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Objetivo

Abordar 0s possiveis mecanismos pelos quais 0S
Lipopolissacarideos (LPS) podem afetar negativamente
a fertilidade, a nivel de maturacdo oocitaria e
desenvolvimento embrionario inicial em bovinos.
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Periodo critico

S o o A A A
Parto 1 més

1 Incidéncia de doencas
> []DeE2, LH e FSH alteradas;

» Mastite (20-50%) » I Crescimento folicular;
» Metrite (40%) > Atraso na ovulacio;
* E. coli (Gram -) » Reducdo da fertilidade.

Dohmen et al., 2000; Opsomer et al., 2000; Sheldon et al., 2002; Williams et al., 2007




Lipopolissacarideos (LPS)

v'Plasma
v'F. uterino
v'F. folicular

» Mastite (E. coli)
> Metrite
» Endometrite:

Clinica 4,3 - 875,2 ng/mL

Subclinica 0 - 40 ng/mL S Saudavel: 0-0,8 ng/mL

Herarth e Williams, 2007; Kohchi et al. 2006; Mateus et al.2003



Maturacgao oocitaria

‘_ Maturagao _ Blas'_cocisto ) - Gesta;éc_)

» Exdégenos

AGARWAL, et al., 2005; CARREL et al., 2005; WANG, et al., 2002.
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Maturacao oocitaria Nuclear

Citoplasmatica
Molecular

Vesicula
germinativa GVBD Metafase |

Ferreira, et al., 2009; Araujo, et al., 2014



Maturacao oocitaria Nuclear

#

(3

Vesicula
germinativa

Ferreira, et al., 2009; Araujo, et al., 2014



Maturacgao oocitaria Citoplasmitica

Vesicula

germinativa Metéafase | Tel6fase | Metafase Il

®  MitocdHndrias
~= Microtubulos (tubulina a ef)
™~ « Filamentos de actina
Granulos corticais

Ferreira, et al., 2009; Araujo, et al., 2014



Maturacgao oocitaria Molecular

Vesicula
germinativa Metéafase | Tel6fase | Metafase Il

MAPK (Proteina cinase ativada por mitogenos)
» Ativada por sinais extracelulares
» Regula:
v" Express3o génica
v' Mitose
v' Apoptose
Ferreira, et al., 2009; Araujo, et al., 2014
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Lipopolissacarideos (LPS)

» C. Granulosa CIV (24h) + LPS (10pg/mL)

Expressao TLR4
M Acumulo de IL-6
M Acumulo IL-8

» C. Granulosa CIV (24h) + LPS (1pg/mL)

J, Estradiol
Expressao TLR4
1 Citocinas e quimiocinas inflamatdrias

> COCs — MIV (24h) + LPS (10ug/mL)

J Taxa maturacao meidtica

Bromfield e Sheldon, 2011; Price, et al.,2013



Lipopolissacarideos (LPS)

LPS IV (2,5 ng/Kg de peso vivo) (n=10)
» " Temperatura 40,4 + 0,1°Cvs 38,8 + 0,1°C (P<0,001)

» Diametro folicular (P=0,27)
> E2eP4(P>0,05)
» JPON1 FF e sanguinea

» Alteracdo na expressao génica nas C. da granulosa

v STAR
v' TNF
v' TLR4

Campos, et al., 2017



Artigo 1

Reproduction, Fertility and Development

Subclinical mastitis disrupts oocyte cytoplasmic maturation
in association with reduced developmental competence
and impaired gene expression in preimplantation

bovine embryos

Z. Roth™"%, 5. Asaf", O. Furman'™, Y. Lavon’, D. Kalo™, D. Wolfenson™
and G. Leitner™

A mastite subclinica interrompe a maturacao citoplasmatica do odcito em
associacdo com uma menor competéncia de desenvolvimento e diminuicao
na expressao génica de embrides bovinos durante a pré-implantacao.

