.G., Turner, M.L., Goetze, L., Bryant, C.E., and Sheldon, I.M. (2012) Toll-like
receptor 4 and MY D88-dependent signaling mechanisms of the innate immune system are
essential for the response to lipopolysaccharide by epithelial and stromal cells of the bovine
endometrium. Biol Reprod 86(2), 51.

Crowley, L.C., and Waterhouse, N.J. (2016) Detecting Cleaved Caspase-3 in Apoptotic Cells
by Flow Cytometry. Cold Spring Harb Protoc 2016(11).

da Rosa, P., Dau, A., De Cesaro, M.P., Dos Santos, J.T., Gasperin, B.G., Duggavathi, R.,
Bordignon, V., and Goncalves, P. (2016) Mechanistic target of rapamycin is activated in
bovine granulosa cells after LH surge but is not essential for ovulation. Reprod Domest Anim
51(5), 766-73.

Fernandes, A.C.C., Davoodi, S., Kaur, M., Veira, D., Melo, L.E.H., and Cerri, R.L.A. (2019)

Effect of repeated intravenous lipopolysaccharide infusions on systemic inflammatory



1370
1371

1372
1373

1374
1375
1376

1377
1378
1379

1380
1381
1382

1383
1384
1385
1386

1387
1388
1389

1390
1391

1392
1393
1394

1395
1396
1397

1398
1399

63

response and endometrium gene expression in Holstein heifers. J Dairy Sci 102(4), 3531-
3543.

Gargett, C.E., and Healy, D.L. (2011) Generating receptive endometrium in Asherman's
syndrome. J Hum Reprod Sci 4(1), 49-52.

Habibi, R., Hosseini, S.M., Zadegan, F.G., Hajian, M., Ostadhosseini, S., Vash, N.T.,
Naddafpour, A., and Nasr Esfahani, M.H. (2018) Functional characterization of NANOG in
goat pre-implantation embryonic development. Theriogenology 120, 33-39.

Helliwell, R.J., Adams, L.F., and Mitchell, M.D. (2004) Prostaglandin synthases: recent
developments and a novel hypothesis. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 70(2), 101-
13.

Herath, S., Fischer, D.P., Werling, D., Williams, E.J., Lilly, S.T., Dobson, H., Bryant, C.E.,
and Sheldon, 1.M. (2006) Expression and function of Toll-like receptor 4 in the endometrial
cells of the uterus. Endocrinology 147(1), 562-70.

Ibrahim, S., Salilew-Wondim, D., Rings, F., Hoelker, M., Neuhoff, C., Tholen, E., Looft, C.,
Schellander, K., and Tesfaye, D. (2015) Expression pattern of inflammatory response genes
and their regulatory micrornas in bovine oviductal cells in response to lipopolysaccharide:

implication for early embryonic development. PLoS One 10(3), e0119388.

Ilha, G.F., Rovani, M.T., Gasperin, B.G., Antoniazzi, A.Q., Goncalves, P.B., Bordignon, V.,
and Duggavathi, R. (2015) Lack of FSH support enhances LIF-STAT3 signaling in granulosa
cells of atretic follicles in cattle. Reproduction 150(4), 395-403.

Jaenisch, R., and Young, R. (2008) Stem cells, the molecular circuitry of pluripotency and

nuclear reprogramming. Cell 132(4), 567-82.

Jordaens, L., Van Hoeck, V., Maillo, V., Gutierrez-Adan, A., Marei, W.F.A., Vlaeminck, B.,
Thys, S., Sturmey, R.G., Bols, P.E.J., and Leroy, J. (2017) Maternal metabolic stress may
affect oviduct gatekeeper function. Reproduction 153(6), 759-773.

Killeen, A.P., Morris, D.G., Kenny, D.A., Mullen, M.P., Diskin, M.G., and Waters, S.M.
(2014) Global gene expression in endometrium of high and low fertility heifers during the

mid-luteal phase of the estrous cycle. BMC Genomics 15, 234.

Li, S., and Winuthayanon, W. (2017) Oviduct: roles in fertilization and early embryo
development. J Endocrinol 232(1), R1-R26.



1400
1401

1402
1403
1404
1405

1406
1407
1408

1409
1410
1411

1412
1413
1414
1415

1416
1417
1418

1419
1420
1421
1422

1423
1424
1425

1426
1427
1428

64

Lupicka, M., Bodek, G., Shpigel, N., Elnekave, E., and Korzekwa, A.J. (2015) Identification
of pluripotent cells in bovine uterus: in situ and in vitro studies. Reproduction 149(4), 317-27.

Marini, M.G., Perrini, C., Esposti, P., Corradetti, B., Bizzaro, D., Riccaboni, P., Fantinato, E.,
Urbani, G., Gelati, G., Cremonesi, F., and Lange-Consiglio, A. (2016) Effects of platelet-rich
plasma in a model of bovine endometrial inflammation in vitro. Reprod Biol Endocrinol
14(1), 58.

Mateus, L., Lopes da Costa, L., Diniz, P., and Ziecik, A.J. (2003) Relationship between
endotoxin and prostaglandin (PGE2 and PGFM) concentrations and ovarian function in dairy

cows with puerperal endometritis. Anim Reprod Sci 76(3-4), 143-54.

McDougall, S., Hussein, H., Aberdein, D., Buckle, K., Roche, J., Burke, C., Mitchell, M., and
Meier, S. (2011) Relationships between cytology, bacteriology and vaginal discharge scores

and reproductive performance in dairy cattle. Theriogenology 76(2), 229-240.

Menchetti, L., Barbato, O., Filipescu, I.E., Traina, G., Leonardi, L., Polisca, A., Troisi, A.,
Guelfi, G., Piro, F., and Brecchia, G. (2018) Effects of local lipopolysaccharide
administration on the expression of Toll-like receptor 4 and pro-inflammatory cytokines in

uterus and oviduct of rabbit does. Theriogenology 107, 162-174.

