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RESUMO

Objetivou-se avaliar a producdo das citocinas proé-inflamatérias interleucina 18 (IL1P),
interleucina 6 (IL6) e quimiocina CXCLS8, por explantes endometriais de novilhas azebuadas em
diestro estimulados por padrdes moleculares associados a patdgenos e a influéncia de diferentes
fases do ciclo estral sobre tal producdo. As concentracGes de citocinas em meio de cultivo foram
mensuradas por meio de ELISA. Explantes endometriais foram estimulados por diferentes
concentragcdes de lipopolissacarideo (LPS), lipoproteina triacetilada sintética (PAM3) e
peptideoglicano (PGN). A dindmica de producdo, o acimulo de citocinas ao longo do tempo e a
producdo de citocinas por explantes endometriais provenientes de tratos genitais em diferentes
fases do ciclo estral foram avaliados sob estimulagdo por 1,0 pg/mL de LPS. Explantes
endometriais produziram maiores concentracfes de ILIJ em resposta a 1,0 ug/mL de LPS
(P<0,05) apds 24 horas de cultivo e 10,0 pg/mL de PGN (P<0,01) apds 24 e 48 horas de cultivo;
maiores concentragdes de IL6 em resposta a 0,1 (P<0,05) e 1,0 pg/mL de LPS (P<0,01) e CXCL8
em resposta a 0,1 (P<0,01) e 1,0 pg/mL de LPS (P<0,01) ap6s 24 horas de cultivo. Explantes
estimulados por LPS apresentaram maior produgdo de IL1p de 6 a 12 e 12 a 18 horas (P<0,05),
com maior acumulo a partir de 24 horas de cultivo (P<0,05); maior producdo de IL6 durante as
12 horas iniciais de cultivo (P<0,05), acumulando maiores concentragcdes de IL6 apds seis
(P<0,01) e 24 horas (P<0,05) de cultivo; e maior produgdo de CXCL8 de 6 a 12 e 18 a 24 horas
(P<0,05), com acumulo significativo de 6 a 48 horas (P<0,05) de cultivo. Explantes endometriais
de tratos genitais em fase de metaestro, estimulados por LPS, produziram maiores concentrages
de IL6 (P<0,01) e CXCL8 (P<0,05) ap6s 24 horas de cultivo e IL6 (P<0,05) ap6s 48 horas de
cultivo. Explantes endometriais de tratos genitais em fase de diestro produziram maiores
concentragdes de IL1p (P<0,05) e IL6 (P<0,05) ap6s 24 horas de cultivo e IL6 (P<0,05) apos 48
horas de cultivo. J& explantes endometriais de tratos genitais em fase de proestro/estro produziram
maiores concentragdes de IL1B (P<0,05) ap6s 24 horas de cultivo. Ndo houve diferenca
significativa entre as producdes de citocinas por explantes endometriais provenientes de tratos
genitais em diferentes fases do ciclo estral. Conclui-se que explantes endometriais de novilhas
azebuadas em fase de diestro respondem a estimulacdo por PAMP com produgéo de IL1p, IL6 e
CXCLS8 e que as fases do ciclo estral ndo influenciam na produgéo das citocinas pro-inflamatorias
por explantes estimulados por LPS.

