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RESUMO

Os PRRS (pattern recognition receptors) sdo componentes importantes do sistema imune inato
e agem através do reconhecimento especifico de PAMPs (pathogen associated molecular
patterns). Considerando a escassez de trabalhos a cerca da expresséo desses PRRs e da resposta
a microorganismos causadores de aborto no Utero gestante bovino, aliado a importancia do
entendimento da patogénese das enfermidades dessa regiéo, esse estudo objetivou caracterizar a
expressdo de TLR1-10, NOD1, NOD2 e MD2 no utero bovino ao longo da gestagdo, assim
como investigar a resposta de diferentes regides do Gtero gestante, verificando a expressdo de
quimiocinas, apos estimulagdo das regides por Brucella abortus, Salmonella enterica sorotipo
Dublin (S. Dublin), Listeria monocytogenes e Aspergillus fumigatus inativados pelo calor, no
terceiro trimestre de gestacdo. O RNA extraido do endométrio, placentomo e regido
intercotiledonaria de vacas no primeiro (n=6), segundo (n-6) e terceiro (n=6) trimestres de
gestacdo foi submetido ao RT-PCR em tempo real. O endométrio e a regido intercotiledonéria
foram estimulados por microorganismos inativados pelo calor durante 12 horas e, em seguida, a
transcricdo génica foi analisada por RT-PCR em tempo real. Nao foi observada variagdo da
expressdo dos TLRs, NOD1, NOD2 e MD2 ao longo dos trés trimestres de gestacdo no placentomo. No
endométrio, houve variacdo significativa da expressdo de TLR4 e TLR5 durante os trés trimestres de
gestacdo: a expressdo de TLR4 foi maior no primeiro e terceiro trimestres de gestacdo, enquanto que a
expressdo de TLR5 foi maior nos dois Ultimos trimestres. Na regido intercotiledonaria, houve
significativa variagdo na expressdo de TLR 1/6, TLR7 e TLR8, que s&o mais intensamente expressos no
primeiro trimestre de gestacdo. A expressdo de CXCL6 e CXCL8 foi induzida no endométrio e regido
intercotiledonaria no terceiro trimestre de gestacdo quando estimulados por B. abortus ou S. Dublin
inativadas pelo calor. Assim, esse estudo demonstra que alguns PRRs sdo expressos no (tero bovino
durante a gestacdo, o que coincide com a habilidade que esse 6rgdo possui de responder a estimulagdo de

microorganismos inativados pelo calor, que sabidamente causam aborto em bovinos.

Palavras-chaves: PRRs, Utero bovino gestante, aborto infeccioso, quimiocinas.
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ABSTRACT

PRRs (pattern recognition receptors) are important components of the innate immunity. They
recognize specific PAMPs (pathogen associated molecular patterns). Considering the scarcity of
studies about expression of PRRs in bovine pregnant uterus and the uterine response to
microorganisms that cause abortion in cattle, this study aimed to characterize the expression of
TLR1-10, NOD1, NOD2 and MD?2 in bovine pregnant uterus throughout gestation, and to
investigate the responsiveness of different regions of the pregnant uterus at the third trimester of
pregnancy, by assessing the expression of chemokines after stimulation with heat-killed
Brucella abortus, Salmonella enterica serotype Dublin (S. Dublin), Listeria monocytogenes and
Aspergillus fumigatus. Total RNA was extracted from endometrium, placentome and
intercotiledonary region of cows during the first (n=6), second (n=6) and third trimesters of
pregnancy (n=6), and it was subjected to real time RT-PCR. Endometrium and intercotiledonary
explants were stimulated with heat-killed microorganisms for 12 hours, followed by RNA
extraction and real time RT-PCR. In the placentome, there was no significant variation in TLRs
transcription throughout the three trimesters of pregnancy. In the endometrium, there was
significant variation in TLR4 and TLRS5 transcription during the three stages of gestation; i.e.
TLR4 transcription was higher during the first and the third trimester, whereas TLR5
transcription was higher during the last two trimesters. In the intercotiledonary region, there was
significant variation in transcription of TLR1/6, TLR7, and TLR8, which were more strongly
expressed during the first trimester of pregnancy. At the third trimester of gestation, significant
transcription of CXCL6 and CXCL8 was detected mostly in endometrial tissues in response to
purified TLR4 and TLR2 ligands. Transcription of these chemokines was induced in the
endometrium and intercotiledonary region at the third trimester of pregnancy when stimulated
with heat-killed B. abortus or S. Dublin. Therefore, this study demonstrates that some PRRs are
expressed in the uterus during pregnancy, which coincides with its ability to respond to
stimulation with TLRs ligands as well as heat-killed organisms known to cause abortion in

cattle.

Key words: PRRs, bovine pregnant uterus, infectious abortion, chemokines.
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INTRODUCAO

A imunidade inata  envolve o
reconhecimento de moléculas associadas a
microorganismos pelo hospedeiro que
desencadeia uma resposta inflamatoéria ou
imunologica contra  patégenos. Estas
moléculas, genericamente descritas como
PAMPs (do inglés: pathogen associated
molecular patterns), incluem
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas,
peptideoglicanos, flagelina e  outros.
PAMPs sdo reconhecidos por TLRs (Toll-
like receptors) e CLRs (C-type lectin
receptors) ou por receptores
citoplasmaticos chamados NLRs (NOD-like
receptors) (Akira e Takeuchi, 2010).

O envolvimento de TLRs na imunidade
inata foi descrito pela primeira vez em
Drosophila sp. O receptor Toll nessa
espécie é essencial para a defesa contra
infeccbes flngicas, uma vez que esta
espécie possui apenas imunidade inata
(Lemaitre et al., 1996). Nos anos 90, foi
descoberto um receptor em mamiferos
hortélogo ao receptor Toll da Drosophila
(Medzhitov et al., 1997). Em seguida, foi
identificada uma familia de proteinas
estruturalmente relacionadas ao receptor
Toll  desta  espécie,  coletivamente
denominadas TLRs. A familia dos TLRs
possui 14 membros distintos identificados
até agora, 10 membros em humanos
(Takeuchi e Akira, 2010), bovinos, ovinos
(Menzies e Ingham, 2006), caprinos
(Tirumurugaan et al., 2010), aves (Brownlie
e Allan, 2010) e suinos (Jann et al., 2009),
12 em camundongos (Takeuchi e Akira,
2010) e 14 em peixes (Bhide et al., 2009).
Os TLRs sdo expressos por células
epiteliais, endoteliais e leucdcitos (Bhide et
al., 2009). Nos ultimos anos houve
consideravel progresso na identificacdo da
expressdo destes receptores em bovinos,
assim como da sua funcéo na interacdo com
patégenos causadores de varias doencas
(Franchini et al., 2005; Goldammer et al.,
2004; Yang et al., 2006).

Estes receptores agem como sensores para
reconhecimento de determinadas estruturas.
Por exemplo, TLR1, TLR2 e TLR6
reconhecem lipidios bacterianos como

acido lipotecoico (LTA), enquanto que
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 reconhecem
acido nucléico, frequentemente de origem
viral, apesar do TLR9 também reconhecer
DNA  bacteriano. TLR4  reconhece
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-
negativas como Brucella spp. e Escherichia
coli, TLR5 se liga a flagelina, no entanto, o
ligante do TLR10 ainda ndo é conhecido
(Davies et al., 2008).

A estrutura similar dos TLRs reflete na
fungdo comum de reconhecer estruturas de
patégenos (Kaisho et al., 2003). A ativacdo
de TLR4, por exemplo, que se liga a LPS,
induz a expressédo de citocinas inflamatérias
e moléculas co-estimulatérias (Medzhitov
et al., 1997). O reconhecimento de LPS
requer outras moléculas além do TLR4. A
proteina MD2 se associa a por¢do
extracelular do TLR4 e reforca sua resposta
ao LPS. O MD2 associa-se a0 TLR4 no
reticulo  endoplasmatico/complexo  de
Golgi, formando o complexo TLR4/MD?2,
gue se move para a superficie celular, onde
MD-2 é secretado em excesso (Visintin et
al., 2001). Normalmente, o TLR4 reside na
superficie celular, no entanto, em células
deficientes para MD2, este é encontrado no
complexo de Golgi, indicando que 0 MD2 é
essencial para o trafego intracelular de
TLRA4 (Nagai et al., 2002). Estudos recentes
identificaram NOD-like receptors (NLRs) e
RIG — | (retinoid acid-inducible gene 1) -
like receptors como duas familias
adicionais de receptores de resposta imune
inata que reconhecem PAMPs no
citoplasma (Inohara et al., 2005; Meylan e
Tschopp, 2006). A familia dos NLRs
proporciona complementaridade a familia
dos TLRs, porém ha menos estudos e 0s
mecanismos de detec¢do intracelular de
PAMPs e a regulacdo da resposta imune
inata sdo pouco entendidos. Vinte e dois
genes que codificam proteinas do tipo
NLRs sdo encontrados no genoma humano,
dentre eles estdo o NOD1 e o NOD2
(Istomin e Godzik, 2009).