Neira, J.A., Tainturier, D., Pena, M.A., and Martal, J. (2010) Effect of the association of IGF-
I, IGF-Il, bFGF, TGF-betal, GM-CSF, and LIF on the development of bovine embryos
produced in vitro. Theriogenology 73(5), 595-604

Ning, L.T., Dong, G.Z., Ao, C., Zhang, D.G., Erdene, K., Zhang, F.Q., Wen, J., and Zhang,
T.L. (2018) Effects of continuous low dose infusion of lipopolysaccharide on inflammatory
responses, milk production and milk quality in dairy cows. J Anim Physiol Anim Nutr (Berl)
102(1), e262-e269

O'Doherty, A.M., Di Fenza, M., and Kolle, S. (2016) Lipopolysaccharide (LPS) disrupts
particle transport, cilia function and sperm motility in an ex vivo oviduct model. Sci Rep 6,
24583.

Opsomer, G., Grohn, Y.T., Hertl, J., Coryn, M., Deluyker, H., and de Kruif, A. (2000) Risk
factors for post partum ovarian dysfunction in high producing dairy cows in Belgium: a field
study. Theriogenology 53(4), 841-57.



1429
1430
1431
1432

1433
1434

1435
1436

1437
1438
1439
1440
1441

1442
1443
1444

1445
1446
1447

1448
1449
1450
1451

1452
1453
1454

1455
1456
1457

65

Parraguez, V.H., Urquieta, B., Pérez, L., Castellaro, G., De los Reyes, M., Torres-Rovira, L.,
Aguado-Martinez, A., Astiz, S., and Gonzalez-Bulnes, A. (2013) Fertility in a high-altitude
environment is compromised by luteal dysfunction: the relative roles of hypoxia and oxidative

stress. Reproductive biology and endocrinology : RB&E 11, 24-24.

Parent, J., and Fortier, M.A. (2005) Expression and contribution of three different isoforms of

prostaglandin E synthase in the bovine endometrium. Biol Reprod 73(1), 36-44.

Poyser, N.L. (1995) The control of prostaglandin production by the endometrium in relation

to luteolysis and menstruation. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 53(3), 147-95.

Rovani, M.T., llha, G.F., Gasperin, B.G., Nobrega, J.E., Jr., Siddappa, D., Glanzner, W.G.,
Antoniazzi, A.Q., Bordignon, V., Duggavathi, R., and Goncalves, P.B.D. (2017)
Prostaglandin F2alpha-induced luteolysis involves activation of Signal transducer and
activator of transcription 3 and inhibition of AKT signaling in cattle. Mol Reprod Dev 84(6),
486-494.

Sheldon, 1.M., Noakes, D.E., Rycroft, A.N., Pfeiffer, D.U., and Dobson, H. (2002) Influence
of uterine bacterial contamination after parturition on ovarian dominant follicle selection and

follicle growth and function in cattle. Reproduction 123(6), 837-45.

Silva, E., Gaivao, M., Leitao, S., Amaro, A., Costa, L.L., and Mateus, L. (2008) Blood COX-
2 and PGES gene transcription during the peripartum period of dairy cows with normal

puerperium or with uterine infection. Domest Anim Endocrinol 35(3), 314-23.

Silva, E., Leitao, S., Henriques, S., Kowalewski, M.P., Hoffmann, B., Ferreira-Dias, G., da
Costa, L.L., and Mateus, L. (2010) Gene transcription of TLR2, TLR4, LPS ligands and
prostaglandin synthesis enzymes are up-regulated in canine uteri with cystic endometrial

hyperplasia-pyometra complex. J Reprod Immunol 84(1), 66-74.

Slama, H., Vaillancourt, D., and Goff, A.K. (1991) Pathophysiology of the puerperal period:
Relationship between prostaglandin E2 (PGE2) and uterine involution in the cow.
Theriogenology 36(6), 1071-1090.

Spencer, T.E., Johnson, G.A., Burghardt, R.C., and Bazer, F.W. (2004) Progesterone and
placental hormone actions on the uterus: insights from domestic animals. Biol Reprod 71(1),
2-10.



1458

1459
1460
1461
1462

1463

1464
1465

1466
1467

1468
1469
1470

1471
1472
1473

1474
1475
1476

1477
1478
1479
1480

1481
1482
1483

66

Stefanska, B., Czlapa, W., Pruszynska-Oszmalek, E., Szczepankiewicz, D., Fievez, V.,

Komisarek, J., Stajek, K., and Nowak, W. (2018) Subacute ruminal acidosis affects
fermentation and endotoxin concentration in the rumen and relative expression of the
CD14/TLR4/MD2 genes involved in lipopolysaccharide systemic immune response in dairy
cows. J Dairy Sci 101(2), 1297-1310.

Swangchan-Uthai, T., Lavender, C.R., Cheng, Z., Fouladi-Nashta, A.A., and Wathes, D.

2012) Time course of defense mechanisms in bovine endometrium in response to

lipopolysaccharide. Biol Reprod 87(6), 135.

Taylor, H.S. (2004) Endometrial cells derived from donor stem cells in bone marrow
transplant recipients. Jama 292(1), 81-5.

Wallace, R.M., Hart, M.L., Egen, T.E., Schmelzle, A., Smith, M.F., Pohler, K.G., and Green,
J.A. (2019) Bovine pregnancy associated glycoproteins can alter selected transcripts in bovine

endometrial explants. Theriogenology 131, 123-132.

Waldron, M.R., Nishida, T., Nonnecke, B.J., and Overton, T.R. (2003) Effect of
lipopolysaccharide on indices of peripheral and hepatic metabolism in lactating cows. J Dairy
Sci 86(11), 3447-59.

Xiao, L., Song, Y., Huang, W., Yang, S., Fu, J., Feng, X., and Zhou, M. (2017) Expression of
SOX2, NANOG and OCT4 in a mouse model of lipopolysaccharide-induced acute uterine

injury and intrauterine adhesions. Reprod Biol Endocrinol 15(1), 14.

Zebeli, Q., Sivaraman, S., Dunn, S.M., and Ametaj, B.N. (2013) Intermittently-induced
endotoxaemia has no effect on post-challenge plasma metabolites, but increases body
temperature and cortisol concentrations in periparturient dairy cows. Res Vet Sci 95(3), 1155-
62.

