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1. INTRODUCAO

A bovinocultura de carne possui extrema importancia na economia do Brasil,
sendo responsavel por R$ 80 milhdes somente no ultimo trimestre de 2019 (IBGE,
2019). Isso ocorre principalmente pelo Brasil possuir o maior rebanho comercial
de bovinos e ser o maior exportador de carnes do mundo (CNA, 2018). A
lucratividade desse setor, entre outros fatores, estd muito relacionada a eficiéncia
reprodutiva do rebanho, ou seja, o indice de terneiros nascidos e desmamados
sadios comparado ao numero de fémeas em fase de reproducédo (VALLE et al.,
2000), sendo o ideal que se alcance uma natalidade de 80% (FOLZ, 2002).
Contudo, esse valor pode variar negativamente conforme o0 manejo da
propriedade.

Um dos periodos de maior cuidado e importancia para gerar uma nova
prenhez é o pés-parto recente (MORAES et al., 2014). No entanto, nesse periodo
as vacas muitas vezes entram em balanco energético negativo (NEWMAN et al,
2016), que somado ao estresse decorrente do parto, diminuem a imunidade
(FURKEN et al., 2015) dos animais, os tornando mais susceptiveis a endotoxemia
por lipopolissacarideo (LPS). O LPS € uma toxina presente na parede celular das
bactérias gram-negativas, que é reconhecida pelas células de defesa do animal
através do receptor do tipo toll 4 (TLR4) (HERATH et al., 2006) e € capaz de
desencadear uma resposta inflamatéria, ocasionando aumento da secrecao de
mediadores inflamatorios (MENCHETTI et al., 2018).

A endotoxemia é um aumento de LPS na corrente sanguinea, que pode ser
causado por doencas infecciosas ou metabdlicas. Estas enfermidades podem
estar presentes nos animais de forma clinica ou subclinica (sem sinais clinicos
evidentes), acarretando em perdas econémicas para o0 setor produtivo (HERAVI
MOUSSAVI et al., 2012). Os prejuizos ocorrem principalmente pela relacao entre
endotoxemias e reducdo de fertilidade em fémeas. Além disso, tem sido
evidenciado que o LPS possui acdo em todo trato reprodutivo dos animais
(BIDNE et al., 2018).

O utero é um oOrgao essencial na prenhez, sendo responsavel pela
implantagcdo do embrido e o desenvolvimento do feto (MOORE et al.,, 2016).
Direta ou indiretamente, o LPS pode alterar a expressdo de genes ligados a
inflamagcdo em vérios tecidos bovinos, sendo assim, poderia também afetar a
expressdo génica no utero (CAMPOS et al.,, 2018). Tendo isso em vista, 0
objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de duas aplicagbes de LPS na
expressdo de genes ligados a inflamacdo e qualidade uterina em bovinos de
corte.

2. METODOLOGIA

O estudo contou com 16 novilhas de corte (ragca europeia), clinicamente
saudaveis, em torno de 14 meses de idade, manejadas em sistema confinado.
Quatorze dias antes de iniciar o experimento (D-14) os animais passaram por um
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protocolo hormonal para sincronizacdo da onda folicular, foi aplicada uma dose
intramuscular (i.m) de 25 mg de PGF2a (Lutalyse, Zoetis®, S&o Paulo, Brasil). No
dia zero (DO) foi realizada a colocacao intravaginal do dispositivo liberador de
progesterona (1g de P4, CIDR, Zoetis®, Sao Paulo, Brasil), mais uma inje¢céo de
2 mg de Benzoato de estradiol (Gonadiol, Zoetis®, Sao Paulo, Brasil) e 25 mg de
PGF2a (Lutalyse, Zoetis®, S&o Paulo, Brasil) via i.m. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos e receberam o tratamento ou controle
nos dias 1 e 2. O grupo LPS (n=8) recebeu duas aplicagbes de 2 mL de solugao
salina (0,9% de NaCl) contendo 0,5 pg/kg de peso corporal de LPS (Sigma
Aldrich® Missouri, EUA) via i.v., com intervalo de 24 horas, e 0 grupo controle
(n=8) recebeu duas aplicacdes de 2 mL de solucéo salina (0,9% de NaCl) com o
mesmo intervalo. A temperatura corporal dos animais foi aferida nas horas 0, 4,
24 e 28, através de termdmetros digitais data logger (Ibutton®, Thermochron,
Whitewater, USA), implantados via intravaginal. Todos os procedimentos
realizados neste experimento foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brazil
(Protocolo 9364).

