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Resumo

DE CAMPOS, Felipe Terres. Efeito do lipopolissacarideo na expressao genica
de células da granulosa do foliculo dominante em bovinos. 2016. 32f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Este estudo teve como objetivo avaliar a resposta inflamatéria no soro e fluido
folicular perante ao desafio com lipopolissacarideo (LPS) por via Intra venosa(lV) na
dose de 2,5ug/kg, correlacionando com a producao de estradiol, atividade da enzima
PONL1 e haptoglobina no soro sanguineo e no fluido folicular, expresséo dos genes
ligados a resposta inflamatéria e esteroidogénese nas células da granulosa do
foliculo dominante. Foram utilizadas 20 Vacas Jersey divididos em dois grupos, LPS
e Controle. O grupo que recebeu LPS teve uma temperatura retal maior (P<0,05;
40,42 + 0,11) em relacdo ao grupo controle (38,84 = 0,10), comprovando a
efetividade do tratamento com LPS. A atividade de PON1 no soro (controle: 130,2 +
5,13 U/mL, LPS: 99,62 + 7,10 U/mL) e fluido folicular (controle: 47,25 + 4,40 U/mL,
LPS: 30,57 = 3,07 U/mL) foi maior no grupo controle em relacdo ao grupo LPS
(P<0,05), como um reflexo da resposta inflamatéria. Importante salientar que no
fluido folicular a atividade da PON1 foi 50% menor (P<0,05) em comparacdo ao
soro. A expressao génica nas células da granulosa de genes relacionados a sintese
de hormdnios esteréides também foram avaliados durante o nosso experimento,
sendo observado que a expressdo de StAR foi significativamente reduzida no grupo
desafiado com LPS (~90% de reducéo, P<0,05). A expressao de genes ligados ao
processo inflamatorio também foram avaliados nas células da granulosa, sendo
observada diferenca expressiva para TLR4 e TNFa (~90% de redugao, P<0.05). O
nivel de estradiol intrafollicular ndo foi diferente entre os grupos controle e LPS
(P=0,24). Conforme os resultados deste estudo, o desafio com LPS induz uma
reposta inflamatéria nas células da granulosa de foliculos dominantes, mediada pela
via do TLR4 e resultando em reducédo da expressdo de TNFa. Aléem disso, esta
resposta pode alterar a producéo de horménios esteréides em longo prazo visto que
a expressao de enzimas chave neste processo (StAR) foi drasticamente reduzida, e,
desta maneira pode comprometer o crescimento folicular final.

Palavras-chave: Reproducao; Resposta inflamatéria; PON1



Abstract

DE CAMPOS, Felipe Terres. Lipopolysaccharide effect on gene expression in
granulosa cells the dominant follicle in catlle. 2016. 32f. Dissertation (Master
degree in Sciences) - Programa de P6s-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

This study aimed to evaluate the inflammatory response in serum and follicular fluid
before the challenge with lipopolysaccharide (LPS), correlating with estradiol
production, PON1 enzyme activity and haptoglobin in blood serum and follicular fluid,
expression of genes related to response inflammatory and steroidogenesis in
granulosa cells of the dominant follicle. The group receiving LPS had increased rectal
temperature (P<0.05; 40.42 + 0.11) compared to the control group (38.84 + 0.10),
proving the effectiveness of treatment with LPS. The PONL1 activity in serum (control:
130.2 + 513 U / ml LPS: 99.62 = 7.10 U / mL) and follicular fluid (control: 47.25 +
4.40 U / mL, LPS: 30.57 £ 3.07 U / ml) was higher in the control group compared to
LPS group (P<0.05), as a reflection of the inflammatory response. Importantly,
PON1lactivity in the follicular fluid was 50% lower (P <0.05) compared to serum.
Gene expression in granulosa cells of genes related to the synthesis of steroid
hormones were also evaluated during our experiment and it was observed that the
StAR expression was significantly reduced in the group challenged with LPS (~ 90%
reduction; P <0.05). The expression of the inflammatory process related genes were
also evaluated in granulosa cells and there was a difference regarding TLR4 and
TNF (~ 90% reduction, P<0.05). The level of estradiol intrafollicular was not different
between the control group and LPS (P=0.24). In conclusion, LPS challenge induces
an inflammatory response in the dominant follicle granulosa cells, mediated via TLR4
and resulting in reduction of TNF expression. In addition, this response can change
the production of steroid hormones in the long term as the expression of key
enzymes in this process (StAR) was drastically reduced, and thereby may
compromise the subsequent oocyte maturation and ovulation.