Zhou, H., Chen, S., Wang, W., Wang, Z., Wu, X., and Zhang, Z. (2012) Nanog inhibits
lipopolysaccharide-induced expression of pro-inflammatory cytokines by blocking NF-

kappaB transcriptional activity in rat primary microglial cells. Mol Med Rep 5(3), 842-6.



67

Gene Sequence 5" — 3~ Acess number Reference
BSG F: CGCACCGATCTGGAAGTGAA NM_001075371.2 (Wallace et al.
R: AGGATCACAGTCTCCCCCTC 2019)
F:-TGCAGAAGTCTGACTGGAAAACCCAA
CASP3 NM_001077840.1
AC Ilha et al. 2015
R: TCATCCTCAGCACCACTGTCTGTCTC
GAPDH F: GATTGTCAGCAATGCCTCCT NM_001034034.2 _
Rovani et al. 2017
R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA
GPX4 F: ATACGCCGAGTGTGGTTTAC NM_001039847.3 _
Baithalu et al. 2017
R: CCAGCGGCGAACTCTTT
HSPALA F: GGGGAGGACTTCGACAACAG NM_203322.3
R: GAAGTCGATGCCCTCGAACA Este estudo
IGF2 .
F: ACCCTCCAGTTTGTCTGTGG NM_001367627.1 (Parraguez et al,
R: ACACATCCCTCTCGGACTTG 2013)
IL10 F: TGCCAAGCCTTGTCGGAAAT NM_174088.1
Este estudo
R: CTTGTTTTCGCAGGGCAGAA
IL1p F: GAGAGGGTTTCCATTCTGAAGT NM_174093.1
(Rovani et al. 2017)
R: CATCAGCACTTCTCAAATCGAAGA
MMP19 F: TGGACGTTATCCCCTCAGTC NM_001075983.1
Killeen et al. 2014
R: GTCCATGGTTCATGCTTGTG
NANOG F: AGTCCCAAACAAAAGCTCTCAAGT  NM_001025344.1
Este estudo
R: AGAACACAGTCCGCATCTTCTG
OVGP1 F: AAGAATGAGGCCCAGCTCAC NM_001080216.1
: - ' (Jordaens et al.
R: TGCCGAAGATTTGGGGTCTC 2017)(
PTGS2 F: TTTGACCCAGAGCTGCTTTT NM_174445.2
: — ' (da Rosa et al.
R: GAAAGACGTCAGGCAGAAGG 2016)
RN18S1 F: CCTTCCGCGAGGATCCATTG NR_036642.1
(Rovani et al. 2017)
R: CGCTCCCAAGATCCAACTAC
SELL F: ACAGCCCTCTGCTACACAGCTTC NM_174182.1
(Bai et al. 2015)
R: GGGGCCTCCAAAGGCACACA
TLR4 F: CTTGCGTACAGGTTGTTCCTAA NM_174198.6 (Campos et al.
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R: CTGGGAAGCTGGAGAAGTTATG
TNF F: AGCACAGAAAGCATGATCCG

R: CTGATGAGAGGGAGGCCATT

NM_173966.3

2017)

Campos et al.
(2017)

Tabela 1. Genes e sequéncias avaliadas nesse estudo.
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Figure 1. Expresséo relativa dos genes TLR4 (A), TNF (B), IL1B (C), IL10 (D), HSPA1A (E), GPX4 (F),
CASP3 (G), IGF2 (H) e OVGP1 (I) em o oviduto de novilhas desafiadas (n = 8) ou ndo (n = 8) com duas doses
de LPS (0,5ug / kg de peso corporal) com intervalo de 24 horas. A analise da expressdo génica foi realizada
usando o teste t. A diferenca estatistica foi considerada como P <0,05.
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Figura 2. Expressdo relativa de TLR4 (A), TNF (B), IL1p (C), IL10 (D), HSPA1A (E), GPX4 (F), COX2 (G),
NANOG (H), SELL (1), BSG (J) e MMP19 (K) no utero de novilhas desafiadas (n = 8) ou ndo (n = 8) com duas
doses de LPS (0,5ug / kg de peso corporal) com intervalo de 24 horas. A analise da expressdo génica foi
realizada usando o teste. A diferenca estatistica foi considerada como P <0,05.
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Capitulo Il

Efeitos do lipopolissacarideo sobre a histologia ovariana e expressao de genes associados

a reserva folicular
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Resumo

O objetivo do estudo foi verificar o efeito de duas aplicacbes de LPS sobre a ativacdo e
apoptose de foliculos primordiais. Foram acompanhadas dez novilhas saudaveis (Bos taurus
taurus), com aproximadamente 14 meses de idade, manejadas em um sistema confinado e
recebendo uma dieta total mixed. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos,
0 grupo LPS (n = 5), que recebeu duas aplicagdes intravenosas de 0,5 ug/kg de peso corporal
de LPS (Sigma Aldrich®) diluido em 2 mL de solucdo salina (0,9% de NaCl) com intervalo
de 24 h e o grupo controle (n = 5), que recebeu duas aplicacdes de 2 mL de solucdo salina
(0,9% de NaCl) no mesmo intervalo. A primeira aplicacdo de LPS foi realizada no dia 1, e no
dia 5 realizou-se o abate dos animais, pesagem dos ovarios e coleta de um fragmento de
ovario destinado a avaliacdo histoldgica e um fragmento para a avaliagdo molecular. Em
relacdo a avaliacdo histologica, ndo houve diferenca na populacao folicular total, bem como
nas diferentes categorias foliculares. Além disso, o desafio com LPS ndo modulou a
expressdo de genes relacionados a reserva ovariana, sobrevivéncia oocitaria, e taxa de
ativacdo e anormalidade folicular. Concluindo com isso que a exposi¢do de bovinos ao LPS
em intervalos de 24 horas ndo altera a taxa de ativagdo e de anormalidade de foliculos
primordiais, bem como néo afeta a expressdo de genes relacionados a reserva ovariana, a
sobrevivéncia oocitaria, e a ativacdo e anormalidade de foliculos primordiais e

antiapoptaticos.
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Palavras-chave: Endotoxinas, Inflamacgéo, Reproducéo.