Palavras-chave: Bovinos, citocinas, endométrio, infecgdes uterinas, resposta inflamatoria, zebu
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the production of proinflammatory cytokines
interleukin 1B (IL1p), interleukin 6 (IL6) and chemokine CXCLS8, by endometrial explants of
zebu based heifers at diestrous stimulated by pathogen-associated molecular patterns and the
influence of different phases of the estrous cycle on such production. The cytokines
concentrations in culture medium were measured by ELISA. Endometrial explants were
stimulated by different concentrations of lipopolysaccharide (LPS), synthetic triacetylated
lipoprotein (PAM3) and peptideoglycan (PGN). The production dynamics, the cytokines
accumulation over time and the cytokines production by endometrial explants from genital tracts
at different phases of the estrous cycle were evaluated by stimulation with 1.0 pg/mL of LPS.
Endometrial explants produced higher concentrations of IL1p in response to 1.0 ug/mL of LPS
(P<0.05) after 24 hours of culture and 10.0 pg/mL of PGN (P<0.01) after 24 and 48 hours of
cultivation; higher concentrations of IL6 in response to 0.1 (P<0.05) and 1.0 pg/mL of LPS
(P<0.01) and CXCLS8 in response to 0.1 (P<0.01) and 1,0 ug/mL LPS (P<0.01) after 24 hours of
culture. LPS-stimulated explants showed higher IL1B production at 6 to 12 and 12 to 18 hours
(P<0.05), with higher accumulation after 24 hours of culture (P<0.05); increased IL6 production
during the first 12 hours of culture (P<0.05), accumulating higher concentrations of IL6 after six
(P<0.01) and 24 hours (P<0.05) of culture; greater production of CXCL8 at 6 to 12 and 18 to 24
hours (P<0,05), with significant accumulation from 6 to 48 hours (P<0.05) of culture. LPS-
stimulated endometrial explants from metaestrous phase genital tracts produced higher
concentrations of 1L6 (P<0.01) and CXCL8 (P<0.05) after 24 hours of culture and IL6 (P<0.05)
after 48 hours of cultivation. Endometrial explants of diestrous phase genital tracts produced
higher concentrations of IL1f (P<0.05), IL6 (P<0.05) after 24 hours of culture and IL6 (P<0,05)
after 48 hours of cultivation. On the other hand, endometrial explants from proestrous/estrous
genital tracts produced higher concentrations of IL1p (P<0.05) after 24 hours of cultivation. There
was no significant difference in cytokine production by endometrial explants from genial tracts
at different stages of the estrous cycle. In conclusion, endometrial explants of zebu based heifers
at diestrus phase respond to stimulation by PAMP with production of IL1p, IL6 and CXCLS8 and
phases of the estrous cycle do not influence the production of proinflammatory cytokines by LPS-
stimulated explants.

Key-words: Bovine, cytokines, endometrium, uterine infection, inflammatory response, zebu
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta o segundo maior rebanho bovino do mundo com cerca de 215,2 milhGes de
cabecas, das quais 21,8 milhdes sdo responsaveis pela quinta maior producdo mundial de leite
(IBGE, 2016; Seapa-MG, 2016). O rebanho leiteiro brasileiro é composto por 6% de animais
especializados para a producdo de leite, em sua grande maioria por fémeas da raca Holandesa,
74% de animais mesticos, provenientes de cruzamentos Holandés (Bos taurus taurus) x Zebu
(Bos taurus indicus) (mestigas HZ), e 20% de animais considerados ndo especializados, ou seja,
animais de baixa aptiddo leiteira, mesticos, cujo grau de sangue dos cruzamentos ndo é
determinado (Vilela, 2003). Esses dados enfatizam a importancia das fémeas mesticas no cenario
produtivo brasileiro, uma vez que sdo animais mais rusticos, de menor demanda nutricional e
elevado potencial produtivo, mesmo em sistemas menos tecnificados e desfavoraveis a criagdo
(Amaral et al., 2006).

A busca pelo aumento da eficiéncia produtiva visa aumentar a rentabilidade do sistema como
também, permanecer na atividade leiteira, que a cada dia se torna ainda mais competitiva.
Entretanto, 0 aumento da eficiéncia produtiva em rebanhos leiteiros veio acompanhado nas
Gltimas décadas pela progressiva reducédo da eficiéncia reprodutiva, principalmente em rebanhos
especializados (Butler, 2000; Lucy, 2001; Spencer, 2013). Diversos fatores estdo associados a
queda da eficiéncia reprodutiva em rebanhos de alta producéo, tendo como destaque afecgdes
decorrentes de desordens hormonais, metabdlicas e imunoldgicas durante o periodo de transicao
e puerpério (Lucy, 2001; Kask et al., 2003; Butler, 2006; Sheldon et al., 2006; Sordillo et al.,
2009; Esposito et al., 2014; LeBlanc, 2014). Dentre essas afecgdes, as infecgdes uterinas possuem
papel importante sobre a fertilidade de fémeas bovinas, pois impactam diretamente sobre o trato
genital, alterando a fisiologia reprodutiva de tais animais (LeBlanc, 2002; Kasimanickam et al.,
2004; Gilbert et al., 2005; Sheldon et al., 2008). Além das perdas reprodutivas, perdas econémicas
relacionadas com tratamento das enfermidades, descarte de leite, custos com doses de sémen e
descarte involuntario de animais inférteis, constituem os maiores impactos de tais afeccdes em
um sistema produtivo (Sheldon e Dobson, 2004; Sheldon et al., 2009b; Martins et al., 2013).