Publicado: 2015 Fator de impacto: 2,65




Objetivo

Avaliar os efeitos da resposta inflamatdria (LPS-
Mastite subclinica) a longo prazo e o ambiente
folicular na maturacao de odcitos bovinos.




Metodologia

e |In vivo e |nvitro

Toxinas:
Staphylococcus aureus (+)
Escherichia coli (-)




In vivo 12 Vacas Holandés
LPS n=(6)
Controle n=(6)

Ovsynch

cicol | cico2 | ciclo3 I cicloa | ciclo 5‘ Ciclo6| Ciclo 7

Dia 0 do ciclo
v' D6 (PG) D8 (GnRH)




In vivo

Ovsynch

Ciclo 1 I Ciclo 2 Ciclo 3 I Ciclo 4 I Ciclo5 | Ciclo6] Ciclo7

Aplicacao LPS (0,5ug) 20 dias I
48h




In vitro

PIVE Asp.lragao
folicular

= Abatedouro
= Aspiracao de foliculos: 3 —8 mm de diametro

v = Busca e selecao de oocitos
nupeec



In vitro

Aspiracao MIV

PIVE folicular 22h

v" FF de vacas desafiadas com LPS
v" FF controle




In vitro
PIVE\/ASpiragéo MY \> Anilises >

folicular

Maturacao nuclear (DAPI)

o : O
Metdafase I A | Metéfase | 8 | Indefinido =

»Desnudados
| »5 repeticoes (n=50 COCs/grupo)
y »Microscopio de fluorescéncia invertido
nupee




In vitro
plyg  Aspiracao MIV Anilises
folicular

Granulos corticais (FITC-PNA)

»Desnudados
»5 repeticoes (n= 50 COCs/grupo)
» Microscopio de fluorescéncia invertido



In vitro

ASDiracs
PIVE >PIFaao MIV
folicular
Inseminacao:

Dia 0 (DO)




In vitro

. Aspiracio FIV -
PIVE/ U MIV 18h Analises

Expressao génica

» 0dcitos: 22h de MIV

» Zigotos: 44h de FIV

PTGS2: Inflamacao

HSF1: Estresse proteotoxico
POUS5F1: Ativador de transcricao
GDF9: Competéncia oocitaria
SLC2A1: Metabolismo

NN SNX KX




In vitro

~ Aspiragdo \> >> FIV > CIv
FNIE / folicular Y 18h D8

Clivagem (44h)




vitro

In

)

Clv
D8

>

FIV
18h

MIV

@)

NQW
M >S5
= 90
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» Contagem celular (Hoechst)
fluorescéncia invertido
v' n=20 embrides/grupo

» Apoptose (TUNEL)

» Blastocisto (D8)
v' Microscopio de




In vitro

folicular 18h D8

PIVE\/ Aspiraggo \> FIV . CIV >

P B

o5 ) G

» Blastocisto (D8)
» Contagem celular (Hoechst)

» Apoptose (TUNEL)

v' Microscopio de
fluorescéncia invertido
v' n=20 embrides/grupo




In vitro

Aspiracao FIV Clv
FLIE folicular MIV 18h D8

» Blastocisto (D8)
» Contagem celular (Hoechst)

» Apoptose (TUNEL)

v' Microscopio de
fluorescéncia invertido
v' n=20 embrides/grupo




In vitro

. Aspiracio FIV Clv
PIVE/ folicular Y 18h D8

Analise Estatistica

> One way ANOVA (SAS)
» Tukey

» P<0,05 diferenca significativa




RESULTADOS




Caracterizacao da Mastite

» Cortisol, haptoglobina e producao nao diferiram.