Introducéo

O crescimento ritmico de foliculos ovarianos é necessario para o desenvolvimento
continuo e a ocorréncia de ovulacdo de forma sincronizada em seres humanos e bovinos
(Ginther et al., 1996; Ireland et al., 2000; Baerwald, Adams and Pierson, 2003). A vida util do
ovario é determinada pelo tamanho do estoque de odcitos presentes no nascimento, bem como
pela taxa na qual essa reserva é esgotada (Morita et al., 2000). Nesse sentido, a morte celular
programada (apoptose), foi identificada como um mecanismo central responsavel pela
exaustdo de odcitos relacionada a idade, sendo que o equilibrio entre as moléculas pro-
sobrevivéncia e pré-apoptética determina o destino final do foliculo (Tilly, 1996; Morita et
al., 2000).

Em mulheres a reserva ovariana pode determinar o tempo da menopausa (Hansen et
al., 2011), ja em bovinos, a senescéncia ndo é tdo importante, visto que os animais sdo
vendidos para o abate antes do alcance da mesma. Porém, diversos estudos vém
demonstrando a relacdo entre a reserva ovariana e a fertilidade das fémeas (Evans et al., 2010,
2012; Ireland JJ, Smith GW, Scheetz D, Jimenez-Krassel F, Folger JK, Ireland JL, Mossa F,
Lonergan P, 2011). Recentemente, pesquisadores forneceram evidéncias de que a reserva
folicular baixa esta associada a fertilidade prejudicada, com taxas de concep¢do reduzidas
para o primeiro servico e com maior intervalo entre o parto e a concepcdo (Evans et al., 2010;
Mossa, S. W. Walsh, S. T. Butler, D. P. Berry, F. Carter, P. Lonergan, G. W. Smith, J. J.
Ireland, 2012).

Estudos recentes vém demonstrando que a qualidade e vida til dessa reserva folicular
¢ grandemente influenciada por processos infecciosos e inflamatérios (Bromfield and
Sheldon, 2013). Neste sentido, na bovinocultura leiteira, desde a fase neonatal os animais séo
expostos a quadros de diarreia e broncopneumonia, apresentando posteriormente, na vida
adulta, quadros de mastite, mérito, endometrite e acidoses (Seegers et al., 2003, Gilbert et al.,
2005; Haimerl and Heuwieser, 2014; Pederzolli et al., 2018). Ja na bovinocultura de corte, 0s
principais desafios da vida adulta referem-se a broncopneumonias e acidoses (Hartel et al.,

2004; Nagaraja and Lechtenberg, 2007). Essas enfermidades tem o envolvimento de bactérias,
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destacando-se as bactérias gram-negativas, sendo que a multiplicagdo ou morte dessas
bactérias ocasiona a liberacdo de um constituinte de sua membrana, o lipopolissacarideo
(LPS). O LPS tem capacidade de migrar para a corrente circulatéria, onde é reconhecido pelos
receptores de membrana tipo Toll 4 (TLR4) e desencadeia uma resposta infamatoria, marcada
pela producdo de citocinas (Eckel and Ametaj, 2016). Além disso, o LPS pode ser
transportado a tecidos periféricos depositando-se no ovério, onde produz uma resposta
inflamatdria local, e altera o crescimento e a funcéo endocrina dos foliculos antrais (Sheldon
et al., 2002; Herath et al., 2007; Williams, Sibley, Miller, Lane, Fishwick, Nash, Herath, Gary
C. W. England, et al., 2008; Bromfield and Sheldon, 2011; Lavon et al., 2011).

No entanto, acredita-se que os efeitos desencadeados por essas endotoxinas e pelo
processo inflamatorio, tem efeitos cronicos visto que 60-80 dias apds a ocorréncia da
enfermidade os animais ainda apresentam decréscimo no desempenho reprodutivo (Sheldon et
al., 2009; Hertl et al., 2010; Hudson et al., 2012). Nesse sentido, o estudo de Bromfield and
Sheldon, (2013) demonstrou que animais expostos ao LPS tem um aumento na taxa de
apoptose e na taxa de ativacdo folicular, podendo levar a um esgotamento da reserva folicular
de forma precoce. Além disso, o cultivo in vitro de tecido ovariano em meio contendo fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), promove a maior vacuolizagdo do nulcleo do odcito,

demonstrando a atuagdo dessa citocina na apoptose (Silva et al., 2017).

No entanto, ainda sdo poucos o0s estudos em bovinos in vivo que avaliam os efeitos do
lipopolissacarideo sobre a reserva ovariana. Com isso, 0 objetivo do presente estudo foi
verificar a atuacdo do LPS sobre a ativacdo e apoptose de foliculos primordiais, bem como

sobre as demais classes foliculares.
Materiais e Métodos

Foram acompanhadas quatorze novilhas saudaveis (Bos taurus taurus), com
aproximadamente 14 meses de idade, manejadas em um sistema confinado e recebendo uma
dieta total mixed. Todos os animais foram submetidos a um protocolo de sincronizacéo da
onda folicular, onde quatorze dias antes do inicio do protocolo de sincronizacdo foi aplicado
25 mg de prostaglandina (PGF2a) (i.m., Lutalyse®; Zoetis, S&o Paulo, Brasil) em todas as
novilhas. No dia zero do protocolo (D0), as novilhas receberam um dispositivo intravaginal
de liberacdo lenta de progesterona (1,9 g, CIDR®, Zoetis®), 2 mg de benzoato de estradiol
(Gonadiol, Zoetis®) im. e 25 mg de PGF2a (Lutalyse®, Zoetis) i.m. O dispositivo

