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1. INTRODUCAO

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo endotoxinas que estdo presentes na
membrana externa de bactérias gram-negativas (AKIRA et al., 2006). Segundo
DICKSON et al. (2019), o LPS atua por meio do receptor do tipo Toll 4 (TLR4),
gerando uma cascata de sinalizacdes e produz citocinas inflamatdrias e proteinas
de fase aguda, promovendo a inflamag¢do. Em bovinos, conforme descrito por
GINDRI et al. (2019), doencas infecciosas como metrite, endometrite e mastite sao
causadas por bactérias gram-negativas, além de disturbios como a acidose ruminal
(SCHAUMBERGER; REISINGER, 2014), com potenciais efeitos sistémicos que
podem ocasionar febre, desidratacéo, dificuldade respiratéria e diminuicdo da
motilidade do ramen (CAMPOS, 2017).

No ambito reprodutivo, as principais doencas que acometem o0s bovinos séo
a metrite e endometrite, que podem diminuir a atividade uterina e ovariana,
prejudicando a fertilidade (SHELDON et al., 2009). Segundo MAGATA & SHIMIZU
(2017), a endotoxina pode retardar o crescimento do primeiro foliculo pés-parto,
reduzir os niveis de estradiol (E2) e as concentracfes de progesterona (P4). Aléem
disso, as citocinas pro-inflamatdrias podem desencadear liberagcéo indesejada de
horménio luteinizante (LH), P4 das adrenais e de prostaglandina F2a (PGF2a),
reduzindo a eficiéncia reprodutiva dos animais (BERTONI et al., 2008).

Além dos efeitos hormonais ocasionados pela endotoxina, também sé&o
relatados efeitos na expressdo de genes relacionados a reproducdo. O receptor
TLR4 esta expresso nas células da granulosa e da teca, indicando que o LPS pode
afetar a funcdo folicular dos animais (MAGATA et al., 2014). Junto a isso, a
endotoxina pode migrar para o ovario e oviduto, aumentando a expressao do Fator
de Necrose Tumoral (TNFa), que € um mediador de inflamacéo, e diminuindo a
expressdo de Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 2 (IGF-2) que esta
associado ao desenvolvimento embrionario (IBRAHIM et al., 2015).

Desse modo, o objetivo do estudo foi avaliar a expressao dos genes TLR4,
TNF e IGF2 no oviduto de novilhas desafiadas com duas doses de LPS.

2. METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética e Experimentacdo animal da
Universidade Federal de Pelotas, sob o niumero 9364. Foram utilizadas dezesseis
novilhas Aberdeen Angus saudaveis, com aproximadamente 14 meses de idade,
confinadas e recebendo uma dieta total mixed. Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, o grupo LPS (n = 8), que recebeu duas aplica¢des
intravenosas de 0,5 ug / kg de peso corporal de LPS (Sigma Aldrich®) diluido em
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2 mL de solucéo salina (0,9% de NaCl); e o grupo controle (n = 8), que recebeu
duas aplicagbes de 2 mL de solucao salina (0,9% de NaCl). Ambos os grupos
tiveram intervalo de 24 horas entre as aplicagdes.

Os animais foram submetidos a um protocolo de sincronizagcdo da onda
folicular e quatorze dias antes do inicio do protocolo, as novilhas receberam 25 mg
de PGF2a (i.m., Lutalyse®; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). No dia zero do protocolo
(DO0), foi inserido um dispositivo intravaginal de liberacao lenta de P4 (1 g, CIDR®,
Zoetis®), 2 mg de benzoato de estradiol (Gonadiol, Zoetis®) i.m. e 25 mg de PGF2a
(Lutalyse®, Zoetis) i.m. No D1 houve a primeira aplicagdo de LPS e no D5 foi
retirado o implante de P4 e realizado o abate dos animais.

Foram implantados, via intravaginal, termometros digitais data logger
(Ibutton®, Thermochron, Whitewater, USA), desde a hora 0 até 12 horas ap6s o
segundo desafio com LPS para o acompanhamento da temperatura, e sua
mensuracao foi realizada com intervalos de 30 minutos.