O NOD1 foi originalmente identificado
como uma molécula que, estruturalmente,
esta relacionada a regulacao de apoptose.
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Esta envolvida na ativacdo de NF-xB em
resposta ao LPS e invasdo celular por
Shigella flexneri, indicando ser um receptor
citoplasméatico para LPS (Inohara et al.,
2001; Girardin et al., 2001). O NOD2, da
mesma familia do NOD1, geralmente induz
ativacdo do NF-«xB pelo LPS, sendo
bastante estudada no mecanismo de sepse
(Brenmoehl et al., 2007). Esses achados
sugerem que a familia dos NLRs esta
envolvida em respostas inflamatdrias,
possivelmente através do reconhecimento
de LPS no citoplasma (Kaisho et al., 2003).
A descoberta dessas proteinas citosolicas
sugere que quando microorganismos
escapam da vigilancia extracelular, existe
outra linha de reconhecimento no citosol do
hospedeiro (Kanneganti et al., 2007).

Infecgbes do trato genital por agentes
microbianos sdo importante causa de
enfermidades, infertilidade e mortalidade
em mamiferos, particularmente em bovinos
e em humanos (Davies et al., 2008). A
manifestacdo clinica da infeccdo uterina
depende do equilibrio entre fatores como
imunidade do animal, do numero e da
patogenicidade dos microrganismos e do
ambiente uterino. No quesito imunidade, a
defesa inicial uterina frente aos micrdbios
depende do sistema imune inato, incluindo
0s TLRs e 0s NLRs (Sheldon et al., 2008).
Os mecanismos de resposta imune inata tém
sido bastante estudados na espécie bovina,
entretanto, pouco se sabe a respeito da
interacdo de TLRs e NODs com alguns
microorganismos que sabidamente causam
aborto no terco final de gestacdo como B.
abortus, S. Dublin, L. monocytogenes e A.
fumigatos (Nascimento e Santos, 2003).

Considerando a hip6tese de que ocorre
expressdao de TLRs 1-10, NOD1, NOD2 e
MD2 em diferentes regides do Utero
gestante bovino e que a expressdo dos
mesmos varia ao longo da gestacdo, este
trabalho teve como objetivos caracterizar a
expressao de tais genes no Utero gestante
bovino ao longo da gestacdo, bem como
investigar a sensibilidade de diferentes
regibes do Utero gestante, verificando a
expressao de quimiocinas durante o terceiro
trimestre de gestacdo apds estimulagdo dos
mesmos com B. abortus, S. Dublin, L.
monocytogenes e A. fumigatus.

REVISAO DE LITERATURA
1. Imunidade inata

O sistema imune inato consiste na primeira
linha de defesa contra patdgenos e injurias
teciduais (Akira et al., 2006; Beutler et al.,
2006). E representado por barreiras fisicas,
guimicas e bioldgicas, células
especializadas e moléculas soluveis,
presentes em todos o0s individuos,
independente de contato prévio com
imundgenos ou agentes lesivos (Medzhitov
e Janeway, 2000).

Macro6fagos e células dendriticas tém papéis
importantes durante a resposta imune inata,
sendo classificados como células efetoras
do processo, além dos neutrdfilos e células
natural killers. Além destas, células
epiteliais, endoteliais e  fibroblastos,
consideradas “ndo profissionais” neste
processo, contribuem também com a
imunidade inata (Akira e Takeuchi, 2010).
Mecanismos como liberacdo de mediadores
inflamatdrios, fagocitose, ativacdo de
proteinas do sistema complemento, assim
como a sintese de proteinas de fase aguda,
citocinas e quimiocinas compreendem 0s
principais mecanismos envolvidos neste
processo e estes sao ativados por estimulos
especificos, representados por estruturas
moleculares presentes em microorganismos
(Medzhitov et al., 1997).

Até década de 1990, a imunologia foi
marcada pelos avancos no conhecimento da
imunidade adaptativa, um sistema restrito
ao subfilo dos vertebrados. Estes avangos
proporcionaram 0 desenvolvimento de
vacinas aliado a melhores entendimentos na
patogénese de doengas autoimunes. Ao
contrario, a imunidade inata, o sistema
imunoldgico filogeneticamente mais antigo
permanecia  pobremente  caracterizado
(Hopkins e Sriskandan, 2005). Em 1991, foi
descoberto um gene em larvas de
Drosophila sp., denominado de gene Toll.
O termo Toll, originalmente referia-se a um
receptor de superficie celular, responsavel
pela orientagédo dorso-ventral durante o
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desenvolvimento da larva (Stein et al.,
1991). Posteriormente, atribuiu-se a este a
fungéo crucial na defesa contra fungos na
Drosophila adulta, junto a outros peptideos
antimicrobianos (Lemaitre et al., 1996).
Nesse mesmo ano, 0 sequenciamento do
genoma da Drosophila revelou
similaridades entre o gene Toll e o receptor
de Interleucina-1 humano, proporcionando
assim inimeras pesquisas a cerca destes
receptores (Gay e Keith, 1991). Entdo, as
primeira proteinas estruturalmente
relacionada ao gene Toll da Drosophila em
humanos foram identificadas e designadas
receptores tipo Toll (TLRs) 1 e 2
(Medzhitov et al., 1997; Nomura et al.,
1994).

A identificagdo dos receptores tipo Toll em
humanos e sua funcdo no reconhecimento
de patdgenos pelo sistema imune inato
proporcionaram a descoberta de outros
PRRs e suas fungbes na regulacdo do
sistema imunolégico (Kumagai e Akira,
2010).

2. Placentacdo bovina

A interacdo entre o embrido e o Utero é
iniciada apo6s a fertilizagdo, com notavel
remodelamento endometrial e implantacéo.
A sincronizagdo do desenvolvimento
embriondrio e  remodelamento  do
endométrio € um fator crucial para uma
receptividade embrionaria e uma gestacao
bem sucedida (Hashizume, 2007).

A placenta da vaca é classificada como
cotiledonéria, vilosa, adecidua e
epiteliocorial, sendo formada quando o
tecido fetal entra em contato com o tecido
materno, para permitir a interagdo
fisioldgica entre a mde e o feto (revisado
por Santos e Marques Junior, 1996).

Na vaca, o alanto-cério se junta a porcdo
superficial do endométrio em
aproximadamente quatro semanas de
gestacdo. Essa juncdo se torna mais intima
em areas especializadas do endométrio,
distribuidas uniformemente, denominadas
de carGnculas. Como as membranas
embrionarias extra fetais crescem e se
expandem dentro do ldmen uterino, a
superficie do alanto-corio se torna irregular
ao longo das cartnculas. O remodelamento
dessas areas, agora denominadas de

cotilédones, progride para formacdo de
vilosidades que se interdigitam com
reentrdncias na superficie caruncular,
aumentando assim a &rea da superficie de
contato. A combinacdo desses dois tecidos,
carlncula e cotilédone, é denominada de
placentomo (Schlafer et al., 2000). Os
placentomos se desenvolvem em uma area
limitada do endométrio, apenas na
cartincula, e ndo na regido inter-caruncular
(Hashizume, 2007). Na vaca, 70 a 120
placentomos se desenvolvem e aumentam
de tamanho durante a gestacdo. Os maiores
estdo localizados no terco médio do corno
gestante e a estabilizacdo do crescimento se
d& entre 180 e 210 dias de gestacéo.