Hormonios FF
» P4: I, 66,5 ng/mL (LPS) e 236,2 ng/mL (Controle)

> E2: 4, 927,8 ng/mL (LPS) e 1060,0 ng/mL (Controle)

» P4:E2 sem diferenca entre tratamentos

/ Estradiol Progesterona
B
0




Ciclo celular

—Imin Cn EE GVYBD HE GV

100 - S——
80 -
=
% 60 4
(@)
)
‘S
O 40 -
o
20 -
0

Controle 0,5 pg LPS

Ciclo celular de odcitos maturados in vitro em FF de vacas
r (é desafiadas ou ndo com LPS.




Granulos corticais

[ JClass il CJClass Il M Class |
a b

3

3

Odcitos (%)
g

b
o

S

Controle 0,5 ug LPS

Classificacao de odcitos maturados in vitro com FF de vacas
4 / desafiadas ou nao com LPS.
)




Desenvolvimento embrionario

14 b a
100 - 12 T
§ 80 2 ;\? 10 -
S— b N
(%) 8
qE) 60 S
? z :
= 40 ..g
O 2 4l
20 |@
2 -
0 1 0 I
Controle 0,5 pg LPS Controle 0,5 ug LPS

Taxa de clivagem (44h) e taxa de blastocisto (D8) proveniente de
~odcitos maturados in vitro em FF de vacas desafiadas ou ndo com LPS.




Contagem de Células

100 1

80 -

60 -

Contagem Total

Controle ' 0,5 pg LPS

Contagem total de células de embrides (D8) provenientes de odcitos
maturados in vitro em FF de vacas desafiadas ou nao com LPS.

| y




Apoptose

30 1
__ 25
S
o 20-
(7p]
S
3 157
a
< 10- T
5 4
0

Controle ' 0,5 pug LPS

Taxa de apoptose de embrides (D8) provenientes de odcitos maturados
in vitro em FF de vacas desafiadas ou nao com LPS.




Expressao génica

111lul

PTGS2 HSF1 POU5F1 GDF9 SLC2A1

—
o

Odcitos apds a MIV (22h)

-t
3y

o

L

2 Zigotos apds a FIV (44h)

1 11

PTGS2 HSF1 POUS5F1 GDFg SLC2A1

Abundancia (unidades arbitrarias)

____ Expressdo génica em oocitos (22h MIV) e embrides (44h FIV)
./ provenientes de odcitos maturados em FF de vacas desafiadas com LPS




Conclusao: Artigo 1

X Distribuicao de granulos corticais

J, Maturacao

Mastite subclinica \[, Clivagem
(cronica)

J, Desenvolvimento embrionario
J, GDF9 (Odcitos)
™ PTGS2 (Zigotos)

\l/ Desempenho reprodutivo
do rebanho leiteiro




Experimento doutorado

PIVE

.
7

Objetivo .

Avaliar os efeitos do LPS (Clinica
vs subclinica) durante a
maturacao in vitro de odcitos
sobre 0 desenvolvimento
embrionario inicial em bovinos.




Experimento doutorado

Aspira¢ao

PIVE folicular

Selecao




Experimento doutorado

N

PIVE Aspiracao

folicular MIV

Clinica: 0,005- 0,9 pug/mL
Subclinica 0 — 0,04 pg/mL

LPS (ug/mL) Odcitos
0,0 50
0,1 50
1 50
5 50

9 repeticdes (Total: 1800 COCs)




Experimento doutorado

pivg  Aspiracao MIV FIV cIv
folicular

Inseminagao: 6®® o
- > .y W
» 18-20 hs (dia 0) < : (P
@ ® &
ot ¥5°
» Desnudamento ® -

> 7 dias: 5% de CO, e 39 °C |
» D3: taxa de clivagem
» D7: Taxa de Blastocisto




Experimento doutorado

PIVE\ Aspiraggo >|vuv >> FIV > CIV
follcular

Avaliacao da maturacao nuclear

o : O
Metdafase I A | Metéfase | 8 | Indefinido

»Hoechst 33342
» 3 repeticoes (Total: 600 COCs)




Resultados Exp. Doutorado

P>0,05 P>0,05
80- 100'
:\O\ T 80-
bl oy -
§ 60- T o\o _I_
g £ 607
3
< 40- 8
z§ % 40+
5 20-
-% 20+
=
0 T T 0 ) I
0 0.1 1 0 0,1 1 5
LPS (ug/mL) LPS (ug/mL)

Taxa de maturacao nuclear (22h) e taxa de clivagem (D3) de odcitos
maturados in vitro com diferentes concentracdes de LPS.