intravaginal foi removido no D5 (Cavalieri et al., 2018). As novilhas foram divididas
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aleatoriamente em dois grupos, o grupo LPS (n = 8), que recebeu duas aplicacdes
intravenosas de 0,5 pug / kg de peso corporal de LPS (Sigma Aldrich®) diluido em 2 mL de
solucdo salina (0,9% de NaCl) com intervalo de 24 h e o grupo controle (n = 6), que recebeu
duas aplicacbes de 2 mL de solucéo salina (0,9% de NaCl) no mesmo intervalo. A dose e 0
intervalo de LPS foram escolhidos de acordo com a menor dose de LPS que demonstrou gerar
uma resposta inflamatdria em bovinos anteriormente (Waldron et al., 2003; Fernandes et al.,
2019). A primeira aplicacdo de LPS foi realizada no dia 1, e no dia 5 realizou-se o abate dos
animais, pesagem dos ovarios e coleta de um fragmento destinado a avaliacdo histolégica, o
qual foi armazenado em solugédo de formaldeido e um fragmento para a avaliagdo molecular
que foi coletado em criotubos, homogeneizado em um mixer com 0,5 ml de trizol
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) e armazenado em nitrogénio liquido até as analises de

expressao génica.
Avaliacéo histoldgica e classificacgéo folicular

Para analise histologica, os ovarios foram removidos do formaldeido, desidratados em
alcool, limpos em xilol e incorporados em Paraplast Plus® (Sigma Chemical Company®, St.
Louis, MO, EUA). Os ovérios incorporados no Paraplast Plus® foram cortados
sequencialmente a 5 um em um microtomo (RM2245, Leica Biosystems, San Diego, CA,
USA) e foram coletadas amostras a cada 120 se¢des histoldgicas. As laminas, foram secadas
em estufa a 56 °C por 24 h e coradas com hematoxilina-eosina. Posteriormente, imagens do
ovario foram capturadas com aumentos de 10 x por uma cdmera acoplada a um microscopio
(Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation, Japan) usando o software Motic Image Plus 2.0
(Motic®, Hong Kong, China).

Os foliculos pré-antrais foram classificados de acordo com o estagio de
desenvolvimento como primordial (uma camada Unica de células da granulosa achatadas ao
redor do odcito), primordial em transicdo (células de granulosa achatadas e cuboidais ao redor
do od6cito) priméario (uma camada Unica de células da granulosa cuboidais ao redor do o0écito)
ou secundario (mais de uma camada de células da granulosa cuboidais circundando o oécito)
(Hulshof et al., 1994). Os foliculos foram considerados degenerados se apresentassem um ou
mais dos seguintes aspectos: nlcleo do odcito condensado, odcito encolhido, corpos
picndticos nas celulas da granulosa ou desintegracdo de membrana basal (Silva-Santos et al.,
2011). Foram contados apenas os foliculos que apresentavam o nucleo no corte a fim de evitar

a repeticdo da contagem do mesmo foliculo, sendo realizada uma medicdo horizontal e
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vertical do foliculo e também do ndcleo do odcito, para obtencdo da media aritmética
posterior. O nucleo do odcito foi utilizado como marcador, de acordo com o fator de correcéo
descrito por (Gougeon and Chainy, 1987) e a seguinte formula Nt= No x St x Ts/ So x Do.
Sendo o Nt: NUmero total estimado de foliculos de cada categoria; No: NUmero de foliculos
observados no ovario; St: Numero total de cortes realizados no ovario; Ts: Espessura do corte;
So: Numero total de cortes observados e Do: Didmetro médio do nucleo.

Avaliacédo molecular

O RNA total do tecido ovariano foi extraido utilizando reagente Trizol (Invitrogen®)
conforme as recomendacOes do fabricante. A concentragdo de RNA foi mensurada em
espectrofotobmetro (Nanodrop Lite, Thermo Fischer Scientific Inc., USA) e a pureza foi
verificada atravées da relacéo de absorbancia 260/280 nm. A transcricdo reversa foi conduzida
com 1 pg de RNA total no volume de reagdo de 20 pL, utilizando kit comercial (iScript
Synthesis kit, BIORAD®, Hercules, CA, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante.
Para a reacao foi utilizado termociclador empregando os seguintes parametros de ciclagem:
25 °C por 5 min, 42 °C por 20 min e 95 °C por 1 min.

A PCR em tempo real foi conduzida utilizando o reagente GoTaq (GoTag® gPCR
Master Mix, Promega, Madison, WI, USA) no volume de 15 pL em termociclador
StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Cada reacdo foi realizada em
duplicata, usando 4 pL do cDNA (20 ng), 5 pL de GoTagq, 0,75 pL de cada primer (5 uM) e
4,5 pL de 4dgua ultrapura. Para cada ensaio foram realizados 45 ciclos (95 °C por 15 seg e 60
°C por 1 min) e no final de cada reacdo foi realizada uma curva de dissociacdo (Melting) para

conferir a amplificacdo de um unico produto de PCR.

Os genes H2A clustered histone 6 (H2AC6), 18S ribosomal RNA (RN18S1),
ubiquitously expressed prefoldin like chaperone (UXT) e glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) foram usados como controle endogeno e os genes alvo foram
associados a ativacdo de foliculos primordiais phosphatase and tensin homolog (PTEN),
phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 1 (PIK3R1), proto-oncogene, receptor tyrosine
kinase (KIT), KIT ligand (KITLG), KIT ligand 2 (KITL2), sirtuin 1 (SIRT1) AKT
serine/threonine kinase 1 (AKT1) anti-Mullerian hormone (AMH) e mechanistic target of
rapamycin kinase (MTOR), e survivin (SURVIVIN). As sequéncias dos primers estdo descritas
na tabela 1.
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O coeficiente de variacdo foi inferior a 5% para todos os pares de iniciadores
utilizados. A expressdo relativa foi calculada a partir da equagio 28/2°P, em que A é o valor
limiar do ciclo (Ct) para o0 gene de interesse na primeira amostra do controle; B, o valor de Ct
para o0 gene de interesse na amostra analisada; C, o valor de Ct para o gene enddgeno (média
geométrica dos genes H2AC6, RN18S1, UXT e GAPDH) na primeira amostra do controle e
D, o numero Ct para o gene endégeno na amostra analisada. A primeira amostra do controle
foi expressa como 1,00 por esta equacdo, e todas as outras amostras foram calculadas em
relacdo a este valor. Depois disso, os resultados do grupo controle foram ponderadas, e todos
0s outros resultados foram divididos pelo valor médio da expressdo relativa no grupo
controle, para se obter a mudanca na expressao dos genes de interesse em compara¢do com o