A implantagdo do embrido, na vaca, é
superficial, uma vez que o blastocisto
permanece no limen uterino, diferindo da
implantag&o intersticial, em que o embrido
se adentra a parede uterina. O estagio de
justaposicdo (embrido-Utero) inicia-se em
18 a 20 dias ap0s a fertilizagdo. A migracdo
de células binucleadas fetais e projecoes
citoplasméticas de células trofoblasticas
junto as aberturas das  glandulas
endometriais sdo importantes para a fixacéo
do concepto. A aderéncia das membranas
fetais ao endométrio completa-se em torno
do terceiro més de gestacdo (revisado por
Santos e Marques Junior, 1996).

3. Receptores de padrées moleculares

(PRRs)

A habilidade de distinguir moléculas
proprias de moléculas ndo proprias é um
mecanismo essencial da imunidade inata, e
esta envolve receptores que reconhecem
estruturas microbianas altamente
conservadas (Janeway, 1992). Os PRRs sdo
responsaveis por detectar microorganismos,
pelo  reconhecimento de  estruturas
conservadas entre espécies microbianas
denominadas PAMPs (Takeuchi e Akira,
2010). Recentemente, evidéncias
demonstraram que PRRs também séo
responsdveis pelo reconhecimento de
moléculas enddgenas liberadas por células
ativadas ou necroticas, denominadas de
padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs) (Piccinini e Midwood, 2010).
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O reconhecimento dos padrdes moleculares
pode ocorrer de forma direta, mediada por
PRRs, presentes no citoplasma ou na
superficie da membrana de células
dendriticas, = macrdfagos,  fibroblastos,
células epiteliais e células endoteliais
(Willment e Brown, 2007), ativando vias de
sinalizacdo intracelular, que culminam com
rapida inducdo de citocinas, quimiocinas e
moléculas co-estimulatérias (Paixdo et al,
2009). O reconhecimento pode também
ocorrer de forma indireta, em que PRRs
soliveis  opsonizam 0 patégeno,
possibilitando a identificagdo dos mesmos
atraves de receptores de opsonizacgdo,
permitindo entdo que células fagociticas
como macréfagos e neutrdfilos possam
mediar a captagdo e a morte de
microorganismos, induzindo, assim, a
resposta inflamatoria. Este evento resulta
em uma resposta imune adaptativa,
demonstrando que a imunidade inata €
extremamente importante para a ativacao da
imunidade adquirida (Takeuchi e Akira,
2010).

Atualmente, quatro diferentes familias de
PRRs foram identificadas. Estas familias
incluem as proteinas trans-membranas
como receptores tipo Toll e os receptores de
lectina tipo C, assim como as proteinas
citoplasmaticas tipo NOD e o0s receptores
tipo Acido retindico gene induzivel-1
(Kumagai e Akira, 2010).

A lista de PRRs e de seus ligantes continua
em expansdo, sendo utilizadas técnicas de
biologia molecular e observagdo in vivo da
regulacdo do sistema imunol6gico, além de
novas abordagens em biologia celular para
elucidar complexas interacdes patogeno-
hospedeiro (Takeuchi e Akira, 2010).

4. TLRS e NLRs

Dentre 0s PRRs ja identificados, a familia
dos TLRs é a mais bem estudada e
caracterizada, sendo seus  membros
responsaveis pelo reconhecimento de
patdgenos seja no meio extracelular ou em
endossomos e lisossomos (Kawai e Akira,
2006).

Os TLRs caracterizam-se por possuirem um
dominio  amino-terminal  extracelular
composto por regiGes repetidas contendo

alto teor de leucina (LRRS), seguido por um
dominio transmembrénico Unico e um
dominio citoplasmatico globular
denominado dominio receptor
Toll/interleucina - 1 (TIR) (Akira, 2006).

Existem algumas particularidades entre os
TLRs, por exemplo, o TLR2 parece ser o
receptor mais promiscuo dentre eles e
parece ser capaz de reconhecer o conjunto
mais diversificado de PAMPs, incluindo
varios componentes de bactérias gram-
positivas como peptidoglicano (Yoshimura
et al., 1999), A&cido lipotectico (LTA)
(Schwandner et al., 1999),
lipoarabinomanan (Means et al., 1999),
lipoproteinas (Takeuchi et al., 2002), assim
como diferentes LPS de algumas bactérias
gram-negativas (Werts et al., 2001) e
glucans em fungos (Gantner et al., 2003).
Essa promiscuidade vem sendo atribuida a
sua capacidade exclusiva de formar
heterodimeros com TLR1 e TLR6 (Ozinsky
et al., 2000). Estudos em que foram
utilizadas  lipoproteinas  diaciladas e
triaciladas demonstraram que as
lipoproteinas diaciladas exigem formagédo
do heterodimero TLR2/TLR6 para ativacao,
enquanto que as lipoproteinas triaciladas
induzem ativagdo do sistema imune inato
independentemente de TLR6, mas sim,
principalmente através da formagdo do
heterodimero TLR2/TLR1 (Alexopoulou et
al., 2002; Buwitt-Beckmann et al., 2005;
Takeuchi et al., 2002 ). Estudos recentes,
conduzidos por Hoebe et al. (2005),
utilizando-se de mutagénese, demonstraram
que o reconhecimento de lipoproteinas
diaciladas requer, além do heterodimero
TLR2/TLR6, o CD36 (Triantafilou et al.,
2006).

Em uma célula em repouso, o TLR9 esta
localizado no reticulo endoplasmatico,
entretanto € translocado para o endossoma
quando a célula é estimulada, em que é
clivado por varias proteases (Kumagai e
Akira, 2010). Esta translocacdo pode
impedir sua exposic¢do acidental ao préprio
DNA da célula que culminaria com sua
ativacdo. Porém 0 mecanismo que
proporciona o recrutamento do TLR9 para o
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endossoma  permanece  desconhecido

(Barton et al., 2006).

O reconhecimento de LPS requer, por
exemplo, além do TLR4, duas moléculas:
CD14 e MD2. O CD14 é uma molécula de
glicosilfosfatidilinositol, expressa
preferencialmente em monacitos,
macrofagos e neutréfilos. A estimulacdo via
LPS é seguida do aumento da proximidade
entre CD14 e TLR4, sugerindo que CD14 e
TLR4 podem interagir na sinalizacdo
perante reconhecimento de LPS (Jiang et
al., 2000; Da Shilva, 2001). O MD2 é uma
molécula constituida de uma estrutura
concava B, composta de dois ninhos
antiparalelos que formam um bolso
hidrofébico (Carpenter e O’Neill, 2009).
Este bolso se associa a porcao extracellular
do TLR4, aumentando assim sua reposta ao
LPS (Takeda et al., 2003). O MD?2 associa-
se ao TLR4 no reticulo
endoplasmatico/complexo de Golgi,
formando o complexo TLR4/MD2, que se
move para a superficie celular, onde 0 MD2
¢ secretado em excesso (Visintin et al.,
2001). Normalmente, o TLR4 reside na
superficie celular, no entanto, em células
deficientes de MD2, é encontrado no
complexo de Golgi, indicando que o este é
essencial para distribuicdo intracelular de
TLR4 (Nagai et al., 2002). Assim, alguns
componentes s30 necessarios para 0O
reconhecimento do LPS, indicando que o
receptor funcional de LPS (TLR4)
juntamente a estes componentes formam
um grande complexo de reconhecimento
(Takeda et al., 2003).

Nos mamiferos, a defesa do hospedeiro
contra microorganismos consiste
principalmente nas vias de sinalizacdo que
se originam no dominio comum TIR dos
TLRs (Takeda et al., 2003), sendo o
reconhecimento de PAMPSs apenas 0 inicio
do processo. A ligacdo do PAMP ao seu
TLR especifico leva a ativacdo do fator de
transcricdo NFk-B, com o auxilio de
moléculas adaptadoras como o MyD88,
IRAQ, TRAF6 e outras, proporcionando a
inducdo de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-1 e IL-6 (Carpenter e
O’Neill, 2009).

Desde a descoberta dos TLRs como
receptores participantes da imunidade inata,
inimeros  estudos  vém  revelando
caracteristicas estruturais, celulares,
bioquimicas e genéticas destes receptores.
Em contraste, pouco se sabe sobre o papel e
0 mecanismo dos NLRs na imunidade inata.
Pesquisas relacionadas a estes receptores
ttm se concentrado principalmente nos
componentes denominados NOD1 e NOD2
(Fukata et al., 2009).