Resultados Exp. Doutorado

40- P>0,05
=
9o 30+
%)
) T —_
L
& 20+
a
Y

10-
8
|_

0 7 -
0 0,1 1 5

LPS (ug/mL)

Taxa de blastocisto (blastocistos / inseminados) em D7 de odcitos
maturados in vitro com diferentes concentragdes de LPS durante 22 h.




Resultados Exp. Doutorado

42
-e— Controle
-m- |LPS
41-
} ~~~~~~~ } P<0,05

o
¢

Temperatura (°C)
S
o
|

j —s—

Horas

Temperatura retal (°C) de ovelhas desafiadas com LPS IV (2,5ug/Kg
rgle peso vivo) ou com solucdo salina IV (2mL/animal).




Artigo 2

www.impactjournals.comfoncotarget/ Oncotarget, 2017, Vol. 8, (No. 3), pp: 4656-4667

Research Paper

Effects of lipopolysaccharide on maturation of bovine oocyte
in vitro and its possible mechanisms

Shan-Jiang Zhao'"* Yun-Wei Pang'’, Xue-Ming Zhao!, Wei-Hua Du!, Hai-Sheng

Hao!, Hua-Bin Zhu?

]Embr'g.ro Biotechnology and Reproduction Laboratory, Institute of Animal Science, Chinese Academy of Agricultural Sciences,
Beijing 100193, China

“These authors contributed equally to this work

Correspondence to: Hua-Bin Zhu, email: zhuhuabin@caas.cn

Fator de impacto da revista: 5.168




Efeitos do LPS na maturagao oocitaria de 1
bovinos in vitro. J

Possiveis mecanismos envolvidos:

\.

* Dinamica estrutural do citoesqueleto;
e Estresse oxidativo;
* ModificacOes epigenéticas.




Metodologia

Aspiracao

_ MIV Analises
folicular

-\ 0 ﬁv»-
e — §38

1 ug/ml
10 pg/ml

Tratamento com LPS




Metodologia

Analises estatisticas

e Analise de variancia (ANOVA)
e Teste de Duncan
* Valores = média % erro padrao

P<0,05 diferenca significativa




Parametros e
analises avaliadas

(Metodologias e resultados)




Maturacao Nuclear

Mil
3 — s
o 50 )
&
= 404
c
m V4 .
2 2- Odcitos desnudados.
O . .
o Microscopia confocal.
o-— -

T T
Controle 1ug/mL 10 gg/mL

Taxa de extrusao do corpusculo polar de odcitos bovinos
maturados in vitro com concentracoes de 1 ou 10 pg/ml de LPS.
g% n=901 COCs




Ciclo celular (22h)

Analise citoquimica:
Tubulina: FITC
Cromatrina: DAPI

Ciclo celular de odcitos bovinos maturados in vitro ~ @ g
com 0 ou 10 ug/ml de LPS. n = 258 COCs (3 £=*
) repeticdes).