grupo de controle (fold change) (Masternak et al., 2005).
Anélise estatistica

Os dados referentes a analise histoldgica e de expressdo foram analisados através do
test t no programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Foi
considerado como diferenca estatistica valores de P<0,05. Animais que apresentaram uma
populacéo folicular total acima de 300.000, foram excluidos das anélises, sendo 3 animais do

grupo LPS e 1 do grupo controle
Resultados
Avaliacdo histoldgica

Em relacdo a avaliacdo histologica, ndo houve diferenca na populacdo folicular total
(Controle: 110.072,5+15.997,67; LPS: 98.485,73+17.885,94; p=0,64), bem como nas diferentes
categorias foliculares conforme descrito na tabela 2.

Da mesma forma, a porcentagem de foliculos em cada categoria foi semelhante entre os
grupos avaliados (tabela 3). Além disso, podemos observar que a frequéncia de foliculos saudaveis
foi semelhante entre os grupos controle e LPS, sendo de 66,49% nos animais do grupo controle e

66,35 % nos animais do grupo LPS.
Avaliagdo molecular

Os genes avaliados relacionados a ativagdo folicular a sobrevivéncia oocitaria a

reserva ovariana e antiapoptotico nao apresentaram diferenca (figura 1).

Discussao
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O ndmero de gametas do ovério € finito, sendo que o tamanho da reserva ovariana, e a
taxa de atresia e de ativacdo dos foliculos primordiais sdo determinantes para vida reprodutiva
da fémea. Com base nos resultados demonstrados por Bromfield and Sheldon, (2013)
acreditavamos que a exposicdo ao LPS, fosse capaz de desencadear uma maior taxa de
anormalidade folicular e também de passagem de foliculos primordiais para primordiais em
transicdo, sendo ambos efeitos ocasionados diretamente pelo LPS e pelos mediadores

inflamatorios.

A ligacdo dos Padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) ou do LPS aos
Toll Like Receptores (TLRs) estimula a producdo de citocinas como a interleucina-1 a ¢ 8
(IL1-a ¢ B), interleucina- 6 (IL6), interleucina- 8 (IL-8) e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) na corrente circulatéria (Beutler, 2009; Takeuchi and Akira, 2010) e também
localmente no ovério, as quais parecem atuar elevando a taxa de atresia e de ativacdo folicular
(Bromfield and Sheldon, 2013; Passos et al., 2016). A partir dessa hipotese, buscamos
investigar alguns genes envolvidos no processo de ativacdo de foliculos primordiais (KIT,
KITL1, KITL2, AKT1, SIRT1) e de inibicdo da ativacdo (PTEN) (Liu et al., 2006; Reddy et
al., 2008), bem como um gene indicador da reserva ovariana (HAM) e também um gene
antiapoptotico (Survivin).

Em nosso estudo apesar do desencadeamento da resposta sistémica, caracterizada por
febre e leucopenia (Maffi 2020, dados ndo publicados), o desafio com LPS n&o alterou a
expressdo dos genes relacionados a anormalidade e a ativagdo folicular, assim como néo
modificou a porcentagem de foliculos atrésicos e a taxa de ativacdo folicular avaliados
histologicamente. Os resultados da expressdo de HAM corroboram os resultados encontrados
na histologia, visto que esse horménio é secretado a partir das células da granulosa dos
foliculos ovarianos e vem sendo estudado como um marcador enddcrino capaz de estimar a

reserva ovariana (Ireland and Mossa, 2018).

A ativacdo de foliculos primordiais é caracterizada morfologicamente, pela transicao
da camada epitelial plana para células da granulosa cuboidais, sendo esse processo
independente das gonadotrofinas e estando algumas vias envolvidas, como a PI3K-AKT-
MTORC (Adhikari et al., 2010; Li et al., 2010). Esse processo, requer acumulo de
fosfatidilinositol-isofosfato (PIP3), que causa o estimulo de PI3K e promove a fosforilacdo de
Akt, resultando na inducdo de crescimento e maturacdo meidtica de oocitos (Hoshino et al.,

2004; Kalous et al., 2006; Wang et al., 2016). O estimulo do mTORC promove por sua vez a
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sintese de proteinas, biogénese de lipidios e nucleotideos (revisado em Guo and Yu, 2019)
sendo que a superativacdo da via de sinalizacdo PI3K / Akt / mTOR, tem sido implicada na
ativacdo prematura de foliculos primordiais, levando a atresia folicular precoce (McLaughlin
and Sobinoff, 2010; Sobinoff et al., 2010, 2011). Participam ainda da via de ativacdo 0s
fatores de crescimento KIT, KITL1 e KTL2, que estimulam a via AKT/PI3K (Reddy et al.,
2005; Jones and Pepling, 2013; Cavalcante et al., 2016). Por outro lado, a proteina PTEN, que
é uma fosfatase lipidica, atua inibindo a ativacdo dessa via (Reddy et al., 2008), através da
transformacéo de PIP3 em PIP2, mantendo os foliculos em repouso e reduzindo a proliferacédo
celular (Wang et al., 2016). Nesse sentido a delecdo especifica de PTEN de odcitos no estagio
primordial em camundongos, permite que ocorra acimulo de PIP3 o que desencadeia a

ativacdo global de todos esses foliculos (Reddy et al., 2008).