Diversos estudos foram conduzidos ao longo dos anos visando classificar as infec¢Ges uterinas e
entender 0os mecanismos patofisiolégicos envolvidos no seu estabelecimento, persisténcia e
resolucdo (Lewis etal., 1997; Sheldon et al., 2002, 2006, 2008, 2009a; Kasimanickam et al., 2004;
Sheldon e Dobson, 2004; Gilbert et al., 2005; Willians et al., 2005, 2007; Herath et al., 2006a,
2009ab; Chapwanya et al., 2010; Dubuc et al., 2010; Turner et al., 2014). Neste contexto, a
descoberta de receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) em células endometriais,
neutrofilos, macrofagos e células dendriticas do Utero, que sdo capazes de reconhecer ampla
variedade de microrganismos e de estimular resposta inflamatéria uterina, despertou a
importancia de se conhecer mais a fundo os mecanismos envolvidos na resposta imune inata do
Utero (Janeway e Medzhitov, 2002; McGuire et al., 2005; Akira et al., 2006; Wira et al., 2005;
Horne et al., 2008).

Apos o reconhecimento de padres moleculares associados a patégenos (PAMP) por PRR, uma
série de vias de sinalizacdo intracelulares sdo acionadas. Como resultado, ocorre a transcri¢do de
genes e producdo de diversas moléculas pré-inflamatérias como citocinas, quimiocinas,
moléculas vasoativas, defensinas, lisozimas, proteinas de fase aguda e proteinas do complemento,
responsaveis por atrair células de defesa, evitar a invasdo do organismo, controlar e debelar a
infeccdo, além de promover reparo de lesdes teciduais (Herath et al., 2009b; Galvao et al., 2011;
Swangchan-Uthai et al., 2012). Acredita-se que a ocorréncia de quadros de subfertilidade ou
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infertilidade possam estar associados a respostas inflamatdrias insuficientes ou exacerbadas, e
que alteracdes no perfil de expressdo endometrial de citocinas e outros mediadores inflamatérios
sdo consequéncias de desequilibrios nos mecanismos imunoldgicos que regulam o processo
inflamatério (Horne, 2008; Herath et al., 2009; Pothmann et al., 2015).

O perfil de expressdo endometrial de PRR e de citocinas tem sido amplamente estudado em
fémeas bovinas. Esse perfil pode ser influenciado pela gestacéo e pelo periodo pés-parto (Petzl,
2007, Martins et al., 2011), pelo tipo de contaminacdo uterina no pés-parto (Borges et al., 2012),
pela variagdo genética entre os animais (Pinedo et al., 2013), além de estimulos hormonais
variaveis durante o ciclo estral (Lewis, 2003; Herath et al., 2006; Davies et al., 2008; Borges et
al., 2012; Saut et al., 2014). Estudos do nosso grupo de pesquisa caracterizaram e expressdo de
PRR no utero de fémeas taurinas (Bos taurus taurus) durante o pés-parto normal e patologico
(Martins et al., 2011, 2016), além da producdo de citocinas pro-inflamatorias por explantes
endometriais de novilhas e vacas taurinas ndo gestantes, em diferentes fases do ciclo estral, frente
a diferentes estimulos inflamatérios (Borges et al., 2012). Entretanto, poucos estudos foram
realizados até o presente momento, para caracterizar a resposta inflamatéria e os mecanismos da
resposta imune inata existentes no endométrio de fémeas azebuadas. Fémeas azebuadas séo
animais mestigos resultante de cruzamentos entre taurinos e zebuinos, cujo maior grau de sangue
e fendtipo sdo provenientes da subespécie Zebu. Tais animais sdo considerados mais resistentes
a diversos desafios infecciosos, inclusive do Gtero, e constituem parcela importante do rebanho
produtor de leite no Brasil. Diante disso, as hipdteses do presente estudo sdo a menor produgao
de citocinas pro-inflamatorias pelo endométrio de novilhas azebuadas frente a estimulagdo por
PAMP confere maior resisténcia aos processos infecciosos uterinos e as variagdes dos horménios
esteroides sexuais durante o ciclo estral determinam periodos de maior ou menor susceptibilidade
as infeccOes bacterianas do Utero.

2. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivos avaliar a producdo das citocinas pro-inflamatérias
interleucina 1B (IL1 B), interleucina 6 (IL6) e quimiocina CXCLS8 por explantes endometriais de
novilhas azebuadas em diestro, estimulados por diferentes padrGes moleculares associados a
patdgenos; e avaliar a producdo das mesmas citocinas por explantes endometriais de novilhas
azebuadas em diferentes fases do ciclo estral, estimulados por lipopolissacarideo (LPS).

3. REVISAO DE LITERATURA

O aumento da produtividade leiteira nas Gltimas décadas é resultado de investimentos e estudos
em diversas areas do conhecimento como nutri¢do, sanidade, bem-estar animal, reproducéo e
principalmente, melhoramento genético. A constante selecdo de animais geneticamente
superiores para a producéo de leite, mantidos em sistemas de produgéo cada vez mais tecnificados
e bem manejados, além do crescente uso de biotécnicas reprodutivas, promoveram rapida
melhoria genética dos rebanhos leiteiros, com consequente aumento da produtividade. Entretanto,
para uma vaca produzir leite, essa deve apresentar partos em intervalos de 12 a 14 meses,
caracterizando assim boa taxa de fertilidade e, consequentemente, boa eficiéncia reprodutiva.
Porém o aumento da taxa de fertilidade ndo acompanhou o aumento da producdo leiteira nas
Gltimas décadas (Marques Junior, 1993; Kask et al., 2003; Spencer, 2013).

O aumento da produtividade impacta diretamente sobre as vacas consideradas de alta produgao.
No periodo de transicédo, toda vaca sofre diversas alteragdes hormonais e metabdlicas que visam
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prepara-la para a transicao de vaca ndo lactante para vaca em lactacdo (Lucy, 2001; Butler, 2006).
Dentre essas adaptacdes homeorréticas, observa-se alteragfes nas concentrages hormonais de
estrégeno, progesterona, insulina, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), horménio
do crescimento (GH), cortisol, prolactina, ocitocina, prostaglandinas, dentre outros. Além disso,
ocorrem alteracdes metabdlicas como reducdo da concentragdo circulante de glicose, mobilizacdo
de reservas corporais como tecido adiposo e tecido muscular, com consequente aumento das
concentracdes circulantes de acidos graxos nao esterificados (AGNES) e corpos cetdnicos (Bell,
1995; Butler, 2003; Diskin et al., 2003; Leroy et al., 2005,2008). Tais alteragdes visam
desencadear o evento do parto e suprir a demanda energética crescente da vaca, como
consequéncia da reducdo da ingestdo de alimentos no pré e péds-parto e inicio da lactacdo.
Entretanto, dependendo da condicao corporal, condi¢do nutricional e producao leiteira dessa vaca,
0 organismo animal pode promover alteracdes homeorréticas mais acentuadas, aumentando o
déficit energético, reduzindo a capacidade imunologica e predispondo-o a ocorréncias de doengas
metabolicas e puerperais. A ocorréncia de tais enfermidades impacta negativamente na eficiéncia
produtiva e reprodutiva das fémeas bovinas (Dobson et al., 2007; Wathes et al., 2009).

3.1 — Infecgdes uterinas

As infecgdes uterinas merecem destaque entre as principais doencas puerperais em vacas leiteiras
de alta produgdo. Associado & queda da imunidade no periodo de transi¢do e puerpério, as
barreiras fisicas do trato genital feminino sdo rompidas durante o parto (Sheldon e Dobson, 2004).
Neste periodo em que a vaca se torna imunologicamente suprimida, microrganismos comensais
ao trato genital, a pele do animal e bactérias ambientais conseguem migrar e contaminar o Utero.
A contaminacéo uterina é um processo dinamico e ndo especifico, no qual uma ampla variedade
de bactérias colonizadoras séo eliminadas e novas bactérias tornam a colonizar o Utero durante as
primeiras semanas apos o parto (Griffin et al., 1974; Sheldon et al., 2002). Aproximadamente 80
a 100% das vacas apresentam colonizagdo bacteriana uterina em até duas semanas pds-parto e
cerca de 40% ainda apresentam colonizacdo em até trés semanas (Sheldon et al., 2008).