Keywords: Reproduction; Inflammatory Response; PON1
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1 Introducéo

A reproducdo € um dos principais pilares da producao de leite (LEBLANC,
2008). Doencas uterinas sao reconhecidas por causarem altas perdas econdémicas
devido a queda na producao de leite, as menores taxas de concepc¢ao, aumento no
intervalo parto concepg¢ao ou primeiro servico, aumento no intervalo entre partos e
aumento no descarte de vacas por falhas reprodutivas (HUSZENICZA et al., 1999;
LEBLANC et al., 2002a; SHELDON et al., 2009a). Neste sentido, a incidéncia de
metrite varia entre 10 a 20%, de endometrite clinica ou secrecdo vaginal purulenta é
de aproximadamente 15%, e de endometrite subclinica ou citolégica de 15%
(LEBLANC et al., 2011).

Alguns estudos indicam que existe uma associacdo entre desempenho
reprodutivo e mastite (SCHRICK et al., 2001; HANSEN et al., 2004; SANTOS et al.,
2004; MOORE et al., 2005;). Chebel et al. (2004) relataram que vacas que
apresentaram mastite entre 0 momento da inseminacéao artificial (1A) e a confirmacéao
da gestacéao (45 d) tiveram 2,8 vezes mais chances de perder a gestacao entre 31 e
45 dias. A mastite subclinica ou contagem de células somaticas (CCS) elevada sem
sinais clinicos também tem impacto negativo na performance reprodutiva (HUDSON
et al., 2012). Vacas apresentando CCS maior que 300.000 células/ml no ultimo teste
antes da IA apresentaram maior perda embrionaria (30% vs. 12,5%) entre 28 e 40
dias que vacas com CCS menor que 300.000 células/ml (MOORE et al., 2005).
Segundo Philpot & Nickerson (1991), para cada caso clinico de mastite podem
existir de 15 a 40 casos subclinicos. Os mecanismos pelos quais a mastite
subclinica pode afetar a fertilidade de vacas leiteiras ainda ndo estdo bem
elucidados.

Além da forma de manifestacao (clinica ou subclinica), outro fator discutido é
se o impacto na fertilidade € gerado em decorréncia da mastite causada por agentes
gram-positivos ou agentes gram-negativos. Alguns autores (SOTO et al., 2003;
HANSEN et al., 2004) relatam que os disturbios na fertilidade sdo desencadeados
principalmente pelo lipopolissacarideo (LPS), desta maneira, a mastite causada por

bactérias gram-negativas seria a mais importante ja que o LPS é exclusivo destes
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agentes. Hertl et al., (2010) observaram que os dois tipos de bactérias impactam a
fertilidade, porém quando se tem a presenca de bactérias gram-negativas, os efeitos
sdo mais pronunciados. Hockett et al., (2000, 2005) trabalhando com bactérias
gram-positivas para induzir mastite em vacas leiteiras, observaram menor
manifestacdo de estro, menor pulsatilidade de LH e menor producdo de estradiol
173. Baker et al. (1998), Schrinck et al. (2001) e Santos et al. (2004) observaram
gue independentemente do tipo de bactéria isolada a mastite gerou reducdo da
fertiidade. Desta maneira, observa-se que as duas classes de bactérias sdo
capazes de causar disturbios fisiologicos que podem gerar falhas reprodutivas em
vacas leiteiras.

O LPS, também conhecido como endotoxina, € uma molécula altamente
toxica derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas. Sua
liberacdo ocorre quando a bactéria se multiplica ou quando é fagocitada e
degradada pelas células de defesa (TUIN et al.,, 2006). Atualmente o LPS é
considerado o principal fator responsavel pelas manifestacdes toxicas de infeccbes
por bactérias gram-negativas bem como por inflamacéao sistémica (RIETSCHEL et
al., 1994). Sua estrutura é composta por duas camadas de glicose e uma camada
lipidica, uma parte hidrofilica e outra hidrofobica, respectivamente. A porcao lipidica
€ considerada a responsavel pela maior acdo antigénica do LPS (RAETZ
WHITFIELD, 2002).