Diferente de nossos resultados, Bromfield and Sheldon, (2013) observaram que o
cultivo in vitro de cortex ovariano de bovinos com 10 pg/mL de LPS durante 6 dias,
promoveu a expressao reduzida da PTEN, associada a uma maior ativacdo folicular. Nesse
estudo ocorreu uma maior porcentagem de foliculos que passaram da fase folicular para a fase
primaria, sendo 56% superior no grupo exposto ao LPS quando comparado ao grupo controle,
também houve um maior nimero de foliculos no grupo desafiado com LPS que passaram da
fase primaria para a fase secundaria, sendo 17% superior. Além disso, em um estudo anterior
(Bromfield and Sheldon, 2011) constataram uma diminuicdo da competéncia meidtica
oocitaria em foliculos desafiados por LPS in vitro. Da mesma forma em camundongos 0
tratamento com LPS ocasionou a reducdo da reserva folicular (Wu et al., 2011; Sominsky et
al., 2012). No estudo de Fuller et al., (2017), a exposi¢do de camundongos ao LPS 3 ou 5 dias
apos o nascimento, gerou uma reducdo no ndmero de foliculos primordiais nos animais
expostos ao LPS no dia 5 p6s nascimento, e uma maior proporc¢do de foliculos primordiais
ativados tanto nos animais expostos no dia 3 quanto no dia 5. Ainda nesse estudo os autores
observaram a alteracdo na expressdo de 29 proteinas nos animais desafiados no dia 5 em
relacdo aos animais controle, as quais relacionavam-se a resposta de fase aguda, respostas
imunes inatas, metabolismo de aminoécidos e lipidios, transporte molecular. movimento

celular, sinalizacéo e sobrevivéncia.

Além da ativacdo folicular, estudos prévios demonstram a maior ocorréncia de
apoptose em animais expostos ao LPS. Nesse sentido, Bromfield and Sheldon,
(2013)(Bromfield and Sheldon, 2013) ao desafiarem camundongos in vivo com LPS,

encontraram uma elevacdo na atresia folicular, passando de 3% para 9,8%, sendo este evento
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mediado pela resposta inflamatoria, visto que camundongos nocaute para TLR4 ndo
apresentaram essa elevacao. A atresia folicular € mediada pelo envolvimento de ligantes como
por exemplo, 0 TNF-a e o interferon ou pela via mitocondrial na qual os membros da familia
Bcl-2 desempenham um papel importante (Hussein, Haemel and Wood, 2003; Hussein,
2005). Sendo demonstrado in vitro, que 0 TNF-a pode diminuir o nimero de o0citos e
foliculos primordiais, por inducdo de apoptose (Morrison and Marcinkiewicz, 2002). URI-
BELAPOLSKY et al.,, (2014) demonstrou que camundongos sem receptores para IL1-a
apresentam uma maior expressdo da proteina Bcl-2 antiapoptdtica e menores niveis das
proteinas proapoptdticas, Bax e PARP no ovario, indicando que essa citocina participa do
processo de apoptose. A ligacdo dessas citocinas aos receptores inicia a sinalizacdo e

transmisséo dos sinais apoptoticos recrutando caspases.

O desafio com LPS também ndo influenciou a propor¢do de foliculos nas demais
populacbes foliculares e o nimero de foliculos atrésicos. Em estudos in vivo tem sido
demonstrado que o LPS, tem uma forte atuacdo sobre foliculos antrais, alterando a producao
de hormonios (Sheldon et al., 2002; Herath et al., 2007; Williams, Sibley, Miller, Lane,
Fishwick, Nash, Herath, Gary C.W. England, et al., 2008; Bromfield and Sheldon, 2011,
Lavon et al., 2011) no entanto parece haver uma maior resisténcia a apoptose de foliculos

antrais a apoptose quando comparado a foliculos pré-antrais (Bromfield and Sheldon, 2013).

A discrepancia de nossos resultados quanto aos estudos ja realizados in vitro com
ovarios de bovinos e de camundongos e com camundongos in vivo, devem-se provavelmente
a forma de exposicao dessas estruturas ao LPS e a dose utilizada. Nos estudos in vitro tem-se
a exposicdo constante dos foliculos ao LPS e também as citocinas inflamatorias, e além disso,
as doses utilizadas sdo superiores as que ocorrem de forma natural, visto que in vivo 0
organismo lanca mdo de mecanismos para eliminar essas endotoxinas, como a destoxicacao
que ocorre no figado (Jirillo et al., 2002). A dose preconizada em nosso estudo, baseou-se em
pesquisas prévias (Waldron et al., 2003) que demonstravam que 0,5 ug/Kg ja promoviam a
ativacdo das células de defesa e uma resposta sistémica, sendo que os resultados de
temperatura comprovam que a dose utilizada foi eficiente (Maffi 2020, dados né&o

publicados).

Além disso, a grande variagdo individual na populagéo folicular total que ocorre em
bovinos (Erickson, 1966; Silva-Santos et al., 2011) e que também foi observada em nosso

estudo, é outro fator que dificulta a obtencdo de resultados mais claros. Nesse sentido,
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(Erickson, 1966) em seu estudo demonstrou que animais de 0 a 24 meses apresentaram uma
variacdo de 0 a 700.000 células germinativas. Além disso, o nimero total de foliculos
permanece semelhante até em torno de 4-6 meses, reduzindo progressivamente apds esse
periodo (Erickson, 1966). Essa variacdo ja é amplamente relatada e relacionada ao menor ou
maior desempenho dos animais em protocolos de biotécnicas reprodutivas (lreland and
Mossa, 2018), sendo que diversos estudos buscam encontrar marcadores que indiquem de

forma indireta a populacéo de células germinativas.

Em nosso estudo podemos observar que a porcentagem de foliculos saudaveis foi
semelhante entre os grupos, ficando acima de 60% em ambos. Segundo o estudo de Erickson,
(1966) até os 180 dias de vida os foliculos primordiais apresentam uma alta qualidade,
reduzindo progressivamente a partir disso e chegando ao ponto de quase todos estarem
degenerados aos 4 anos de idade, indicando com isso, que em nosso estudo o LPS ndo
intensificou a taxa de atresia. Erickson, (1966) relatou ainda que a partir dos 240 dias de
idade, 70% dos foliculos primordiais apresentavam-se em atresia, € aos 12 meses a atresia

chegava a 73%.