Devido a caracteristica do conteido uterino no pos-parto, algumas bactérias colonizadoras
conseguem se multiplicar, produzir toxinas, aderir a mucosa uterina e invadir o epitélio, dando
inicio ao processo infeccioso e inflamatorio do Utero (Janeway et al., 2001; Sheldon e Roberts,
2010). As principais bactérias patogénicas normalmente isoladas por meio de culturas aer6bicas
e anaerdbicas de swabs uterinos sdo Escherichia coli, Trueperella pyogenes, Fusobacterium
necrophorum, Fusobacterium nucleatum e Prevotella spp. (Griffin et al., 1974; Sheldon et al.,
2002; Williams et al., 2005; Lopes, 2007; McDougall et al., 2011).

A E. coli é a principal bactéria Gram-negativo presente no Gtero de vacas na primeira semana
po6s-parto, com prevaléncia em torno de 37% das bactérias isoladas. Essa por sua vez, parece
preparar o ambiente uterino para a colonizagdo da T. pyogenes, com prevaléncia de 49% das
bactérias isoladas (Williams et al., 2005, 2007). As infec¢des uterinas causadas por E. coli, além
de propiciar infeccBes por outras bactérias e virus, promovem a liberacdo de lipopolissacarideo
(LPS) da parece celular bacteriana apds a sua morte. A dispersdo do LPS pelo organismo do
animal, quadro denominado de endotoxemia, atingindo locais como hipotdlamo, hipofise e
ovarios, é responsavel por alterar a fisiologia reprodutiva dos animais afetados (Williams et al.,
2007; Sheldon et al., 2009a; Bromfield et al., 2015). Infec¢Bes mais severas sdo causadas pela T.
pyogenes, devido a grande maioria das cepas expressarem o gene plo. Esse fator de viruléncia
codifica a producdo de pyolisina, uma citotoxina colesterol-dependente que atua sobre sitios ricos
em colesterol da membrana plasmatica celular. A pyolisina promove mobilizacdo e agregacédo de
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colesterol, formacdo de poros nanométricos na membrana plasmatica, resultando em morte
celular por efeito osmatico (Jost e Billington, 2005; Amos et al., 2014). Além disso, T. pyogenes,
F. necrophorum e Prevotela spp. parecem atuar em sinergismo, aumentando a severidade da
infeccdo. Aleém da pyolisina, a T. pyogenes produz fatores de crescimento para F. necrophorum,
que por sua vez produz uma leucotoxina responsavel por lisar leucdcitos. A Prevotela spp. é
responsavel pela producdo de substancias que reduzem a agdo dos neutrofilos e macrofagos
inibindo sua capacidade fagocitica (Sheldon et al., 2009a).

As manifestagdes clinicas das infecgdes uterinas irdo depender da espécie e carga bacteriana
colonizadora do Gtero, do ambiente uterino, da composi¢do genética do animal e seu sistema
imunologico. Quanto maior a carga bacteriana e mais patogénica for a bactéria colonizadora,
maiores sdo as chances de os mecanismos de defesa uterina serem subjugados, permitindo a
invasdo bacteriana do epitélio uterino, resultando em infeccéo e inflamag&o (Sheldon e Dobson,
2004). Além disso, a variagdo dos horménios esteroides ap0s a primeira ovulacdo pos-parto,
influencia na susceptibilidade as infecgBes uterinas. Apds a primeira ovulagdo pos-parto, o
ambiente enddcrino uterino € regido predominantemente pela agdo da progesterona produzida
pelo corpo lateo. A progesterona € conhecida por suprimir o sistema imune, diminuindo a
producdo de eicosanoides (prostaglandinas e leucotrienos) e reduzindo a capacidade fagocitica
dos neutrofilos (Lewis, 2003; Borges et al., 2012; Turner et al., 2012). Entretanto, na fase de
crescimento folicular, a maior concentragdo circulante de estrdgeno resulta em maior fluxo
sanguineo ao Utero, maior producdo de fluido cervico-vaginal, secre¢do de moléculas
antimicrobianos e aporte de células de defesa (Wira et al., 2010).