Em vacas com mastite podem ser encontrados niveis aumentados de varios
marcadores inflamatdrios, dentre eles interleucina (IL) 1a e b, IL 10 e 12, fator de
necrose tumoral- a (TNFa) (RIOLLET et al., 2001), 6xido nitrico (ON) (BLUM et al.,
2000) e prostaglandina F2a (PGF2a) (GIRI et al., 1984). Dentre estas moléculas o
TNFa, o ON e a PGF2a podem afetar a fertilidade, tendo como alvo o ovécito ou o
embrido (HANSEN et al., 2004). Soto et al. (2003) demonstraram que a adicao de
LPS ou PGF2a ao meio de maturagcdo oocitéria reduziu a propor¢cdo de odcitos que
se tornaram blastocistos. Quando adicionado apds a fecundacao estes efeitos néo
foram observados. Ao contrario, quando se adicionou um precursor de ON,
nitroprussiato de sodio, ndo houve efeito durante maturacdo oocitéria e sim apés a
fecundacgéo. Estas moléculas causam danos tanto no oécito (LPS e PGF2a) quanto
no desenvolvimento embrionario (SOTO et al., 2003). Neste estudo a concentracdo
de LPS que gerou efeitos negativos durante a maturagcao oocitaria foi de 1 ng/ml ou

mais. Estas concentracfes sdo muito mais altas que as encontradas em vacas com
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mastite induzida por E. coli (55 a 134 pg/ml) (Dosogne et a., 2002). Por outro lado, o
LPS induz a producédo de diversas citocinas (IL-1B, IL-8 e TNFa) e pode ter seus
efeitos mediados por estas (HANSEN et al., 2004). Sendo assim, o efeito do LPS
sobre a fertilidade de vacas leiteiras ainda precisa ser investigado. Essa endotoxina
desencadeia vias de sinalizagdo intracelular através de sua ligacdo a receptores
proprios. Os principais estdo localizados na membrana celular, denominados
receptores Toll-like 4 (TLR4). Desde sua descoberta, no final da década de 1990, os
receptores Toll-like tém sido identificados como sensores primarios de infeccdes
microbianas e permitido avancgos significativos na compreensdo dos mecanismos
envolvidos na imunidade inata e adquirida (POLTORAK et al, 1998). O
reconhecimento do LPS é mediado ainda por outras moléculas como LBP, a
proteina ligante de LPS (do inglés, Lipopolysaccharide Binding Protein).

Os efeitos do LPS sobre a fertilidade foram descritos acima, porém este € um
polissacarideo exclusivo da membrana de bactérias gram-negativas (HANSEN et al.,
2004). As bactérias gram-positivas possuem outro componente de membrana, o
acido lipoteicdico ou acido teicoico (ALT), que pode afetar a fertilidade de maneira
semelhante (KAJIKAWA et al., 1998). A mastite pode afetar a producao e liberagcao
de hormodnios reprodutivos. Bataglia et al., (1997) relataram menor secre¢do do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) em ovelhas. Menor manifestacao de
estro (HOCKETT et al., 2000), interrupcéo do crescimento folicular (HERATH et al.,
2007) menor pulsatilidade de hormonio luteinizante (LH) e produgéo de estradiol 173
(HOCKETT et al., 2005) foram observados em vacas com mastite clinica. Vacas com
mastite na forma aguda ndo apresentaram pico de LH e consequentemente nao
houve ovulacdo (HOCKETT et al., 2005), infusdo intra uterina de LPS também
resultou em baixa taxa de ovulagdo (WILLIAMS et al., 2008). No mesmo sentido,
Herath et al., (2007) associaram LPS proveniente da E. coli a mudanca na producéo
de PGF2a para PGE2a, resultando em uma fase Iuteal prolongada que
potencialmente diminui a probabilidade de ovulacdo e concepcédo. Por outro lado, a
mastite pode desencadear uma cascata inflamatéria e consequente aumento na
produgao de PGF2qa, que pela lise do corpo luteo (CL) pode impedir a manutengao
da gestacdo (HANSEN et., 2004). Além disso, Bromfield et al 2011 encontrou
alteracdes na expressdo genica de TLR4 nas células da granulosa de bovinos

