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1. INTRODUCAO

A pecuéria leiteira tem sido intensificada nos ultimos anos, resultando em
aumento na producéo de leite. Contudo, esse aumento na producao gera como
consequéncia superlotacdo, estresse e aumento de incidéncia de doencas no
primeiro més de lactacdo. A reproducdo € o principal fator a ser considerado
dentro de um sistema de producdo, pois garante a permanéncia na atividade
(LEBLANC et al., 2006). Entretanto no pds-parto recente, a incidéncia de doencas
como metrite chega a 40% e a de mastite varia de 20-50% (SHELDON et al.,
2002), causando grandes perdas econdmicas. Um dos principais agentes
causadores dessas doencas € a bactéria gram negativa Escherichia coli
(SHELDON et al., 2002).

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo endotoxinas presentes na parede de
bactérias gram negativas, responsaveis por promover a resposta inflamatoria,
através do sistema imunologico (MATEUS et al., 2003). A principio, acreditava-se
gue o LPS atuava a nivel de hipotalamo ou hipdfise, inibindo a liberagdo de
gonadotrofinas e, consequentemente, afetando o desenvolvimento folicular
(SUZUKI et al., 2001). Entretanto, o LPS pode também ter um efeito direto no
foliculo ovariano, visto que estudos in vitro (BROMFIELD e SHELDON, 2011) e in
vivo (CAMPOS et al., 2017) indicam que as células da granulosa podem gerar
uma resposta inflamatoria semelhante as células do sistema imunoldgico, uma
vez que foi detectada a expressao do receptor TLR4, principal mecanismo de
reconhecimento do LPS e ativacdo da resposta imune. Além disso, foi observada
uma diminui¢do na taxa de maturagao nuclear, aumento do estresse oxidativo e
aumento na apoptose de oécitos maturados in vitro com 10 pg/mL de LPS (ZHAO
et al., 2017).

Tanto in vivo quanto in vitro, somente o00citos maturos sdo capazes de
retomar a meiose, adquirir a habilidade de serem fecundados, atingir o estagio de
blastocisto e, consequentemente, gerar uma prenhez (FAIR et al., 1996). Neste
sentido, qualquer fator endégeno ou exdégeno que altere o ambiente intrafolicular
pode acarretar em efeitos negativos na maturacdo oocitaria (AGARWAL et al.,
2005), reduzindo a fertilidade. Portanto, a maturagdo oocitaria é um dos
mecanismos chave no sucesso de programas reprodutivos. Diante disso,
objetivou-se avaliar o efeito de doses crescentes de LPS durante a maturacao
oocitéria in vitro sobre desenvolvimento embrionério inicial em bovinos.

2. METODOLOGIA

Para verificar o efeito do LPS durante a maturacao oocitaria, foram utilizadas
as seguintes concentracoes: 0 (controle); 0,1; 1 e 5 pg/mL de LPS (SIGMA®, St.
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Louis, MO, USA) no meio de MIV. As concentracdes foram definidas com o
objetivo de mimetizar o acumulo de LPS intrafolicular que ocorre em processos
infecciosos in vivo, como a endometrite subclinica, em que a concentracdo de
LPS varia entre 0-0,04 pg/mL e a endometrite clinica, cuja concentracdo varia
entre 0,042-0,875 ng/mL (HERATH et al., 2007).

A producéo in vitro de embrides foi realizada a partir de ovarios bovinos
provenientes de abatedouros locais. Para obtencdo dos complexos cumulus
odcitos (COCs), foram aspirados foliculos com diametro de 3 a 8 mm. Os COCs
foram selecionados quanto a morfologia e distribuidos aleatoriamente em grupos
(40-50 odcitos/grupo) e adicionados ao meio de MIV, com a respectiva
concentracéo de LPS (0, 0,1; 1 e 5 ug/mL). A maturacéo ocorreu em gotas de 400
UL de meio de MIV (Progest® Biotecnologia em Reproducdo Animal, Botucatu,
SP, Brasil), em estufa com 5% de CO, e 39 °C durante 22 horas. Apos a MIV, os
COCs foram transferidos a gotas de 400 pyL de meio FIV (Progest®) e conduzida
a inseminacdo com concentracéo de 1x10° espermatozéides/mL. Os COCs foram
incubados com os espermatozoides sob as mesmas condi¢cdes da MIV durante 20
horas e o dia da inseminacao foi considerado como o dia O de cultivo. Apds, 0s
provaveis zigotos foram desnudados das células do cumulus mediante sucessivas
pipetagens e, transferidos a gotas de 200 uL de meio de cultivo (Progest®) sob
6leo mineral. O cultivo embrionario ocorreu durante 7 dias. No dia 3 (D3), foi
avaliada a taxa de clivagem (clivados/inseminados) e ao sétimo dia foi avaliada a
taxa de desenvolvimento embrionario (blastocistos/inseminados). Adicionalmente,
em D3 e D5 foi realizada a troca de 70% do meio de cultivo por meio de cultivo
fresco. Foram realizadas 8 repeticdes, totalizando 400 COCs/grupo.

