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Objetivo 

Abordar os possíveis mecanismos pelos quais os

Lipopolissacarídeos (LPS) podem afetar negativamente

a fertilidade, a nível de maturação oocitária e

desenvolvimento embrionário inicial em bovinos.
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Período crítico

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

Parto 1 mês 

↑ Incidência de doenças

Mastite (20-50%)
Metrite (40%)
• E. coli (Gram -)

 [ ] De E2, LH e FSH alteradas; 

 ↓ Crescimento folicular;

 Atraso na ovulação;

 Redução da fertilidade.
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Lipopolissacarídeos (LPS)

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

LH
FSH

Plasma
F. uterino
F. folicular

 Mastite (E. coli)
 Metrite
 Endometrite:

Clínica 4,3 - 875,2 ng/mL 
Subclínica 0 - 40 ng/mL

vs Saudável:  0 - 0,8 ng/mL



Maturação Blastocisto Gestação

AGARWAL, et al., 2005; CARREL et al., 2005; WANG, et al., 2002. 

in vivo: 60-80% 
in vitro: 25-40 %

Fatores:
Endógenos
Exógenos

Maturação oocitária
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LH
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Maturação oocitária
Vesícula 

germinativa Metáfase I

Metáfase IITelófase I

Nuclear
Citoplasmática

Molecular

Ferreira, et al., 2009; Araújo, et al., 2014
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Maturação oocitária
Vesícula 

germinativa Metáfase I

Metáfase IITelófase I

Nuclear

Ferreira, et al., 2009; Araújo, et al., 2014
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Maturação oocitária
Vesícula 

germinativa

Citoplasmática

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

Metáfase IIMetáfase I Telófase I

Mitocôndrias
Microtúbulos (tubulina α eβ)
Filamentos de actina
Grânulos corticais 
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Maturação oocitária
Vesícula 

germinativa

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

Metáfase IIMetáfase I Telófase I

MAPK (Proteína cinase ativada por mitogenos)

 Ativada por sinais extracelulares
 Regula:

 Expressão gênica
 Mitose
 Apoptose

Molecular
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Ativação do 
genoma E.

Maturação oocitária
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Síntese RemodelaçãoDegradação

Materno
Embrionário

Molecular

8 -cél
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Lipopolissacarídeos (LPS)

 C. Granulosa CIV (24h) + LPS (10µg/mL) 

Expressão TLR4
↑ Acumulo de IL-6
↑ Acumulo IL-8                    

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

 COCs – MIV (24h) + LPS (10µg/mL) 
↓ Taxa maturação meiótica

 C. Granulosa CIV (24h) + LPS (1µg/mL)
↓ Estradiol
Expressão TLR4
↑ Citocinas e quimiocinas inflamatórias
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Lipopolissacarídeos (LPS)

LPS IV (2,5 µg/Kg de peso vivo) (n=10) 

 ↑ Temperatura 40,4 ± 0,1°C vs 38,8 ± 0,1°C (P<0,001)

 Diâmetro folicular (P=0,27)

 E2 e P4 (P>0,05)

 ↓PON1 FF e sanguínea

 Alteração na expressão gênica nas C. da granulosa

 STAR
 TNF
 TLR4

Campos, et al., 2017 



16Publicado: 2015 Fator de impacto: 2,65

Artigo 1 

A mastite subclínica interrompe a maturação citoplasmática do oócito em
associação com uma menor competência de desenvolvimento e diminuição
na expressão gênica de embriões bovinos durante a pré-implantação.
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Objetivo

Avaliar os efeitos da resposta inflamatória (LPS-
Mastite subclínica) a longo prazo e o ambiente
folicular na maturação de oócitos bovinos.
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Metodologia

• In vitro• In vivo

Toxinas:
Staphylococcus aureus (+)

Escherichia coli (-)
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Dia 0 do ciclo 
 D6 (PG) D8 (GnRH)

Ovsynch

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 7Ciclo 4Ciclo 3 Ciclo 5 Ciclo 6

In vivo

↓ ↓ ↓

12 Vacas Holandês
LPS n=(6)
Controle n=(6)



Aplicação LPS (0,5µg)  20 dias
48h
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Ovsynch

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 7Ciclo 4Ciclo 3 Ciclo 5 Ciclo 6

AF AF

In vivo



PIVE
Aspiração 
folicular

In vitro

 Abatedouro
 Aspiração de folículos: 3 – 8 mm de diâmetro
 Busca e seleção de oócitos 
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PIVE
MIV 
22h

Aspiração 
folicular

 FF de vacas desafiadas com LPS
 FF controle

In vitro
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PIVE MIV
Aspiração 
folicular

Desnudados
5 repetições (n= 50 COCs/grupo)
Microscópio de fluorescência invertido

Metáfase II Indefinido

Metáfase II Metáfase I Indefinido

Análises 

Maturação nuclear (DAPI)

In vitro

Metáfase II Metáfase I Indefinido
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PIVE MIV
Aspiração 
folicular

Desnudados
5 repetições (n= 50 COCs/grupo)
Microscópio de fluorescência invertido

Metáfase II Indefinido

Análises 

Grânulos corticais (FITC-PNA)