A familia dos NLRs consiste em um grupo
de PRRs citoplasmaticos que inclui NODs,
NALPs, IL-converting enzyme 1 (ICE,
caspase 1), protease activating factor
(IPAF), fatores inibidores da apoptose
neuronal (NAIPs) e transativador de MHC
de classe Il (CIHTA). Ao contrario dos
TLRs, os NLRs sdo proteinas solUveis que
permanecem apenas no citoplasma para o
reconhecimento de PAMPs intracelulares.
Existem 23 genes de NLRs em humanos e
34 no genoma do camundongo (Kanneganti
et al., 2007; Harton et al., 2002; Inohara et
al., 2003).

Os NLRs sédo caracterizados por possuirem
trés dominios distintos: o dominio C-
terminal, o dominio Nacht — responsavel
pela capacidade que os NLRs tém de
oligomerizar - e um dominio efetor, que
inclui o dominio Pyrin (PYD), dominio de
recrutamento de caspases (CARD), dominio
do baculavirus

inibidor de apoptose (BIR) e um dominio
ainda ndo caracterizado (Zhang et al.,,
2008).

Apo6s quase uma década da sua descoberta,
a informacdo a cerca dos ligantes
especificos das proteinas da familia NLR
permanece limitada (Istomin e Godzik,
2009). NOD1 e NOD2 foram os membros
da familia NLR relatados pela primeira vez,
caracterizados por reconhecerem
peptideoglicanos da parede celular de
bactérias — peptideoglycans-y-D-glutamyl-
acido  mesodiaminopimelico  (iE-DAP)
(Girardin et al.,, 2003) e o dipeptideo
muramil (MDP), respectivamente (Girardin
et al., 2003; Inohara et al., 2003). Os NODs
conduzem a ativacdo da proteina Kkinase
ativadora de mitose (MAPK) e NF- kB via
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serina-treonina kinase (RICK) e ativacao da
kinase TAK1 (Fukata et al, 2009).

Estudos recentes apontam que 0os NLRs
complementam e interagem com o0s TLRs
na inducdo da resposta imune inata, sendo
varios niveis de interagdo ja descritos.
Exemplos dessa interacdo sdo a ativacdo do
NF- kB pelos TLRs para produgdo de pro -
IL-1, sendo a clivagem desta para
transformacao em sua forma
biologicamente ativa, dependente dos NLRs
mediados pela ativacdo da caspase 1
(Kanneganti et al., 2007).

A descoberta da interagdo dos TLRs e
NLRs proporcionou uma extraordinaria
contribuicdo para a compreensdo do
funcionamento do sistema imune inato.
Auxiliando, assim, a resolver incognitas
sobre doencas comuns e incomuns que
acometem os diversos sistemas. Em uma
fase posterior, esperam-se descobertas
através de manipulagbes das vias de
sinalizagdo de ambas as familias, tentando
desvendar o tratamento de inlmeras
enfermidades (Fukata et al, 2009).

4.1. TLRs e NLRs no Utero gestante

O atero € um local imunologicamente
privilegiado durante a gestacdo, uma vez
que precisa tolerar estruturas como a
placenta e o feto, enquanto mantém a defesa
do hospedeiro contra uma variedade de
microorganismos  (Moffet-King, 2002).
Assim como outras superficies mucosas, 0
endométrio é a primeira barreira de defesa
contra patégenos, e a habilidade deste
tecido em realizar essa funcéo é dependente
de TLRs. Em humanos, 0s TLRs expressos
no endométrio sdo o 2, 4, 5 e 9,
desempenhando papéis importantes no
reconhecimento e eliminacdo de infecgdes
bacterianas (Beutler, 2004; Young et al.,
2004). Em bovinos, estudos recentes
descrevem a expressdo de TLR-1/6, TLR-2,
TLR-4, TLR-5 e B - defensinas (Martins et
al., 2010; Davies et al., 2008; Chapwanya
et al.,, 2009; Herath et al., 2009), assim
como em camundongos (Soboll et al.,
2006). Além do endométrio, no Utero
gestante, a placenta é outro componente do
sistema imune inato, constituindo uma
barreira contra agentes infecciosos que

possam vir causar danos ao feto, sendo a
atividade dos TLRs um suporte para esta
funcéo (Koga e Mor, 2010).

Estudos recentes demonstraram a expressao
de TLR1-10 na placenta humana a termo,
bem como a expressdo de TLR2 e TLR4 no
trofoblasto e vilos coridnicos (Houmlund et
al., 2002; Mitsunari et al., 2006), sendo a
expressdo de TLR4 relatada principalmente
na membrana plasmatica do trofoblasto em
contato com 0 sangue materno nos espacgos
intervilosos (Beijar et al., 2006). Da mesma
forma, no coriocarcinoma ha expressdo de
TLR2 e TLR4 na superficie celular e TLR9
na membrana de vesiculas como lisossomo
e fagolisossomo. A atividade funcional de
TLR2 e TLR4 também ja foi relatada
durante o primeiro e o terceiro trimestre de
gestagdo no trofoblasto humano (Abrahams
et al., 2004; Houmlund et al., 2002;
Mitsunari et al.,2006; Abrahams e Mor,
2005) e o coriocarcinoma demonstrou ser
sensivel a agonistas de TLR2, TLR4 e
TLR9 (Klaffenbach et al., 2005). Estudos
revelam a expressdo de TLR1-10, NOD1 e
NOD2 no endométrio de vacas que
desenvolveram endometrite persistente e de
vacas inférteis, além da avaliacdo da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias
durante o processo (Herath et al., 2009).

Muitos trabalhos sugerem que 0s TLRs
possuem importante funcdo na defesa do
hospedeiro dentro do ciclo normal do trato
reprodutor feminino, o que sugere que estes
também desempenham alguma funcdo na
resposta imune inata durante a gestacdo
(Abrahams et al., 2004).

4.2. Expressdo de citocinas no utero
gestante

A resposta inflamatéria gerada por um
microrganismo apo6s sua ligacdo com a
célula hospedeira envolve a liberacdo de
fatores quimiotaticos que atuam em
conjunto sobre as células inflamatdrias para
produzir o efeito desejado em cada
momento da infeccdo. Tais fatores,
denominados quimiocinas, sdo produzidos
por inimeras células. ReacBes inflamatdrias
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agudas causadas por bactéria e fungos
normalmente induzem uma resposta celular
com predomindncia de  neutrdfilos,
enquanto reagdes cronicas caracterizam-se
pela presenca de linfocitos e macréfagos. A
predominancia de determinados tipos
celulares em diferentes momentos da
infeccdo se deve a especificidade de cada
membro da familia das quimiocinas em
atrair subpopulac@es distintas de células do
sistema imune (Kunkel et al., 1997).

Quimiocinas séo citocinas quimiotaticas,
que direcionam a movimentagao das células
pelo organismo, do sangue para 0s tecidos,
dando inicio a resposta inflamatéria,
definindo o tipo de infiltrado inflamatdrio.
As quimiocinas constituem um grupo de 30
pequenas proteinas produzidas por uma
ampla variedade de células em resposta a
estimulos externos (microrganismos
invasores, lesdes, etc.). Elas séo
classificadas em dois grupos principais
baseados na localizacdo de residuos de
cisteina em sua cadeia de aminoacidos.
Quimiocinas do grupo CXC incluem:
CXCL8 (IL-8), CXCL6 (GCP2), CXCL1
(GROa), CXCL2 (GROp), CXCL3
(GROy), CXCL5 (ENA-78), CXCL7
(NAP-2) dentre outras. O grupo CC inclui:
CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1la), CCL3
(MIP-1B) e CCL5 (RANTES) (Proudfoot,
2002; Biber et al., 2002).

Apesar de haver expressdo de IL-8
no Utero gestante humano, pouco se sabe a
respeito dos efeitos da gestagdo na liberagao
desta quimiocina pelos tecidos envolvidos
durante esta fase. Estudos demonstram
aumento na concentracao de IL-8 no liquido
aminidtico associado a corioaminionites
(Romero et al., 1991; Laham et al., 1993).
Embora a fungdo da IL-8 durante a gestagao
em humanos ainda ndo esteja totalmente
estabelecida, esta quimiocina  pode
contribuir para a ruptura das membranas
fetais, uma vez que ela proporciona a
ativacdo de colagenase e elastase (Rath et
al., 1998). Este mecanismo tem sido
sugerido como uma possivel causa de
rompimento prematuro das membranas,
podendo causar aborto (Kanayama et al.,
1988; Schoonmaker et al., 1989).