Além disso, também foi realizada analise de maturagdo nuclear. Apés a M1V,
40-50 COCs/grupo foram desnudados das células do cumulus através da enzima
hialuronidase (1 mg/mL) (SIGMA®) e sucessivas pipetagens. Os 00citos
desnudos foram fixados por 30 min em PBS suplementado com 0,5% de
glutaraldeido, corados por 15 min em PBS acrescido de 1 mg/mL de PVA e 5
ug/mL de Hoechst 33342 (SIGMA®), lavados por 5 min em PBS e transferidos as
laminas em gotas de ~10 pL de PBS-Glicerol (1:1) acrescido de 0,5 pg/mL de
Hoechst 33342. A fluorescéncia foi avaliada utilizando o microscopio de
fluorescéncia invertido IX 71 (Olympus®, Shinjuku-ku, Tokyo, Japéo) equipado
com filtros UV de 330-385 nm. Foram considerados como o6citos maturos os que
apresentaram extrusdo do primeiro corpusculo polar (metafase Il) e ndo maturos,
0S que ndo apresentaram esta configuracdo. Desta forma foram conduzidas 3
repeticdes, totalizando 135 odcitos/grupo.

Os resultados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) e
o teste de Tukey para a comparacao de médias, no programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os resultados sao apresentados
como média * erro padrdo. Foi considerado como diferenca estatistica P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Contrario ao esperado, o LPS nédo afetou a taxa de maturacdo nuclear
(P>0,05), que foi de 63,57 = 8,64% no controle e de 54,69 = 4,89%, 40,94 *
2,77% e 54,60 £ 6,80% nas concentracbes de 0,1; 1 e 5 pug/mL de LPS
respetivamente (Figura 1). A taxa de clivagem do grupo controle foi de 73,02 +
4,65% semelhante aos grupos desafiados com 0,1; 1 e 5 pg/mL LPS que foi de
69,0 + 6,34, 71,05 £ 6,88 e 75,62 + 4,78% respectivamente (P>0,05, Figura 1). Da
mesma forma, a taxa de blastocisto ndo diferiu entre o controle (24,24 £ 1,92%) e
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0s grupos desafiados com LPS (20,91 = 4,27, 26,76 = 3,41 e 24,16 + 3,66%
respectivamente, P>0,05) como evidenciado na Figura 2.

Nossos resultados contrariam o reportado por outros trabalhos que
encontraram reducao da taxa de maturacdo nuclear de oocitos maturados in vitro
com 10 pg/mL de LPS (BROMFIELD e SHELDON, 2011; ZHAO et al., 2017).
Além disso, ZHAO et al. (2017) reportaram que o LPS aumentou a presenca de
anormalidades no fuso mei6tico, assim como levou ao aumento do status
oxidativo e da taxa apoptética. Adicionalmente, ROTH et al. (2015) observaram
diminuicdo na taxa de clivagem e na taxa de blastocisto de odcitos maturados in
vitro no fluido folicular de vacas desafiadas com LPS intramaméario (0,5 pg)
durante 20 dias, indicando que alteracdes no ambiente intrafolicular decorrente do
desafio com LPS afetam negativamente a maturacado oocitaria.
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Figura 1.Taxa de maturacdo nuclear (a) e taxa de clivagem (D3) (b) de odcitos
maturados in vitro com diferentes concentracdes de LPS.
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Figura 2.Taxa de blastocisto em D7 de odcitos maturados in vitro com diferentes
concentracdes de LPS durante 22 horas.

Os estudos que reportam alteracdes na maturacdo oocitaria decorrentes do
LPS, utilizaram concentracdo de 10 pg/mL de LPS no meio de MIV. Em
contrapartida, a maior concentracéo testada no nosso estudo foi de 5 pg/mL de
LPS. Isto poderia explicar a divergéncia dos nossos resultados em comparacéo
com os outros trabalhos. Porém, sdo poucos os estudos que mensuraram o LPS
intrafolicular. Nesse estudo, buscamos nos assemelhar as condi¢cdes observadas
in vivo, portanto utilizamos como referéncia o trabalho de HERATH et al. (2007)
gue encontrou concentragdes intrafoliculares de LPS de <0,04 e <0,875 pg/mL
em animais com endometrite subclinica e clinica, respetivamente. Sendo assim,
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uma concentragdo de 10 pg/mL durante a maturagdo oocitaria seria pouco
provavel de acontecer in vivo.

A maturacdo oocitéria € um conjunto de eventos complexos, em que, tanto
in vivo quanto in vitro, 0s mecanismos ainda nao estdo completamente
elucidados. A vista disso, mais estudos estdo sendo conduzidos pela nossa
equipe para compreender como o LPS pode influenciar a fertilidade em bovinos, a
nivel de odcito e desenvolvimento embrionario inicial. Assim como, para conhecer
as concentracdes reais de LPS intrafolicular de animais acometidos com
diferentes infeccdes, subclinicas e clinicas.

4. CONCLUSOES

Considerando as taxas de maturacdo nuclear, clivagem e desenvolvimento
embrionario obtidos neste experimento concluimos que o LPS nas concentracfes
testadas ndo afeta o desenvolvimento embrionario inicial in vitro em bovinos.
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