Na bovinocultura leiteira e de corte, exposi¢cdes a bactérias sdo comuns ao longo da
vida dos animais, e a partir de nosso estudo podemos observar que exposi¢cdes agudas com
curta duracdo ndo parecem exercer efeito sobre a taxa de ativacéo e a anormalidade folicular.
No entanto, vale ressaltar que em quadros infecciosos e metabdlicos a exposicdo a essas
endotoxinas se d& por um periodo mais prolongado, variando conforme o inicio do tratamento
dos animais. Com isso faz-se necessario maiores estudos para compreender 0s prejuizos do

LPS e das citocinas inflamatérias na reserva ovariana de bovinos.
Concluséao

A exposicdo de novilhas de corte ao LPS em intervalos de 24 horas néo foi capaz de
alterar a taxa de ativacao e de anormalidade de foliculos primordiais, bem como ndo afeta a
expressdao de genes antiapoptotico e relacionados a ativacdo e inibicdo de foliculos

primordiais.
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Tabela 1. Genes avaliados em amostras de ovarios de novilhas desafiadas ou ndo com LPS.
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Gene Sequencia primers 5° — 3° Cddigo NCBI Referéncia

H2AC6 F: GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG NM_001205596.1 (Rincén et al., 2018)
R: TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC

RN18S1 F: CCTTCCGCGAGGATCCATTG NR_036642.1 (Rovani et al., 2017)
R: CGCTCCCAAGATCCAACTAC

UXT F: TGTGGCCCTTGGATGGATGGTT NM_001037471.2 (Bionaz and Loor,
R: GGTTGTCGCTGAGCTGAGCTG 2007)

GAPDH F: GATTGTCAGCAATGCCTCCT NM_001034034.2 (Rovani et al., 2017)
R: GGTCATAAGTCCCTCCACGA

KIT F: ATCATGAAGACCTGCTGGGATGCT NM_001166484.1 (Lima et al., 2016)
R: GGGCTGCAGTTTGCTAAGTTGGAA

KITL1 F: GTGTGATTTCCTCAACATCAAGTCC NM_174375.2 (Limaet al., 2016)
R: TGCTACTGCTGTCATTCCTAAGGG

KITL2 F: NM_174375.2 (Lima et al., 2016)
AAGGGAAGGCCTCAAATTCCATTGAAGA
R: AGCAAACCCGATCACAAGAGA

AMH F: ACACCGGCAAGCTCCTCAT NM_173890.1 (Haas et al., 2019)
R: CACCATGTTTGGGACGTGG

MTOR F: TCCTTGTCACGAGGCAACAA XM_002694043.6 Este estudo
R: GGCGTATCAATTCTTGCAATGA

AKT1 F: GATTCTTCGCCAGCATCGTG NM_173986.2 (llha et al., 2015)
R: GGCCGTGAACTCCTCATCAA

PTEN F: GCCACAAAGTGCCTCGTTTACC NM_001319898.1 (Andrade et al., 2017)
R: AGAAGGCAACTCTGCCAAACAC

SIRT1 F: CAACGGTTTCCATTCGTGTG NM_001192980.3 (Khan et al 2017)

R: GTTCGAGGATCTGTGCCAAT
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PIK3R1 F: ACACAGCTGACGGGACCTTT NM_174575.1 (Andrade et al., 2017)

R: CCATATTTCCCATCTCGGTGA

2031
2032
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Tabela 2. Total de foliculos conforme a sua categoria de novilhas de corte desafiadas com LPS ou néo.
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Grupo/ classificacdo Controle LPS Valor de P
Primordial 25.645,96 * 5.966,35 18.449,72 + 6.670,58 0,44
Primordial transicéo 38.811,75 + 7.986,62 35.919,41 + 8.929,31 0,81
Primario 6.847,35 + 2.263,20 8.570,36 + 2.530,36 0,62
Secundario 1.797,655 *+ 6.85,36 2.055,34 + 7.66,26 0,80
Terciario 95,48 + 99,58 358,52 + 111,34 0,12
Primordial anormal 10.456,94 + 3.303,90 11.799,49 + 3.693,87 0,79
Primordial trans anormal 20.172,89 £ 3.790,71 11.515,3 + 4.238,14 0,17
Primério anormal 4.783,35 +2.031,18 7.797,62 £ 2.270,93 0,35
Secundério anormal 1.449,52 + 312,75 1.953,23 + 349,67 0,31
Terciario anormal 14,49 * 29,60 66,72 £ 29,60 0,25
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2038

Tabela 3. Porcentagem de foliculos de cada categoria em relacéo a populacéo folicular total
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Grupo/ classificacdo Controle (%) LPS (%) Valor de P
Primordial 22,49 17,90 0,55
Primordial trans 35,37 35,20 0,98
Primario 5,99 9,10 0,33
Secundério 1,81 1,97 0,88
Terciario 0,08 0,34 0,11
Primordial anormal 10,05 11,76 0,70
Primordial trans anormal 18,38 13,61 0,49
Primario anormal 4,36 7,87 0,22
Secundério anormal 1,40 2,12 0,20
Terciario anormal 0,01 0,08 0,16
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2040 Figura 1. Expressdo de genes relacionados a ativagdo folicular, reserva ovariana e antiapoptotico em novilhas de

2041 corte desafiadas ou ndo com LPS.
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Consideracoes finais

A exposicdo de animais ao LPS com intervalo de 24 horas mostrou
desencadear uma resposta sistémica com alteracdo na temperatura corporal de
forma prolongada no primeiro desafio e de forma aguda frente ao segundo desafio,
juntamente com alteracdes nos leucdcitos totais em detrimento da reducdo dos
neutrofilos. Além disso foi possivel observar um efeito a curto prazo no metabolismo
lipidico, indicando que mesmo exposi¢cdes curtas ao LPS, ja desencadeiam
alteragbes no metabolismo, ndo sendo benéfico ao mesmo. No ambito reprodutivo, o
desafio com LPS foi capaz de alterar a expressao de genes relacionados a

renovacao endometrial e a producéo de prostaglandinas.

Acreditamos que mais estudos devem ser realizados, buscando compreender
mais amplamente o impacto do LPS e do processo inflamatério no sistema
reprodutivo. Além disso, ha uma necessidade de entender a propor¢cédo de LPS que
chega ao ovario e atua sobre as reservas foliculares, principalmente na categoria de

foliculos primordiais.
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