A composicdo genética dos animais também parece influenciar na incidéncia das infec¢Ges
uterinas, uma vez que as vacas zebuinas e azebuadas sdo mais resistentes aos processos
infecciosos que as vacas taurinas (Gonzélez Sanchez et al., 1999; Camargos et al., 2013). A
colonizacdo uterina por bactérias € comum a todas as fémeas no pds-parto. Entretanto, a resposta
imune inata e o processo inflamatério endometrial sdo fundamentais para conter e debelar as
infeccOes, eliminar os agentes patogénicos e promover reparacdes teciduais necessarias para o
estabelecimento de uma nova gestagdo. Dependendo da capacidade de resposta do sistema imune
inato, alguns animais se tornam mais resistentes a contaminacéo e infeccdo uterina do que outros
(Sheldon et al., 2009a; Takeuchi e Akira, 2010; Turner et al., 2012).

3.2 — Definic@es das infec¢des uterinas e seus impactos

Diversos estudos foram realizados tentando definir caracteristicas e classificar as infecgdes
uterinas (LeBlanc et al., 2002, 2014; Kasimanickam et al., 2004, 2005; Gilbert et al., 2005;
Sheldon et al., 2006, 2009; Galvéo et al., 2009; Dubuc et al., 2010; McDougall et al., 2011, 2013;
Sannmann et al., 2012). Entretanto, as caracteristicas e defini¢des sdo variaveis, ndo havendo
consenso entre 0s autores, e na maioria das vezes, sdo baseadas nos sinais clinicos, no periodo de
manifestacdo apos o parto e em caracteristicas citoldgicas e/ou histolégicas.

Metrite é definida como doenca sistémica que ocorre nas trés primeiras semanas pos-parto,
predominantemente entre os 10 primeiros dias, caracterizada por descarga vaginal viscosa a
purulenta, vermelho acastanhada, fétida, associada a febre, com debilidade, inapeténcia e queda
na producdo de leite (Sheldon et al., 2006, 2009a; Sannmann et al., 2012). Macro e
microscopicamente € caracterizada por inflamacdo de todas as camadas uterinas, apresentando
distensdo do (tero, sinais de edema, congestdo da mucosa uterina, infiltrado leucocitério e
degeneracdo miometrial (Sheldon et al., 2006, 2009a).
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Endometrite clinica era definida apenas como inflamacdo do trato reprodutivo associada a
infecgdo bacteriana, caracterizada por dilatagdo de cérvix (>7,5 c¢cm), secrecdo cervico-vaginal
purulenta ou mucopurulenta a partir de trés semanas pds-parto, sem manifestacfes sistémicas de
doenca (LeBlanc et al., 2002; Sheldon et al., 2006). Embora a avalia¢do clinica de secrecdo
cervico-vaginal purulenta a mucopurulenta ap6s trés semanas pés-parto seja utilizada para
caracterizacdo de endometrite clinica, nem todos os animais que apresentam tal caracteristica
clinica possuem inflamacdo endometrial. A avaliacdo apenas da descarga vaginal é incapaz de
diferenciar quadros de endometrite, cervicite e vaginite (Dubuc et al., 2010). Cervicite é definida
como inflamacdo da cérvix, caracterizada por acumulo de secre¢do purulenta na porcéo cranial
da vagina ou corrimento purulento externo a vulva, contendo mais de 5% de PMN em citologia
endocervical por meio da técnica de cytobrush, a partir de 30 dia pos-parto (Deguillaume et al.,
2012; LeBlanc, 2014). J& vaginite é definida como um processo inflamatério da vagina,
caracterizado pelo aumento do infiltrado de polimorfonucleares no tecido, associado ao acumulo
de secre¢do purulenta na vagina ou corrimento purulento externo a vulva (Dubuc et al., 2010; De
Boer e al., 2014). Isso demonstra que a terminologia de endometrite clinica ndo é a mais adequada
para definicdo de quadros que apresentam secrecGes cérvico-vaginais purulentas ou
mucopurulentas, sendo o termo descarga vaginal purulenta (DVP) mais apropriado (Dubuc et al.,
2010; LeBlanc, 2014). Dessa forma, endometrite clinica € melhor definida a partir da associagdo
entre avaliacdo clinica e citologia endometrial. Logo, é definida como inflamacéo do endométrio
ainda associada & infeccdo bacteriana, caracterizada por descarga vaginal purulenta apos 21 dias
pos-parto, sem manifestaces sistémicas de doenca, aliada a citologia endometrial contendo
proporcdo de polimorfonucleares superior a 6% (LeBlanc et al., 2002; Dubuc et al., 2010;
McDougall et al., 2013).