desafiadas com LPS in vitro em relacdo ao grupo controle.
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A resposta inflamatéria gerada pelo LPS inclui a modificacdo de varias
proteinas em nivel sistémico, conhecidas como proteinas de fase aguda. Dentre elas
podemos citar a haptoglobina, a ceruloplasmina e a paraoxonase-1 (PON1). A PON1
encontra-se diretamente ligada a membrana da particula de lipoproteina de alta
densidade (HDL). Devido a permeabilidade da membrana basal do foliculo ovariano,
o HDL é a unica lipoproteina presente no fluido folicular (JASPARD et al., 1996),
apresentando uma correlacdo positiva entre 0s niveis séricos e intrafoliculares. Da
mesma maneira, a PON1 é transferida do soro ao fluido folicular em bovinos
(SCHNEIDER et al., 2013) e em humanos (BROWNE et al., 2008), sugerindo que
sua transferencia a partir do sangue ocorre junto com o HDL, visto que estdo
correlacionados nos dois compartimentos (BROWNE et al., 2008; SCHNEIDER et
al., 2013). Desta maneira, alteracdes nos niveis sanguineos de PON1 alteram
consequentemente sua atividade no fluido folicular, podendo afetar a qualidade do
oocito e a fertilidade, em mulheres submetidas a processo de fecundagéo in vitro
(FIV) a maior atividade sérica e intrafolicular de PON1 e maior concentracdo de
apolipoproteina A tipo | (AP0AI) estado relacionadas a melhor qualidade embrionaria
e com maior numero de blastdmeros (BROWNE et al., 2008), indicando que o HDL e
principalmente a PON1 podem desempenhar um papel de prote¢cdo na saude do
odcito e no desenvolvimento embrionario inicial (FUJIMOTO et al., 2010).

Por fim, a hipétese do presente trabalho € que vacas submetidas ao processo
inflamatorio pelo desafio com LPS (mastite, Metrite) irdo sofrer alteracbes no
desenvolvimento folicular, que podem ser avaliadas por modificagbes na expresséao

génica e marcadores intrafoliculares.



2 Objetivos

Avaliar a resposta inflamatoria no soro e fluido folicular perante ao desafio
com LPS, correlacionando com a produc¢ao de estradiol, atividade da enzima PON1
no soro sanguineo e no fluido folicular, expressdo dos genes ligados a resposta

inflamatdria e esteroidogénese nas células da granulosa do foliculo dominante.



3 Metodologia

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Pelotas protocolo CEEA 4006-2015. Todos os reagentes sdo originarios da Sigma-
Aldrich® Chemical Company (St. Louis, MI, EUA), a menos quando discriminada

outra origem.

3.1 Animais e tratamentos

Vinte vacas da raca Jersey secas com média de escore corporal(EC) 3 (em
uma escala de 1 a 5) com peso médio de 380kg, foram mantidas em sistema
extensivo na EMBRAPA Clima Temperado na Central de Manejo Reprodutivo e
divididas aleatoriamente em 2 grupos: grupo controle (n=10) e grupo LPS (n=10).
Ambos 0s grupos tiveram a onda folicular sincronizada utilizando dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (CIDR, Zoetis) e 2 mg de benzoato de
estradiol (Benzoato HC) no dia 0. Doze horas antes da remoc¢éo do CIDR (dia 8)
foram aplicados 500 pg de dinoprost (Lutalyse, Zoetis). No grupo LPS, duas horas
apos a remocao do CIDR foi administrada uma dose unica de LPS (2,5 ug/kg de
peso vivo; SIGMA-ALDRICH® Inc., Missouri, EUA) intravenoso de acordo com Carrol
et al. (1995) e uma solucéo placebo (2 mL de NaCl 0,9%) no grupo controle.