Ciclo celular (22h)  —— controle

Porcentagem (%)

_ COCs (3 repeticdes)

m-
—
%
T
=
—
———
el —_—
[=

Controle 10 pg/mL

Taxa de fuso anormal de odcitos
bovinhos em MI maturados in vitro
com 0 ou 10 pg/ml. de LPS n = 267



Ciclo celular (22h)

Actina: phalloidin-TRITC

Actin Merge

Controle

OO

Observagdes na montagem da Actina de odcitos bovinos maturados
in vitro com 0 ou 10 pg/ml de LPS. n = 10- 15 COCs /grupo (3

\ / repeticdes)

LPS{10pg,/mL)




Ciclo celular (22h)

Western blot: 150 odcitos (M)

wr _
“
©
2
=
(¢+] =
T "
S
S = %
w @
Q : -
Vo =
Q.
X
LL]
o=
=

Controle 10 pg/mL

Nivel da proteina quinase ativada por mitogenos (p-MAPK) em
oocitos bovinos maturados in vitro com 0 ou 10 pg/ml de LPS.




Estresse oxidativo

Geracao de compostos oxidantes X
Atuacao dos sistemas de defesa antioxidante

Mensuracao dos niveis intracelulares de espécies reativas de oxigeno
(EROs) e dihidroetidio intracelular (DHI) de odcitos bovinos maturados in
_vitro com 0 ou 10 ng/ml de LPS. n = 10- 15 COCs /grupo (3 repeticoes).

\ y




Estresse oxidativo T

Fosfatidilserina (PS)

Taxa de apoptose

— 3= -

E.'E- —_——

E »

=]

I

‘E — —

m 104

%]

| .

o

(s 8 \ . ,
Controle 10 pg/mL

Taxa de apoptose de docitos bovinos maturados in vitro com 0 ou 10
ug/ml de LPS. n = 83 COCs (3 repeticoes).




Estresse oxidativo

2.0 3 Controle
© &
> =
S s N 10pg/ml
E 3
(<))
L
28 1.0 * ] *
A .
o
o 0.5
>
Ll
0.0
caspase-3 Bax Bel-2 XIAP
l | l |
I I
Pré apoptotico Anti apoptadtico

Avaliacao da expressao génica de odcitos bovinos maturados in vitro
~__comOou 10 ug/mlde LPS durante 12 h, através de PCR real time. n =
21100 odcitos.




Epigenética

Mudang¢as na expressao de
genes que nao alteram a
sequéncia do DNA.

Gene ativo X Gene inativo

Metilacao do DNA.

Modificagdes nas Histonas:

- Metilacao;
- fosforilacao;
- Acetilacao.
>
—

. S
-~




Epigenética

Cromatrina: DAPI

Controle 10pug/mi ilcitosi
ug/ n 5-Metilcitosina
Q
©
S ©
g <§ 1.0+
= =
=9
3 S us
o -
>3
T
[ 0.0 T '
Controle 10ug/mli

Niveis de metilacdo global de DNA (5mC) em odcitos bovinos
maturados in vitro com 0 ou 10 pg/ml. n = 10-15 COCs/grupo (3
- Fepeticdes).




Relagao da Intensidade

Epigenética

de fluorescéncia

1.59

1.0+

0.5+

0.0

Cromatrina: DAPI
Anticorpo H3K9me2
Anticorpo H3K4me2

H3K9me?2 H3K4me?2

Relagao da Intensidade
de fluorescéncia

Controle 10pg/ml Controle 10pg/ml

Niveis de metilacdo global de H3K9 (H3K9me2) e H3K4
(H3K4me2) em odcitos bovinos maturados in vitro com 0 ou 10
ng/ml de LPS. n = 10-15 COCs/grupo (3 repeticoes).



Conclusao: Artigo 2

LPS (10pug/mL) MIV:

‘ Ciclo celular;
f Deformacao na estrutura do fuso meiotico;

f Estresse oxidativo e apoptose;

f Alteracoes epigenéticas.




Conclusoes Painel Tematico

/-1) Maturacao oocitaria:
e Extrusao CP e fuso meidtico (Ciclo celular)
* Estresse oxidativo e apoptose

: * Expressao génica

LPS

* Epigenética

2) Desenvolvimento embrionario inicial
* Clivagem
\. * Expressao génica

R Dose de LPS Concentracao de LPS FF
in vitro? (subclinica vs clinica)
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