O estudo da expressdo de quimiocinas por
células apos a infeccao fornece informagdes

importantes sobre 0s mecanismos iniciais
da resposta imune contra o patdgeno (Roitt
et al., 2005). Carvalho—Neta et al. (2008),
estudando a expressdo de quimiocinas CXC
com atividade quimiotatica para neutréfilos
(IL-8, GROa, GROy, ¢ GCP-2) e citocinas
pro-inflamatérias  (IL-1p e 1IL-18) em
células do tecido placentério infectadas com
B. abortus, demonstraram que, das
quimiocinas estudadas, GCP-2 e IL-8
apresentaram elevacdo significativa na
expressdo as 12 horas apés a infeccdo em
relacdo ao grupo submetido as 6 horas de
infeccdo. O aumento na expresséo de GCP-
2 e IL-8 indica provavel papel dessas
guimiocinas no recrutamento de neutréfilos
para o tecido placentario bovino durante os
estagios iniciais de infeccdo por B. abortus.
Estes dados contribuem para esclarecer que
células trofoblasticas contribuem para o
desencadeamento da  patogénese da
placentite supurativa tipica observada in
vivo como resultado da infeccdo por B.
abortus em vacas gestantes.

Embora ocorra intensa resposta inflamatéria
nos tecidos que compdem o Utero gestante
bovino, muito pouco se sabe a respeito da
interacdo  de  citocinas com  0S
microorganismos causadores do processo
(Carvalho—Neta et al., 2008), tornando-se
necessaria a busca por maiores
investigacbes a cerca do  processo
inflamatdrio e o envolvimento de citocinas
neste durante a gestacdo em bovinos.

5. Aborto infeccioso no terco final de
gestacdo em vacas e a resposta imune inata

O conceito de aborto refere-se a expulsao
de um feto vivo ou morto do Gtero entre 42
dias até aproximadamente 280 dias de
gestacdo, quando este é incapaz de exercer
uma vida independente em um ambiente
extra-uterino (Hubbert et al., 1971). O
aborto bovino pode ser atribuido a causas
infecciosas, toxicas, enddcrinas, fisicas ou
nutricionais. A propor¢do exata de abortos
causados por agentes infecciosos ainda ndo
foi determinada, entretanto em 90% dos
casos em que se consegue chegar a um
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diagnostico, a causa € infecciosa
(Nascimento e Santos, 2003).

A interface materno-fetal comporta-se
como uma regido imunologicamente Unica
que deve promover a tolerancia ao feto,
mantendo a defesa do hospedeiro contra
possiveis agentes patogénicos. Estudos
clinicos demonstram uma forte associagdo
entre infeccbes bacterianas ou fungicas e
desordens durante a gestacdo, como por
exemplo, o aborto. Por esse motivo, a
resposta imune imediata contra
microorganismos nessa regido tem um
impacto significante no sucesso da gestacao
(Aldo et al., 2007).

Agentes infecciosos relacionados ao aborto
em bovinos incluem virus, bactérias, fungos
e protozoarios, entretanto apenas 40% dos
fetos bovinos abortados apresentam
diagnostico etiologico definitivo
(Kirkbride, 1992; Anderson, 2007). Estudos
demonstraram a deteccdo de &cidos
nucléicos de diversos agentes infecciosos
causadores de aborto em endométrio e
placenta de bovinos como, Brucella
abortus, Listeria monocytogenes,
Salmonella sp. e Neospora caninum,
revelando a identificagdo do agente
etioldgico em 19 % das amostras (Silva et
al., 2009).

Dentre inumeros agentes, B. abortus, S.
Dublin, L. monocyogenes e A. fumigatos
sdo considerados importantes agentes
causadores de aborto em bovinos no terco
final da gestacdo (Nascimento e Santos,
2003).

A reposta imune desempenha um papel
importante durante a infeccdo por B.
abortus, uma vez que ela proporciona a
diminuigdo do nimero inicial de bactérias e
pode influenciar no desenvolvimento da
imunidade adaptativa (Carvalho—Neta et al.,
2010). O reconhecimento inicial de B.
abortus por neutrdfilos, macréfagos e
células dendriticas envolve o0s TLRs
(Campos et al., 2004; Duenas et al., 2004;
Weiss et al, 2005). O LPS de B. abortus é
reconhecido pelo CD14 que se conecta ao
TLR4. O TLR2 e o TLR9 também
reconhecem componente de B. abortus e
estimula a resposta imune (Huang et al.,

2003; Macédo et al., 2008). Uma molécula
adaptadora denominada de fator 88 da
diferenciagdo mieldide (MyD88) também
participa da ativacdo de macrofagos atraves
do reconhecimento de PAMPs por TLRs.
MyD88 ¢é necessario para indugdo de
citocinas pro-inflamatorias via NF-xB, além
de possuir uma funcdo critica na resposta
imune contra varios patdgenos (Weiss et
al., 2005).

B. abortus causa aborto em funcdo do seu
tropismo pela placenta (Xavier et al., 2009),
afinidade esta descrita em ruminantes e que
esta relacionada com elevadas
concentragcdes de eritritol e hormonios
esterdides neste periodo gestacional. O
eritritol atua como agente facilitador da
sobrevivéncia bacteriana servindo de fonte
de carbono e energia para B. abortus
(Samartino e Enright, 1996). As células
trofoblasticas eritrofagociticas, localizadas
na base das vilosidades coribnicas (Santos
et al., 1996), atuam como porta de entrada
de B. abortus para placenta, com posterior
extensdo da infeccdo para os trofoblastos
intercotiledonarios (Anderson et al., 1986).

A maioria dos abortos em bovinos devido a
infeccdo por Salmonella sp. est4 associado
a Salmonella enterica sorotipo Dublin,
entretanto outros sorotipos podem estar
envolvidos. Presume-se que a infecgdo é
originada do trato intestinal e episddios de
bacteremia  podem  proporcionar a
localizagéo e proliferacdo do
microorganismo no placentomo, causando
destruicdo das vilosidades coribnicas,
causando aborto sem invaséo bacteriana no
feto (Anderson, 2007).

Experimentos em camundongos-fémea,
vacas, coelhas e ovelhas, em gestacéo
naturalmente susceptivel, demonstraram
que L. monocytogenes ganha acesso ao feto
por via hematogénica, gerando inflamacéo e
necrose nos vilos coribnicos, ocorrendo
aborto (Véazquez-Boland et al., 2001). As
infeccbes micoticas sdo oportunistas e
provavelmente estejam relacionados com
fatores imudodepressores (Zook e Migaki,
1985; Knudtson e Kirkbride, 1992). A fonte
de infeccdo normalmente ocorre através da
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ingestdo de silagem ou grdos mofados
(Hugh-Jones e Austwick, 1967; Neilan et
al., 1982), sendo A. fumigatus o principal
fungo causador de aborto em bovinos
durante o Ultimo terco de gestacdo
(Ainsworth e Austwick, 1973).

A multiplicagdo dos microorganismos na
placenta induz a infiltracdo de células
inflamatérias através da estimulacdo de
citocinas via ativacdo de receptores,
causando necrose do epitélio trofoblastico,
vasculite e ulceracdo da membrana corio-
alantéidea. Além da disseminacdo dos
mesmos para as vilosidades coribnicas e
tecidos fetais, a placentite necrética altera
as trocas metabdlicas materno-fetais devido
a separagdo dos componentes materno e
fetal da placenta, resultando em aborto
(Anderson et al., 1986).

O reconhecimento de fungos pelos
TLRs ocorre primariamente através de
TLR2, TLR4 e TLRY, o de bactérias gram-
positivas como L. monocytogenes ocorre
através do TLR2 e de bactérias gram-
negativas como Salmonella se da através do
TLR4 e TLR5. Apesar de ja estarem bem
definidos os PAMPs reconhecidos pelos
TLRs, pouco se sabe a respeito do papel
destes receptores no Utero gestante durante
um processo infeccioso (Netea et al., 2006).