A temperatura corporal dos animais dos dois grupos foi aferida com
termémetro veterinario com escala interna, cinco horas apds a aplicacdo de LPS.
Apoés 6 horas da aplicacdo do LPS foi avaliado o par de ovéarios e identificado o
foliculo dominante com auxilio de ultrassom (Mindray DP2200). Anteriormente a
coleta das células da granulosa do foliculo dominante era realizada a anestesia
epidural baixa e limpeza da vulva, seguido da inser¢cdo da guia de aspiracao para
coleta das células da granulosa do foliculo previamente identificado com auxilio de
ultrassom. As amostras foram aspiradas 6 horas apos a aplicacdo do LPS, com uma
seringa de 10 mL em tubos falcon, sendo separados fluido folicular e células da
granulosa mediante centrifugacdo 7.000 rpm por 10 minutos (Centrifuga 16-RV,

Presvac). O sedimento (células da granulosa) foi entdo transferido a criotubos
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contendo 500 pL de Trizol® (Life Technologies, Carlsbad, California, USA),
homogeneizados e armazenados em nitrogénio até avaliagdo, assim como as

amostras de fluido folicular.

3.2 Andlise da expressao génica

A expressdo Genica foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular do
NUPEEC. Para andlise da expressdo génica, foi extraido o RNA mediante o método
do Trizol® seguindo as recomendacdes do fabricante. A sintese de cDNA foi
realizada utilizando iScript™ Synthesis Kit (BIORAD®, Hercules, CA, EUA) em
volume de 10 pL, incubados 5min a 25°C, 30min a 42 °C e 5min a 85 °C em
termociclador (MyCycler™ThermalCycler, BIO RAD®). A Reacédo de PCR em tempo
real foi conduzida em duplicata utilizando SYBR Green Mastermix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) no sistema ECO™ Real-Time PCR System
(iLLumina®, San Diego, CA, EUA). Para cada ensaio foram corridos 45 ciclos (95°C
durante 3s e 60°C durante 30s) e uma curva de dissociacao foi incluida no final da
reacdo para verificar a amplificacdo de um unico produto de PCR. Cada placa de
ensaio incluiu um controle negativo (dgua ultrapura) e o gene Histona H2A foi
utilizado como controle interno. O coeficiente de variacao foi inferior a 5% para todos
os pares de iniciadores utilizados. A expressao relativa foi calculada a partir da
equacdo 2AB/2¢D e desta maneira, foi comparada a expressdo dos genes alvo
(TLR4, 3B-HSD, CYP19A1, StAR, NF-kB, TNF, LHr, P450scc e P450C17; Tabela 1)
do grupo LPS em relacédo ao grupo controle.

A expressédo de CYP17A1, gene exclusivamente expresso na células da teca
interna, foi usada como indicador da contaminacdo das amostras de células da
granulosa obtida. Desta maneira foram excluidas amostras que apresentaram Ct

menor do que 30 para este gene.



Tabela 1 - Primers usados no RT-PCR
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Gene Forward primer 5'to 3' Reverse primer 5' to 3' Reference
TGACTATGGTTTCTG CCATAATGTCTTCAC
LHr Spicer et al 2008
CTTACCCAA AGGGATTGA
TCGCGGCTCTCTCCT CTGCCGGCTCTCCT
STAR Tajima et al 2005
AGGT TCTTC
TCAGAGAAGTGCTCC TGCCACTCCTTCTCA
P450cl7 Tijima et al 2005
GAATCC CTGTGA
CTTCATCCCACTGCT GGTGATGGACTCAA
P450scc Tajima et al 2005
GAATCC AGGCAAA
TGCCAAGAATGTTCC CACCATGGCGATGT
CYP19A1 Spicer et al 2008
TTACAGGTA ACTTTCC
Nishimura et al
CCAAGCAGAAAACCA ATGTCCACGTTCCC
3B-HSD 2006
AGGAG ATCATT
CTTGCGTACAGGTTG CTGGGAAGCTGGAG
TLR4 Borji H et al 2015
TTCCTAA AAGTTATG
AGCACAGAAAGCATG CTGATGAGAGGGA
TNF- a Feng jetal 2014
ATCCG GGCCATT