In vitro
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PIVE MIV
FIV
18h

Aspiração 
folicular

Inseminação: 

Dia 0 (D0)

In vitro

CIV
D8

25



PIVE MIV
Aspiração 
folicular

 Oócitos: 22h de MIV
 Zigotos: 44h de FIV

 PTGS2: Inflamação
 HSF1: Estresse proteotóxico
 POU5F1: Ativador de transcrição
 GDF9: Competência oocitária
 SLC2A1: Metabolismo

Metáfase II Indefinido

Análises 

Expressão gênica 

In vitro
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FIV
18h



PIVE MIV
FIV
18h

Aspiração 
folicular

In vitro

CIV
D8

Clivagem (44h)
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PIVE MIV
FIV
18h

Aspiração 
folicular

In vitro

CIV
D8

 Blastocisto (D8)

 Contagem celular (Hoechst)

 Apoptose (TUNEL)

 Microscópio de 
fluorescência invertido

 n= 20 embriões/grupo

28



PIVE MIV
FIV
18h

Aspiração 
folicular

In vitro

CIV
D8

 Blastocisto (D8)

 Contagem celular (Hoechst)

 Apoptose (TUNEL)

 Microscópio de 
fluorescência invertido

 n= 20 embriões/grupo
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PIVE MIV
FIV
18h

Aspiração 
folicular

In vitro

CIV
D8

 Blastocisto (D8)

 Contagem celular (Hoechst)

 Apoptose (TUNEL)

 Microscópio de 
fluorescência invertido

 n= 20 embriões/grupo
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PIVE MIV
FIV
18h

Aspiração 
folicular

In vitro

CIV
D8

Análise Estatística

 One way ANOVA (SAS)

 Tukey

 P<0,05 diferença significativa
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RESULTADOS
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Cortisol, haptoglobina e produção não diferiram.

Caracterização da Mastite 
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Hormônios FF

P4:E2 sem diferença entre tratamentos

P4: ↓ 66,5 ng/mL (LPS) e 236,2 ng/mL (Controle)

E2: ↓ 927,8 ng/mL (LPS) e 1060,0 ng/mL (Controle)
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Controle 0,5 μg LPS
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Ciclo celular de oócitos maturados in vitro em FF de vacas 
desafiadas ou não com LPS. 

Ciclo celular
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Grânulos corticais 

Controle 0,5 μg LPS
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)

IndefinidoClassificação de oócitos maturados in vitro com FF de vacas 
desafiadas ou não com LPS. 
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Desenvolvimento embrionário

Taxa de clivagem (44h) e taxa de blastocisto (D8) proveniente de 
oócitos maturados in vitro em FF de vacas desafiadas ou não com LPS. 
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Controle 0,5 μg LPS
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Controle 0,5 μg LPS
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Contagem total de células de embriões (D8) provenientes de oócitos 
maturados in vitro em FF de vacas desafiadas ou não com LPS. 
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l 

Contagem de Células 

Controle 0,5 μg LPS



Taxa de apoptose de embriões (D8) provenientes de oócitos maturados 
in vitro em FF de vacas desafiadas ou não com LPS. 

A
p

o
p
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 (
%

)

Controle 0,5 μg LPS

Apoptose
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Expressão gênica em oócitos (22h MIV) e embriões (44h FIV) 
provenientes de oócitos maturados em FF de vacas desafiadas com LPS

Expressão gênica

Oócitos após a MIV (22h)

Zigotos após a FIV (44h)
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Conclusão: Artigo 1

X Distribuição de grânulos corticais

↓ Desempenho reprodutivo 

do rebanho leiteiro 

↓ Maturação
↓ Clivagem
↓ Desenvolvimento embrionário
↓ GDF9 (Oócitos)
↑ PTGS2 (Zigotos)

LPS (0,5 μg) 

Mastite subclínica 
(crônica)
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Experimento doutorado

PIVE

Objetivo

Avaliar os efeitos do LPS (Clínica
vs subclínica) durante a
maturação in vitro de oócitos
sobre o desenvolvimento
embrionário inicial em bovinos.

Laboratório de Reprodução Animal, Embrapa Clima Temperado



Experimento doutorado

PIVE
Aspiração 
folicular
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Aspiração Busca Seleção 



Experimento doutorado

PIVE MIV
Aspiração 
folicular

LPS (SIGMA) 

LPS (µg/mL) Oócitos

0,0 50

0,1 50

1 50

5 50

9 repetições (Total: 1800 COCs)

Clínica: 0,005- 0,9 µg/mL 
Subclínica 0 – 0,04 µg/mL
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Experimento doutorado

PIVE MIV FIV
Aspiração 
folicular

Inseminação: 

 18-20 hs (dia 0)

45

 Desnudamento 
 7 dias: 5% de CO2 e 39 ˚C 
 D3: taxa de clivagem
 D7: Taxa de Blastocisto

CIV



Experimento doutorado

PIVE MIV FIV
Aspiração 
folicular

CIV

Avaliação da maturação nuclear 

Hoechst 33342

3 repetições (Total: 600 COCs)

Metáfase II Indefinido

Metáfase II Metáfase I Indefinido
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Resultados Exp. Doutorado 

Taxa de maturação nuclear (22h) e taxa de clivagem (D3) de oócitos 
maturados in vitro com diferentes concentrações de LPS.