Uma vez que B. abortus, S. Dublin,
L. monocytogenes e A. fumigatus séo
importantes  agentes  causadores  de
mortalidade fetal e infertilidade em
bovinos, acarretando grandes perdas
econdbmicas aliado a caréncia de
informacGes sobre 0s mecanismos de
interacdo de receptores de imunidade inata,
estes microorganismos e o (tero gestante
bovino, esse trabalho tem como objetivo a
elucidagdo do mecanismo de resposta
imune inata, caracterizando a expressao
destes receptores ao longo da gestacdo
normal e durante o desafio com organismos
associados com aborto em bovinos, para
melhor entendimento da patogénese de
doencas infecciosas do Utero gestante
bovino.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

e Verificar a expressdo de TLRs,
NOD1, NOD2 e MD2 em
diferentes regides do Utero gestante
bovino e em diferentes estagios de
gestacéo.

e Verificar se ha expressdo de IL-8 e
GCP-2 ap6s estimulacdo de
diferentes regides do Utero gestante
bovino no terceiro trimestre de
gestagdo com organismos
inativados incluindo B. abortus, S.
Dublin, L. monocytogenes e A.
fumigatus.

MATERIAL E METODOS

Colheita de amostras

Foram utilizados 18 (teros de vacas
mesticas em diferentes periodos
gestacionais (seis vacas no lprimeiro, 6
vacas no segundo e 6 vacas no terceiro
trimestre de gestacdo), provenientes de
abatedouros do Estado de Minas Gerais.
Foram retirados trés fragmentos, em
duplicata, do corno gestante de cada vaca:
placentomo (Figura 1A), regido
intercotiledonaria (Figura 1B) e endométrio
(Figura 1C), imediatamente apds o abate.
Ap6s a colheita, as amostras foram
acondicionadas em criotubos estéreis,
congeladas instantaneamente em nitrogénio
liquido e estocados a -80°C até a extracao
de RNA.

Para o estimulo do endométrio e da regido
intercotiledonaria com microorganismos
inativados, foram utilizados seis Uteros
intactos, no terceiro trimestre de gestacao,
também provenientes de abatedouros do
Estado de Minas Gerais.

Este experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG, protocolo n° 170/2009).

Determinacdo do periodo gestacional

Os fetos foram divididos em trés grupos, de
acordo com o estagio de gestacdo (Grupo I-
primeiro trimestre; Grupo I1- segundo
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trimestre; Grupo Ill- terceiro trimestre).
Para tanto, foram feitas mensuracdes
céfalo-coccigeas dos fetos (da nuca até a
base da cauda) e estas foram interpretadas
segundo a formula x= 25y + 21)
(Richardson, 1989), em que x € a variavel
“idade da gestagdo” e y representa o
comprimento apico-caudal, estimando-se
assim o periodo gestacional (Tabela 1).

Para estimar a idade gestacional
correspondente ao 3° trimestre de gestacdo,
dos uteros destinados ao estimulo de
tecidos ja& mencionados, foi feita
mensuracdo céfalo-coccigea de cada feto
em Utero intacto, seguida de interpretacéo
com auxilio da mesma férmula adotada
acima.

Cultivo de tecidos

Foi feita a anti-sepsia do Utero (Figura 1D),
com éalcool iodado, seguida da abertura do
mesmo (Figura 1E), com exposicdo e
retirada do endométrio e da regido
intercotiledonaria. Estes foram mantidos
por 10 minutos em meio de cultura RPMI
(Gibco, Invitrogen, CA, USA) contendo
antibiético (10.000 U de penicilina e 10.000
pg/ml de estreptomicina) a 37°C. Os tecidos
foram lavados com solucdo de PBS estéril
para remogdo completa do antibidtico e
transferidos para um recipiente contendo
RPMI (Gibco, Invitrogen, CA, USA).
Foram obtidos fragmentos menores de
endométrio e regido intercotiledonaria, com
auxilio de tesoura estéril, medindo 1,5 cm
de didmetro e pesando £ 2,92 ge + 4,24 g
(média aritmética de 10 fragmentos de cada
tecido), respectivamente. Em seguida, estes
foram colocados em uma placa de cultivo
de 6 pocos, contendo RPMI enriquecido
com glutamina 4 mM (Gibco; Invitrogen,
CA, USA), piruvato 1 mM, aminoacidos
ndo-essenciais 1 mM e 10% de soro fetal
bovino (Invitrogen;, CA, USA) (Figura 1F).
De cada Utero gestante foram obtidos cinco
fragmentos de endométrio e cinco
fragmentos de regido intercotiledonéria,
sendo quatro destes  diferentemente
estimulados  por  quatro  diferentes
microorganismos inativados, B. abortus, S.
Dublin, L. monocytogenes e A. fumigatus, e
um destinado ao controle negativo.

Posteriormente, os tecidos foram incubados
em atmosfera Umida e com 5% de CO,.

Estimulo dos tecidos

Diferentes fragmentos de endométrio e da
regido intercotiledonaria foram estimulados
durante 12 horas, por uma suspensdo
contendo 1 x 10" unidades formadoras de
colénias (UFC) do microorganismo
inativado: cepa 2308 de B. abortus, cepa
UCD24 de S. Dublin, cepa ATCC 191/5 de
L. monocytogenes (cedida pelo Prof.
Andrey Pereira Lage - EV-UFMG/ Depto.
Medicina Veterinaria Preventiva), e cepa
ATCC 169/3 de A. fumigatus (cedida pela
Prof® Maria Aparecida de Resende - ICB-
UFMG/Depto. Microbiologia). Para o
estimulo  dos  tecidos, todos 0S
microorganismos foram inativados a 80° C
durante 60 minutos.

Extracdo de RNA

A extragdo do RNA dos tecidos coletados
foi realizada com Trizol (Invitrogen;
Carlsbad, CA, USA), adicionando-se 1 mL
de Trizol & amostra de tecido e
homogeneizando-o, em microtubos livres
de RNAse. Foram adicionados 200 pl de
cloroférmio, homogeneizacdo em voértex,
seguido de centrifugagdo das amostras a
12.000 x g, durante 15 minutos, a 4°C. A
fase superior das amostras centrifugadas foi
transferida para novos microtubos e, em
seguida, adicionado 500 pl de isopropanol,
para a precipitacdo do RNA, incubado por
10 minutos em temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 x g,
durante 15 minutos, a 4°C e os pellets
obtidos foram secos a temperatura ambiente
e, posteriormente, dissolvidos em 30 ul de
agua livre de RNase. A pureza e a
quantidade de RNA foram avaliadas por
espectrofotometria e por eletroforese em gel
de agarose/formaldeido a 1%. Mondcitos
foram obtidos do sangue de bovinos através
de uma coluna de Percoll, sendo
diferenciados por 10 dias em cultura em
frascos de teflon. Os macréfagos foram
utilizados como ceélulas de referéncia, uma
vez que expressam todos os TLRs. Estas
celulas foram submetidas ao mesmo
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processo de extragdo de RNA descrito
acima.

Sintese de cDNA

O RNA (2,5 pg) foi retrotranscrito
em cDNA utilizando-se o kit comercial
SuperScript First-Strand Synthesis System
para RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), em uma reacdo de volume final de
50 uL. Para a sintese foram utilizados 2,5
pL de dNTP mix, 2,5 pL de hexdmeros
aleatdirios, 2 pL de tampdo RT (10x),4 pL
de MgCl, 25 mM), 2 uL de DTT
(dithiothreitol) a 0,1 M, 2,5 uL de RNase
OUT™  Recombinante  Ribonuclease
Inribitor, 2,5 pL de Super Script'™ Il RT e
2,5 uL de RNase H. Os pardmetros
utilizados para a sintese do cDNA foram:
65° C por 5 mintos, 25° C por 2 minutos,
25° C por 10 minutos, 42° C por 50
minutos, 70° C por 15 minutos e 37° C por
20minutos. Posteriormente o cDNA foi
armazenado a -20°C.