3.3 Coletade sangue e avaliacdes bioquimicas

No momento da aspiragcdo folicular foi coletado sangue (veia coccigea) em

tubos Vacutainer® sem anti coagulante para posterior avaliacdo de PON1 e

Haptoglobina no soro. O soro sanguineo foi separado por centrifugacdo por 5

minutos a 10.000 rpm (Centrifuga Presvac 16-RV).
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A atividade da enzima PON1 no soro e no fluido folicular foi determinada
utilizando a solucéo de trabalho que é composta de tampao 20Mm Tris/HCI, 1mM
cloreto de calcio e 4mM fenilacetato. As amostras foram diluidas na solu¢cao tampéao
na proporgcéo de 1:3. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro (Cirrus 80ST)
usando 3,3 ul da amostra diluida em 500 pl da solucéo de trabalho por um periodo
de 60 segundos no comprimento de onda de 270 nm. A atividade da enzima foi
expressa em U/mL (BROWNE et al 2007).

A haptoglobina foi mensurada através do teste adaptado de ELISA no método
colorimétrico, pela reacéo de peroxido de hidrogénio com a hemoglobina que oxida o
guaiacol produzindo coloracdo captada por absorbancia na faixa de 450 nm,
segundo protocolo de Jones & Mould (1959).

O estradiol foi analisado em laboratério comercial (Pasin em Santa Maria, Rio
Grande do Sul) a andlise foi realizada pelo método de quimiluminescéncia. Foram
excluidas das analises 3 amostras de células da granulosa baseadas na
concentracdo intrafollicular de estradiol menor que 20 ng/mL, todas as outras

amostras apresentam valores acima de 80 ng/mL.
3.4 Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism 5

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) utilizando o teste de t para a PON1 e

estradiol e o teste de Mann-Whitney para a expressao génica.



4 Resultados

O grupo que recebeu LPS teve uma temperatura retal maior (P<0,05; 40,42 +
0,11 °C) em relagao ao grupo controle (38,84 + 0,10 °C), comprovando a efetividade
do tratamento com LPS (Figura 1). O diametro folicular ndo diferiu no momento
prévio a aspiracao entre os dois grupos, sendo de 10,5+ 1,2 e 8,8 £ 0,7 mm para 0s
grupos controle e LPS, respectivamente.

A atividade de PON1 no soro (controle: 130,2 + 5,13 U/mL, LPS: 99,62 + 7,10
U/mL) e fluido folicular (controle: 47,25 + 4,40 U/mL, LPS: 30,57 + 3,07 U/mL) foi
maior no grupo controle em relagdo ao grupo LPS (P<0,05), como um reflexo da
resposta inflamatoéria. Importante salientar que no fluido folicular a atividade da
PON1 foi 50% menor (P<0,05) em comparagao ao soro (115,7 + 5,5 no soro vs 40,4

+ 3,5 U/mL no fluido folicular).
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Figura 1 - Temperatura corporal, paraoxanase soro, paraoxanase fluido folicular 6 horas apés a
injecdo intravenosa de 2,5 ug/kg de peso vivo de lipopolissacarideo (LPS) ou solu¢do salina (Control).
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Foram excluidos das analises os foliculos com expressao detectavel do gene
exclusivo de células da teca CYP17al. Além disso foram excluidos amostras com
niveis muito baixo de estardiol indicando a atresia do foliculo. Dos foliculos restantes
a expresséo do controle interno H2a foi 25.6 £ 0.7 (22.1 — 29.4), indicando uma
homgenidade das amostras coletadas. A expressao génica nas células da granulosa
de genes relacionados a sintese de hormonios esteréides também foram avaliados
durante o nosso experimento (Figura 2), sendo observado que a expressao de StAR

foi significativamente reduzida no grupo desafiado com LPS.
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Figura 2 - Expresséo de genes nas células da granulosa coletadas 6 horas apés a injecédo
intravenosa de 2,5 ug/kg de peso vivo de lipopolissacarideo (LPS) ou solugédo salina (Control).