P>0,05P>0,05
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Resultados Exp. Doutorado 

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

P>0,05
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Resultados Exp. Doutorado 

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

P<0,05
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Artigo 2 

Fator de impacto da revista: 5.168 



Efeitos do LPS na maturação oocitária de 
bovinos in vitro.

• Dinâmica estrutural do citoesqueleto;

• Estresse oxidativo;

• Modificações epigenéticas.  

Possíveis mecanismos envolvidos: 

51

Objetivo

• Dinâmica estrutural do citoesqueleto;
• Estresse oxidativo;
• Modificações epigenéticas.  



MIV
Aspiração 
folicular

Metodologia

Tratamento com LPS

1 μg/ml
10 μg/ml

Análises 
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Metodologia

• Análise de variância (ANOVA)

• Teste de Duncan 

• Valores = média ± erro padrão 

• P<0,05 diferença significativa

Análises estatísticas
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Maturação Nuclear

Taxa de extrusão do corpúsculo polar de oócitos bovinos
maturados in vitro com concentrações de 1 ou 10 μg/ml de LPS.
n= 901 COCs

Oócitos desnudados.
Microscopia confocal.



56

Ciclo celular de oócitos bovinos maturados in vitro
com 0 ou 10 μg/ml de LPS. n = 258 COCs (3
repetições).

Análise citoquímica:

Tubulina: FITC
Cromatrina: DAPI

Ciclo celular (22h)
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Ciclo celular (22h)

Taxa de fuso anormal de oócitos
bovinhos em MI maturados in vitro
com 0 ou 10 μg/ml. de LPS n = 267
COCs (3 repetições)



58

Observações na montagem da Actina de oócitos bovinos maturados
in vitro com 0 ou 10 μg/ml de LPS. n = 10- 15 COCs /grupo (3
repetições)

Actina: phalloidin-TRITC

Ciclo celular (22h)
C

o
n

tr
o

le
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Nível da proteína quinase ativada por mitogenos (p-MAPK) em
oócitos bovinos maturados in vitro com 0 ou 10 μg/ml de LPS.

Ciclo celular (22h)

Western blot: 150 oócitos (MI)
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Estresse oxidativo 
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Controle Controle10 μg/ml 10 μg/ml

Mensuração dos níveis intracelulares de espécies reativas de oxigeno
(EROs) e dihidroetídio intracelular (DHI) de oócitos bovinos maturados in
vitro com 0 ou 10 μg/ml de LPS. n = 10- 15 COCs /grupo (3 repetições).

EROs DHI

DHI EROs

EROs: DCFDA
DHI: Sensibilidade do superóxido

Geração de compostos oxidantes  X 
Atuação dos sistemas de defesa antioxidante
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Estresse oxidativo 

Taxa de apoptose de óocitos bovinos maturados in vitro com 0 ou 10
μg/ml de LPS. n = 83 COCs (3 repetições).

FITC Annexin – V
Fosfatidilserina (PS)
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Estresse oxidativo 

Ex
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Avaliação da expressão gênica de oócitos bovinos maturados in vitro 
com 0 ou 10 μg/ml de LPS durante 12 h , através de PCR real time. n = 
100 oócitos.

Pró apoptótico Anti apoptótico

Controle

10μg/ml 



63

Epigenética
Mudanças  na expressão de 

genes que não alteram a 
sequência do DNA.

Metilação do DNA.

Modificações nas Histonas:
- Metilação;  
- fosforilação;
- Acetilação.

Gene ativo X Gene inativo
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Epigenética

Níveis de metilação global de DNA (5mC) em oócitos bovinos
maturados in vitro com 0 ou 10 μg/ml. n = 10-15 COCs/grupo (3
repetições).
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Controle 10μg/ml 

10μg/ml Controle

5-mC

Cromatrina: DAPI

5-Metilcitosina
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Epigenética

Níveis de metilação global de H3K9 (H3K9me2) e H3K4
(H3K4me2) em oócitos bovinos maturados in vitro com 0 ou 10
μg/ml de LPS. n = 10-15 COCs/grupo (3 repetições).
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Controle Controle10μg/ml 10μg/ml 

H3K9me2 H3K4me2

Cromatrina: DAPI
Anticorpo H3K9me2
Anticorpo H3K4me2
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Conclusão: Artigo 2

Ciclo celular;

Deformação na estrutura do fuso meiótico;

Estresse oxidativo e apoptose;

Alterações epigenéticas. 

LPS (10µg/mL) MIV:
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Conclusões Painel Temático

1) Maturação oocitária:
• Extrusão CP e fuso meiótico (Ciclo celular) 
• Estresse oxidativo e apoptose
• Expressão gênica
• Epigenética 

2) Desenvolvimento embrionário inicial
• Clivagem
• Expressão gênica  

LPS

CIV?
Dose de LPS 

in vitro?
Concentração de LPS FF 

(subclínica vs clínica)
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