RT-PCR em tempo real

RT-PCR em tempo real foi utilizado para
avaliar a expressdo de TLRs, NOD1, NOD2
e MD2, além de IL-8 e GCP-2 apds o
estimulo dos tecidos pelos
microorganismos. Realizou-se 0 RT-PCR
em tempo real, utilizando-se 2,5 ul de
cDNA, 10 uM do par de primers especifico
para cada gene e 12,5 ul de Platinum SYBR
Green gPCR SuperMix (Platinum SYBR
Green gPCR SuperMix — UDG with ROX,
Invitrogen) em um volume final de 25 pl
por reacdo. Os pardmetros utilizados para o
PCR em tempo real foram: 50°C por 2 min,
95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto, utilizando
um termociclador ABI 7500 (Applied
Biosystems). Os dados foram analisados
utilizando o método Ct comparativo (Livak
e Schmittgen, 2001). Os valores de Ct
foram normalizados com base na expressdo
de pB-actina. Os primers que foram
utilizados nesse estudo estdo listados na
Tabela 2.

Analise estatistica

O  delineamento  utilizado para o
experimento foi o inteiramente casualizado
(DIC). Os valores de Ct obtidos com RT-
PCR em tempo real foram analisados de
acordo com o0 método 24" (Livak e
Schmittgen, 2001). Os dados de Ct
normalizados foram comparados entre 0s
grupos pelo teste t de Student, sendo
consideradas significativas as diferencas
para p<0,05.
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1: Determinacao do periodo gestacional com base na mensuracao céfalo-coccigea

Grupo Periodo gestacional Tamanho (cm) Dias
primeiro 1/3 até 18 0a98
segundo 1/3 27 - 47 120a 170
terceiro 1/3 a partir de 59 200 a 270
Tabela 2. Lista de genes e iniciadores utilizados no RT-PCR em tempo real
Gene * Iniciadores Produto (pb)
5-TGATCTTGCTGGATCCCATT -3'
TLR-1/6 5 ACTCTTCTCCTTGGGCCATT -3 107
TLR-2 5-TGCGTTGGTTTGGATAGTGA -3' 129
5'-AGGATGATGACAGCCCAGAC-3'
TLR-3 5'-CAGCATCAGAAGGAGCAGAA -3' 104
5-TAGCTTGCTGAACTGCATGG-3'
TLR-4 5'-GACCCTTGCGTACAGGTTGT-3' 103
5-GGTCCAGCATCTTGGTTGAT-3'
TLR5 5-TCAATGGGAGCCAGATTTTC -3' 104
5'-CCCAGCAAAGGTGTGGTAGT-3'
TLR7 5-AAAGACAACGTGTGCACCAA -3 94
5-GCTGGTTTCCATCCAGGTAA-3'
TLRS8 5-GCTGGTTTGACAACATGCAC -3' 72
5-AGGGCATTTCGTCCATTAAA-3'
TLR9 5'-GCATCTCACAGGCGGTTAAT-3' 94
5'-CCATGGTACAGGTCCAGCTT-3'
TLR10 5-TCTGGTCCTGTGCATGAATC-3' 93
5'-CCTCACATGGATGAGGAAGA-3'
NOD 1 5'-CAGTGGGGTGAAGGTGCTAT-3' 102
5’-ATGTACCTGGCTCCGACATC-3'
NOD 2 5'-GGCCCTTGAAAAGAATGACA-3' 95
5-TGGTATCCTGGTGGCTGAGT-3'
MD2 5-TGCAATTCCTCTGATGCAAG-3' 106
5-TCCCCTTGGTTCCCTTTATT-3'
*IL-8 5'- ACACATTCCACACCTTTCCACC -3' 117
5'- GCAGACCTCGTTTCCATTGGTAAG -3'
*GCP-2 5'- ATTCATCCCAAAACGGTCAGTG -3' 101
5'- CAGACTTCCCTTCCATTCTTCAAG -3'
. 5-TCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTG -3'
B-actina 121

5-TTGCCGATGGTGATGACCT-3

* Citocinas quimiotaxica para neutréfilos - nimeros de acesso: IL-8: AF232704; GCP-2: AF149249.

26



Figura 1. Demonstracdo da colheita de material e disposi¢do dos tecidos em placa de seis pogos para
estimulacgdo. RegiGes selecionadas para estudo do Gtero gestante de vacas provenientes de abatedourosdo
Estado de Minas Gerais: placentomo (A), regido intercotiledonaria (B), endométrio (C). Assepsia do
Utero gestante (D), abertura do corno uterino gestante (E). Disposi¢do dos tecidos selecionados
(endométrio e regido intercotiledonaria) para estimulagdo com microorganismos inativados em placa de
seis po¢os contendo meio RPMI enriquecido (F).
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RESULTADOS

(i) Expressdo de receptores de padrdes
moleculares no Utero bovino ao longo da

gestacao.

Com o objetivo de caracterizar a expressao
de PRRs no utero bovino durante a
gestacdo, utilizou-se 0 RT-PCR em tempo
real quantitativo (QRT-PCR) com o RNA
total extraido do placentomo, endométrio e
regido intercotiledonéaria para amplificacdo
dos genes TLR 1-10, NOD1, NOD2 e
MD?2. Os dados da analise do gRT-PCR em
tempo real demonstraram que ha expressdo
de alguns TLRs em diferentes regides do
Utero gestante bovino e que a expressao de
alguns deles variam ao longo gestacéo.

Quando se compara a expressdo desses
genes no placentomo & expressdo dos
mesmos em células de referéncia (Fig. 2A)
— macrofagos, células que sabidamente os
expressam - e nos demais tecidos em
estudo, observa-se baixa expressdo de
TLR1/6, TLR3, TLR4, TLR5, TLR?7,
TLR8, NOD1 e NOD2. Os demais genes
ndo sdo expressos (Fig. 2B). Embora néo
exista variagdo significativa na expresséo
destes genes ao longo da gestacdo no
placentomo, é observada uma tendéncia
crescente na expressdo do TLR4, com
maior expressdo no Ultimo trimestre de
gestagéo.

Ao contrario do TLR4, o TLR1/6 apresenta
uma tendéncia decrescente de expressdo,
sendo observada maior expressdo do gene
no primeiro tergo da gestacao.

No  endométrio, nota-se  variacdo
significativa na expressdo do TLR4 e do
TLR5 ao longo dos trés trimestres de
gestacdo. A expressdo do TLR4 varia entre
0 segundo e o terceiro trimestre, sendo mais
intensamente expresso no primeiro e
terceiro trimestres, e quando sua expressdo
é comparada nos diferentes tecidos do Gtero
gestante, observa-se que o endométrio é o
tecido com maior expressao de TLRA4.

O TLR5 demonstra ser mais intensamente
expresso nos ultimos dois trimestres (Fig.
2C).

Embora ndo tenha sido detectada variacao
na expressao dos demais genes ao longo da
gestacdo, observa-se que o endométrio
possui alta expressdo de TLR7 e TLR1/6 no
segundo trimestre quando comparada a
expressao dos mesmos nas células de
referéncia e aos demais genes estudados.

Na regido intercotiledonaria, é observada
variagdo significativa na expressédo de
TLR1/6, assim como de TLR7 e TLRS8
(Fig. 2D). Esses genes sdo fortemente
expressos no primeiro trimestre de gestacéo
em relagdo aos demais trimestres. Os
demais genes nao sdo expressos. Além
disso, nota-se que TLR1/6 e TLR5 sdo
expressos em grande quantidade, no
primeiro trimestre de gestacdo, na regido
intercotiledonaria, comparando-se a0
placentomo, endométrio e as células de
referéncia.
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Figura 2 — Expressdo de receptores de reconhecimento padrdo no Gtero bovino no primeiro trimestre
(PTG), segundo trimestre (STG) e terceiro trimestre de gestacdo (TTG): (A) Expressdo génica de TLR
1/6-10, NOD1, NOD2 e MD2 em macrofagos (controle positivo). Cada coluna representa a média
aritmética de trés animais com barras de erro padrdo. Expressdo génica de TLR 1/6-10, NOD1, NOD2 e
MD2 no (B) placentomo, (C) endométrio e (D) regido intercotiledonéria. Cada coluna representa a média
aritmética de seis animais com barras de erro padrdo. Um asterisco (*) indica diferenga estatistica

significativa (p < 0.05).
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(ii) Expressdo _de quimiocinas _no_utero
bovino durante Ultimo trimestre de
gestacdo em resposta a estimulacdo por
microorganismos inativados

A resposta neutrofilica aguda observada na
placenta bovina quando da infecgéo por B.
abortus, S. Dublin, L. monocytogenes e A.
fumigatus aliada a resultados prévios a
cerca da expressio de citocinas e
guimiocinas em células trofoblasticas
bovinas durante infeccdo por B. abortus
(Carvalho-Neta et al., 2008), motivou a
realizagéo do estudo da expresséo de IL-8 e
GCP-2 (citocinas quimiotaticas para
neutrofilos) em tecidos do dtero bovino
gestante (endométrio e regido
intercotiledonaria), ap6s 12 horas de
estimulagdo por agentes causadores de
aborto no terco final da gestacdo.