A expressao de genes ligados ao processo inflamatério também foram
avaliados nas células da granulosa, sendo observada diferenca expressiva para
TLR4 e TNFa (Figura 3).
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Figura 3 - Expressao de genes nas células da granulosa coletadas 6 horas apés a inje¢éo
intravenosa de 2,5 ug/kg de peso vivo de lipopolissacarideo (LPS) ou solucao salina (Control).
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O nivel de estradiol intrafollicular ndo foi diferente entre os grupos controle e
LPS (P=0,24; Figure 4).
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Figura 4 - Nivel de estradiol intrafollicular do foliculo dominante em vacas 6 horas apés a inje¢cédo
intravenosa de 2,5 ug/kg de peso vivo de lipopolissacarideo (LPS) ou solucéo salina (Control).



5 Discussao

No presente trabalho foi observado que o desafio com LPS levou a uma
resposta inflamatoria sistémica, evidenciada pelo aumento da temperatura corporal e
reducdo dos niveis séricos de PON1. Esta resposta inflamatéria foi acompanhada de
uma reducdo na expressdo RNA para StAR, um importante regulador da
esteroidogénese folicular, e TLR4 e TNFa, importantes reguladores da resposta
inflamatoria. Estes resultados indicam que uma resposta inflamatoria sistémica e de
curto prazo € capaz de alterar a expressao de enzimas intrafoliculares essenciais
para esteroidogénese e pode ter um efeito no desenvolvimento folicular e taxa
ovulatoria.

Neste trabalho evidenciou-se uma diminuicdo do 93% na expressao do gene
STAR no grupo desafiado com LPS. O gene STAR codifica para a proteina
reguladora aguda da esteroidogénese, que € responsavel pelo transporte do
colesterol para o interior da mitocondria, onde encontram-se a maioria das enzimas
envolvidas na cascata da esteroidegénese (BALASUBRAMANIAN et al.,, 1998).
Desta maneira, alteracbes na transcricdo da STAR acarretariam alteracbes na
producdo de horménios esteroides no foliculo dominante, importantes na maturacao
oocitaria e posterior ovulacdo. Esses resultados indicam que a resposta inflamatoria
ocasionada pela presenca de LPS pode afetar negativamente a esteroidegénese no
foliculo dominante. No entanto n&o foi observado uma diferenga significativa no nivel
intrafollicular de estradiol entre as vacas tratadas com LPS ou solu¢&o salina. Um
dos motivos para esta auséncia de diferenca pode ser o tempo de tratamento, visto
gue a coleta do liquido folicular ocorreu seis horas apos a injecdo. Sendo tempo
suficiente para alterar a expressdo das enzimas, porém ndo ha tempo suficiente
para que diferencas na producgao de estradiol se acumulassem no liquido folicular.
Portanto, no caso de uma resposta inflamatéria de maior duracdo, como ocorre em
diversas doencas citadas anteriormente, pode ser esperado um efeito mais
significativo na esteroidogenese. Neste sentido estudos anteriores mostram uma
reducdo na secrec¢do de estradiol pelas células da granulosa bovina em resposta ao
LPS em sistemas de cultivo in vitro (HERATH et al., 2007; PRICE et al., 2013).
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Nestes estudos foi observado uma reducédo da expressdo de CYP19A1 nas células
da granulosa (HERATH et al., 2007; PRICE et al., 2013).

No nosso trabalho encontramos uma reducéo na expressao do TLR4 e TNFa
nas células da granulosa do grupo tratado com LPS. Estudos anteriores
(BROMFIELD et al, 2011) indicam que as células da granulosa s&o livres de
infiltracdo por células inflamatérias, porém tem a capacidade de responder ao LPS
através da via do LPS, resultando em maior producéo e liberacdo de citocinas pro6-
inflamatorias. Como observado em outros trabalhos, o TLR4 foi expresso na células
da granulosa de foliculos dominantes em bovinos (PRICE et al., 2013). No estudo
observou-se uma diminuicdo do 91% na expressdo do TLR4, enquanto que Price et
al. (2013) encontrou uma reducdo de 50% no grupo LPS em comparacdo ao grupo
controle em cultivos in vitro das células da granulosa. Indicando que existe uma
resposta inflamatoéria das células da granulosa frente a presenca do LPS. Porém
mesmo que o tratamento com LPS induziu a expressdo de varios genes pro-
inflamatérios, o mesmo nao foi observado para o TNFa (PRICE et al., 2013), o que
estd de acordo com os resultados encontrados no nosso estudo, que mostram
inclusive uma redugao na expresséo de TNFa. Estes dados nos levam a entender
gue apesar de as células da granulosa terem capacidade de resposta imune, frente
ao desafio com LPS h& uma reducdo da producdo do mediador TLR4 e do efetor
pro-infimatoério TNFa. Além do mais, nossos estudos confirmam que in vivo, com o
efeito da resposta sistémica, estes efeitos sdo mantidos de uma maneira muito
similar ao observado por outros pesquisadores com estudo in vitro (PRICE et al.,
2013; HERATH et al., 2007).