ApOos o abate, foi coletado um fragmento de oviduto em criotubos,
homogeneizados em um mixer em 0,5mL de trizol (Invitrogen®, Carlsbad, CA,
USA) e armazenados em nitrogénio liquido até serem transferidos para o freezer
em uma temperatura de -80°C, onde permaneceram até a extragdo de RNA para
analises de expressao génica, que foram realizadas utilizando genes relacionados
a resposta inflamatoria e ao reconhecimento do LPS no oviduto: TNF, TLR4 e IGF2.

As analises estatisticas da expressao génica foram analisadas através do test
t no GraphPad Prism 7 e para os resultados de temperatura, ANOVA medidas
repetidas no software NCSS 2004. Foram considerados como diferenga estatistica
valores de P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desafio com duas doses de LPS em novilhas ndo apresentou efeito na
expressado dos genes TLR4, TNF e IGF2 (P>0,05) no oviduto (Figura 1).
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Figura 1. Expresséao relativa dos genes (A) TLR4 e (B) TNF e (C) IGF2 no
oviduto de novilhas desafiadas ou ndo com duas doses de LPS (0,5ug/kg de peso
corporal) com intervalo de 24h.

As doencas causadas por bactérias gram-negativas, afetam o crescimento
folicular e a ovulagéo, prejudicando a fertilidade dos animais (GINDRI et al., 2019).
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Isto se deve a presenca do receptor de LPS, o TLR4, nas células da granulosa e
da teca, que irdo desencadear a resposta inflamatéria (MAGATA; SHIMIZU, 2017).
Dessa forma, era esperado um aumento nos niveis de TLR4 no presente estudo,
porém ndo houve alteracdo na expressao desses genes, no oviduto, em animais
desafiados com LPS. Esse resultado corrobora com o encontrado por DICKSON et
al. (2019), onde a administracdo de LPS também n&o alterou os niveis de TLRA4.
CRONIN et al. (2012), encontraram um aumento de TLR4 no endométrio, com uma
consequente diminuicdo dos marcadores inflamatorios. Isso vem ao encontro do
presente estudo, aonde ndo houve aumento de TLR4 e, dessa forma, o TNFa
também n&o foi alterado.

As citocinas desencadeadas pelo LPS, como o TNFa, atuam como
marcadores inflamatérios e possuem efeitos na producéo e secrecdo do leite, bem
como podem causar efeitos enddcrinos, metabdlicos e imunolégicos apés sua
ativacdo (WALDRON et al. 2013). Segundo CHANROT et al. (2017), animais
expostos a LPS possuem a expressao de TNFa aumentada, o que diverge do
encontrado no presente estudo, onde a expressao de TNFa nao foi afetada pelo
desafio.

O IGF2 é um importante marcador de desenvolvimento embrionario e esta
relacionado com a maior taxa de nascimento de animais saudaveis (NEIRA et al.,
2010). Nesse estudo, seus niveis ndo apresentaram aumento com a aplicacao de
LPS. Porém, ja foi relatada anteriormente uma diminuigéo nos valores de IGF2 em
animais desafiados com LPS, demonstrando que a endotoxina pode reduzir a
qualidade do ambiente para o desenvolvimento do embrido (IBRAHIM et al., 2015).

Apesar de néo ter ocorrido alteracdes nesses genes, 4 horas apds a primeira
aplicacdo e 4 horas ap0s a segunda, a temperatura corporal dos animais do grupo
LPS (39.9+0.2°C, 40.4+0,3°C) foi superior aos do grupo controle (39.1+0.1°C,
39.3+0,1°C), afirmando que a dose utilizada foi capaz de gerar uma resposta
sistémica (CAMPOS, 2017), o que nos leva a crer que o curto tempo de exposi¢cao
ao LPS foi determinante para ndo ter causado alteracdes na expressao génica.

4. CONCLUSOES

O desafio com duas doses de LPS em um intervalo de 24 horas ndo alterou a
expressado dos genes avaliados no oviduto de bovinos.
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