Os animais foram abatidos no dia 5 do experimento, quando foram coletadas
amostras do utero, captando todas as camadas do 6rgdo. As amostras foram
maceradas em 1mL de trizol (Sigma Aldrich® Missouri, EUA) e armazenados em
nitrogénio liquido. O RNA foi extraido por método de reagentes conforme o
protocolo do frabricante do trizol (Sigma Aldrich® Missouri, EUA) e apos foi
realizada uma purificacdo baseado em coluna com o kit comercial RNeasy
Cleanup (Qiagen®, Hilden, Alemanha). O cDNA foi realizado utilizando o kit
iScript Synthesis (BIORAD®, Hercules, EUA). Foi realizado PCR em tempo real
dos genes: toll like receptor 4 (TLR4), tumor necrosis factor (TNF), interleukin 1
beta (IL1B), cytochrome c oxidase subunit Il (COX2) e Nanog homeobox
(NANOG).

As andlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA) utilizando o test t. Foi considerado como
diferenca estatistica valores de P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desafio com LPS gerou aumento da temperatura corporal (>39,6°C) quatro
horas apds cada desafio, em relacdo ao grupo controle (P<0,05). A temperatura
corporal do grupo controle variou de 38,8 a 39,2 °C durante o experimento. I1Sso
confirma que as doses de LPS utlizadas foram suficientes para gerar uma
resposta sistémica, suportado pela presenca de febre (>39,6°C) (ZEBELI et al.
2013). O desafio, entretanto, ndo afetou a expresséo dos genes relacionados com
reconhecimento de LPS e resposta imune, TLR4, TNF e IL1B (P>0,05), como
demonstrado na figura 1(A), (B) e (C), respectivamente. No entanto, foi observada
uma diminuicdo na expressdo dos genes relacionados com qualidade do
ambiente uterino, COX2 (P=0,024) e NANOG e (P=0,020), conforme figura 1 (C) e
(D).

A inflamacédo que é gerada pelo aumento de LPS na corrente sanguinea em
doencas subclinicas, sejam elas infecciosas ou metabdlicas, foi mimetizada neste
experimento através da aplicacdo de duas doses baixas de LPS. Porém, essas
condi¢cdes ndo afetaram a expressdo de TLR4, que é o principal mecanismo de
reconhecimento do LPS (HERATH et al., 2006). Experimentos tanto in vitro
(SWANGCHAN-UTHAI et al., 2012) quanto in vivo (BILAL et al., 2016) reportaram
aumento na expressao de TLR4, frente a desafios com LPS, em células
endometriais ou no Utero. Além disso, (CRONIN et al., 2012) mostra que quando
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é feito knockdown do gene do TLR4 ocorre ao mesmo tempo uma diminuicdo de
mediadores inflamatérios, como ILB1, IL6 e IL8, indicando que os receptores
TLR4 estdo diretamente relacionados com a inducdo da inflamacdo. Isso
corrobora nossos resultados, pois o LPS ndo afetou na expressdo de TLR4 e
como consequéncia disso, os mediadores inflamatorios TNF e IL1B também né&o
foram alterados. Isto pode ter ocorrido pelo curto tempo de exposi¢cao dos animais
ao LPS, ndo sendo o suficiente para ativar esta rota ou pelo tempo entre a ultima
aplicacao de LPS e a coleta dos tecidos. Nesse sentido, SWANGCHAN-UTHAI et
al. (2012) demonstrou que frente a exposicdo ao LPS, a expressdo de TNF
aumenta na primeira hora e de IL6 seis horas ap0s e em 24 horas esses niveis ja
retornaram ao normal, o que poderia justificar nossos resultados.
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Figura 1 — Expressao relativa dos genes (A) TLR4, (B) TNF, (C) IL1B, (D) COX2 e (E) NANOG em
Utero de novilhas desafiadas ou ndo com duas doses de LPS (0,5 pg/kg de peso corporal) com
intervalo de 24 h.

Direta ou indiretamente, o desafio com LPS diminuiu pela metade a
expressao génica de COX2, quando comparado com o controle. Essa enzima tem
a funcdo de sintetizar a prostaglandina E2 (PGE;), assim, nossos resultados
sugerem que o LPS pode gerar uma diminuicdo de PGE, que é sintetizada pelas
células do endométrio, e é essencial para a mantenca da prenhez pela regulagéo
do corpo Iluteo (POYSER, 1995). Somado a isso, a expressdao de NANOG
diminuiu 92% com a exposicdo ao LPS, esse gene esta relacionado com a
pluripoténcia das células, sendo importante no processo de regeneracdo do
endomeétrio frente a injurias. Em embrides de cabras, um knockdown de NANOG
diminui o nimero de células do trofoblasto (HABIBI et al., 2018), que atua na
implantagdo do embrido no endométrio. Porém no Utero sdo necessarios mais
estudos para explicar as problematicas e os mecanismos pelos quais o LPS
diminuiu a expressao de NANOG. Podendo ocorrer um prejuizo na implantacéo
do embrido por uma ma regeneracdo do endométrio, devido a sua funcdo de
pluripoténcia.

4. CONCLUSOES

O desafio com duas doses de LPS nao altera a expressao de TLR4, TNF e
IL1B no atero. No entanto, esse é o primeiro estudo em demonstrar que o LPS
pode comprometer a qualidade do ambiente uterino através da diminuicdo da
expressao dos genes COX2 e NANOG.
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