Outro ponto importante a ser considerado além da resposta ovariana ao
processo inflamatério é resposta sistémica. Estudos anteriores sugerem que a
enzima PON1 atua como uma proteina de fase aguda negativa (SCHNEIDER et al.,
2013; BIONAZ et al., 2007), apesar de ndo termos nenhuma evidéncia experimental
e apenas indicadores de que a PON1 pode atuar como um marcador de doencas em
nivel sistémico. Desta maneira, em nosso estudo podemos demostrar que o
tratamento agudo com LPS levou a uma redugéo da atividade de PON1 no soro de
maneira aguda, comprovando a relacdo da PON1 com a resposta inflamatoria de
maneira bem clara. Além disso, estudos anteriores sugerem que a PON1 sérica é
transferida para o liquido folicular tanto em bovinos (SCHNEIDER et a., 2013)
guanto humanos (BROWNE et al., 2008). Neste sentido, nosso modelo indica que
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mudangas no nivel sérico de PON1 séo diretamente refletidas na composi¢do do
liquido folicular, visto que no presente estudo as mudancas no nivel sérico de PON1
foram acompanhadas por uma mudanca na mesma propor¢ao do nivel de PON1 no
liguido folicular do foliculo pré-ovulatorio. Desta forma, também devemos considerar
gue mudancas inflamatodrias sistémicas podem se refletir na composi¢édo do liquido
folicular e podem afetar diretamente a expressao génica nas células da granulosa
como observado em nosso estudo. No entanto, mais estudo sdo necessarios,
especialmente comparando a injecéo intrafollicular com a injecdo sistémica e seus

efeitos no desenvolvimento folicular.



6 Conclusoes

Conforme os resultados deste estudo, o desafio com LPS induz uma reposta
inflamatoria nas células da granulosa de foliculos dominantes, mediada pela via do
TLR4 e resultando em reducdo da expressdo de TNFa. Além disso, esta resposta
pode alterar a producdo de hormonios esteroides em longo prazo visto que a
expressao de enzimas chave neste processo (StAR) foi drasticamente reduzida, e,
desta maneira pode comprometer a fase final da foliculogénese e posterior ovulagao.

Estes resultados indicam que o modelo de aplicacdo de LPS sistémico e
coleta de células ovarianas € um bom modelo de estudo e pode refeletir de maneira
adequada como alteracdes inflamatorias sistémicas podem afetar o ovario de
maneira local. Desta maneira podemos observar que este modelo pode trazer mais
beneficios a estudos deste tipo e ser mais completo do somente estudos com cultivo

celular onde o efeito das alteracdes em nivel sistemico ndo podem ser consideradas.
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Pelotas, 14 de setembro de 2015

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof. Dr. Augusto Schneider

Departamento de Nutrigdo - Faculdade de Nutrigdo

Senhor Professor:

A CEEA analisou a solicitagdo o projeto intitulado: “Efeito do desafio com LPS
na atividade sérica e intrafolicular da paraoxanase e mieloperoxidase em boyinos”,
processo n°23110.004006/2015-07, que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo, pois esta de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA).

Solicitamos, ap6s tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

~ Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (cédigo para cadastro n® CEEA 4006-
2015).
Vigéncia do Projeto: 15/09/2015 a 01/08/2016
Espécie/Linhagem: Bovinos/Jersey
N° de animais: 20
Idade: Acima de 15 meses

Sexo: Fémeas
Origem: EMBRAPA Clima Temperado
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M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

, (ZCieme em: 28 /A pois
Assinatura do Professor Responsavel: %
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