Os resultados de gRT-PCR demonstram
que 0 endométrio possui  expressao
significativa de 1L-8 quando estimulado por
B. abortus e S. Dublin inativadas, se
comparada ao controle ndo estimulado, da
mesma forma, é observada alta expressdo
dessa guimiocina na regiao
intercotiledonaria, quando estimulada por
B. abortus e S. Dublin.

Quando a expressdo de IL-8 é comparada
entre 0s microorganismos, observa-se que
S. Dublin tem maior potencial de estimulo
da expresséo de IL-8 em relagdo aos demais
patdgenos. Comparando-se a expressdo de
IL-8 entre ambos os tecidos estimulados,
observa-se grande expressdo da quimiocina
na regido intercotiledonaria em relacdo ao
endométrio, quando estimulados por S.
Dublin (p = 0, 0032) (Fig. 3A). Nao foi
observada diferenca  significativa na
expressdao de IL-8 entre os tecidos em
resposta a estimulacdo pelos outros
microorganismos inativados.

A analise de expressio de GCP-2
demonstrou que quando o endométrio foi
estimulado por B. abortus e S. Dublin,
houve alta expressdo, comparado ao
controle ndo estimulado e B. abortus foi o
agente que demonstrou maior potencial de
estimulacdo desse gene.

Na regido intercotiledonaria, hd um
aumento significativo da expressdo de
GCP-2, quando estimulada por S. Dublin e
L. monocytogenes, comparado ao controle
ndo estimulado. e esse tecido foi mais
intensamente estimulado por S. Dublin. A.
fumigatus estimulou quatro vezes menos a
expressdo de GCP-2 que S. Dublin e L.
monocytogenes na regido intercotiledonéria.
Além disso, ha alta expressdo de GCP-2 na
regiao intercotiledonaria que no
endométrio, quando estimulados por S.
Dublin e L. monocytogenes (P = 0.0398 e P
= 0.0416, respectivamente). Os demais
microorganismos nédo estimularam
significativamente a expressdo de GCP-2 na
regido intercotiledonéria (Fig. 3B).
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Figura 3 — Expressao de (A) IL-8 e (B) GCP-2 em tecidos do Utero gestante bovino cultivados depois de
doze horas de estimulacdo por B. abortus, S. Dublin, L. monocytogenes e A. fumigatus inativados pelo
calor. Cada coluna representa a média aritmética de seis animais com barras de erro padrdo. Um asterisco
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estatisticamente significativa (p < 0.05), comparando-se a expressdo do gene sob o estimulo de um

mesmo microorganismo inativado nos diferentes tecidos (endométrio e regido intercotiledonéria).
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DISCUSSAO

A expressdéo de TLRs foi avaliada no
endométrio bovino de Gtero normal e pds-
parto (Davies et al., 2008, Herath et al, 2009,
Martins et al., 2010). Entretanto, este estudo é
0 primeiro a caracterizar a expressdo de
TLR1-10, NOD1l, NOD 2 e MD2 em
diferentes regides do Utero bovino durante a
gestagéo.

Neste estudo demonstrou-se que 0 TLR4 e o
TLR5 foram intensamente expressos no
endométrio no Gltimo trimestre de gestacao.
Considerando que bactérias gram-negativas
estdo geralmente associadas a infeccBes
uterinas em vacas e que TLR4 e TLR5
reconhecem PAMPs especificos dessas
bactérias, por exemplo, LPS e flagelina,
respectivamente (Davies et al.,, 2008), o
aumento da expressao de tais genes no Gltimo
trimestre de gestacdo pode estar relacionado a
um mecanismo de defesa contra infecgédo
causada por aqueles microorganismos (King et
al., 2003). Os mecanismos de controle da
expressao diferencial desses genes durante a
gestagdo ainda precisam ser esclarecidos
(Koga e Mor, 2010).

A expressdo dos TLRs na placenta bovina, da
mesma forma que na humana (Koga e Mor,
2010), ndo é constante, entretanto parece ser
regulada tanto temporal quanto regionalmente.
Por exemplo, na regido intercotiledonéria,
TLR1/6, TLR7 e TLR8 sdo expressos em
niveis maiores no primeiro trimestre de
gestacdo, porém essa variacao nao é observada
no placentomo ou no endométrio.

No placentomo foi observada minima
expressdo de TLRs, NODs e MD2, sendo
demonstrado assim, do ponto de vista da
imunidade inata, que esta regido é
imunossuprimida ao longo de toda gestacao.

NO6s mostramos que o estimulo com
microorganismos inativados no endométrio e
na regido intercotiledonaria induziu forte
expressdo de citocinas pro-inflamatorias
quimiotaticas para neutrofilos. De acordo com
Holmlund et al (2002), o estimulo de TLR2 e
TLR4 com LPS e zymosan induz expressdo de
IL-6 e IL-8 na placenta humana, no terceiro
trimestre de gestacdo. Estes resultados
sugerem que as regides em estudo sdo capazes
de reconhecer microorganismos e iniciar a

resposta inflamatéria no Gtero gestante.
Modelos experimentais de animais que
proporcionam melhor  avaliagéo de
complicagbes durante a gestagcdo vém sendo
desenvolvidos pela administracdo de LPS de
bactérias gram-negativas (Kaga et al., 1996;
Ogando et al., 2003). Através do TLR4, o LPS
promove a expressdo de altos niveis de
citocinas  pelas células  trofoblasticas,
indicando que tais células sdo muito sensiveis
a estimulos de PAMPs microbianos (Yiu et al.
1994, Crocker et al., 2001).

Nossos resultados demonstram que ha forte
expressdo de IL-8 e GCP-2 no endométrio e
na  regido intercotiledonaria  quando
estimulados por S. Dublin inativada,
comparada aos demais microorganismos. O
LPS de S. enterica tem uma potente atividade
imunoestimuladora, cem vezes mais que a de
B. abortus (Ritting et al. 2003; Duefias et al,
2004), de forma que a Salmonella tem
capacidade de induzir uma resposta
inflamatdria severa e aguda (Santos et al.,
2003). Este dado sustenta o resultado de alta
expressdao de quimiocinas pré-inflamatdrias
nesses tecidos apos estimulo com S. Dublin.

Assim como B. abortus, S. Dublin, L.
monocytogenes e A. fumigatus sdo importantes
agentes causadores de aborto no ultimo tergo
de gestacdo por causarem placentite necrética
neutrofilica severa e difusa. Apoiados por
Carvalho-Neta et al. (2008) que propde que a
expressao aumentada de GCP-2 e IL-8 indica
um provavel papel das mesmas no
recrutamento de neutrofilos para o tecido
placentario bovino durante 0s primeiros
estadgios de infeccdo por B. abortus, nossos
dados podem acrescentar S. Dublin e L.
monocytogenes como fortes indutores de
expressdao dessas quimiocinas no Utero
gestante contribuindo também para o aborto.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que alguns TLRs sdo
expressos em diferentes tecidos e em
diferentes periodos de gestacdo no Utero
bovino. A expressdo desses genes varia ao
longo da gestacdo, com intensa expressdo de
TLR4 e TLR5 no endométrio no primeiro e
terceiro trimestre de gestacdo e terceiro
trimestre  de gestacdo, respectivamente.
TLR1/6, TLR7 e TLR8 s&o fortemente
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expressos no  primeiro trimestre  de
gestacdo. Além disso, 0 endométrio e a
regido intercotiledonéria demonstram ser
componentes do dtero gestante bovino
sensiveis ao estimulo de B. abortus, S.
Dublin e L. monocytogenes, induzindo
expressdao de quimiocinas como IL-8 e
GCP-2. Sendo assim, estes dados dé&o
suporte a hipdtese de que as células
endometriais e da regido intercotiledonaria
contribuem para o desencadeamento da
patogénese da placentite neutrofilica aguda
observada durante infecgéo por tais agentes
no Gtero bovino gestante, culminando com
aborto.
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