Endometrite citologica é definida como inflamag&o superficial do endométrio, ndo ultrapassando
0 extrato esponjoso, e normalmente ndo esta associada a infec¢do uterina (Sheldon et al., 2006).
E diagnosticada por citologia endometrial através da técnica de cytobrush (Kasimanickam et al.,
2004) ou lavado uterino (Gilbert et al., 2005), no qual a proporgao de polimorfonucleares (PMN)
varia entre 5 a 8% entre quatro a nove semanas pos-parto, sem sinais clinicos de doenca (Gilbert
et al., 2005; Dubuc et al., 2010; Madoz et al., 2013; LeBlanc et al., 2014).

Piometra é caracterizada pela distensdo do Utero por acumulo de material purulento ou
mucopurulento em seu interior, com cérvix fechada ou parcialmente fechada, associado a
presencga de um corpo lateo funcional e persistente (Sheldon et al., 2006).

Em até uma semana p6s-parto, cerca de 40% das vacas em lactacdo apresentam algum quadro de
metrite, sendo que este valor pode variar de 36% a 50% das fémeas (Markusfeld, 1987; Sheldon
et al., 2008). Destes animais, aproximadamente 20% persistem além de trés semanas pos-parto
com DVP e 30% permanecem com quadros de endometrite citoldgica, podendo chegar a 74%
dependendo do valor de corte para a porcentagem de PMN (Gilbert et al., 2005; Sheldon et al.,
2009a). Quadros de cervicite atingem cerca de 15 a 40% das vacas e podem estar associados ou
ndo a quadros de infertilidade ou subfertilidade. Cerca de 50% das vacas com DVP possuem
cervicite e cerca de 50 a 75% das fémeas com endometrite também sdo acometidas por cervicite
(Deguillaume et al., 2012). Ja a piometra é uma patologia ndo muito frequente, abrangendo menos
de 5% dos casos de infecgdes uterinas (Sheldon et al., 2008).

As afeccOes uterinas estdo diretamente relacionadas com quadros de subfertilidade e infertilidade

em rebanhos leiteiros. Como consequéncia direta, observa-se aumento dos custos com
tratamentos, prolongamento do intervalo do parto a concep¢do, maior nimero de servigos por
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concepcao, e aumento do descarte involuntario de animais inférteis (Sheldon et al., 2008). Em
andlise de diversos estudos acerca dos impactos das infeccdes uterinas na fertilidade de vacas
leiteiras, observa-se que vacas possuindo endometrite citoldgica, em comparacdo com vacas
sadias, apresentaram em média, taxa de concep¢do 20% menor ao primeiro servico, intervalo do
parto a concepcdo 30 dias mais longo e aumento de 3% no nimero de animais abatidos por ndo
conceberem (Borsbery e Dobson, 1989, Fourichon et al., 2000; LeBlanc et al., 2002). Segundo
Kasimanickam et al. (2004) e Gilbert et al. (2005), a endometrite citoldgica resulta em queda de
30% na taxa de concepcao ao primeiro servico, reducao de 20 a 26% do nimero de vacas gestantes
aos 300 dias pos-parto, aumento de 30 a 88 dias no periodo de servigo, aumento médio de trés
servicos por concepcao e aumento de 30% na taxa de descarte involuntario de animais. Além
disso, a endometrite citoldgica é um dos principais fatores relacionados a ocorréncia de quadros
de vacas repetidoras de estro, outra afec¢do importante relacionada com a queda de fertilidade de
vacas leiteiras (Salasel et al., 2010). Da mesma forma, McDougall et al. (2001) observaram que
vacas possuindo DVP apresentaram menores taxas de servigo e gestacdo, além de maior taxa de
abate de animais ndo gestantes.

De acordo com Sheldon et al. (2009a), os custos com infeccdo uterina em relacdo a tratamento,
descarte de leite, queda da producéo e infertilidade chegam a 131,00 libras/vaca ou a 1,4 bilhdes
de euros anualmente na Unido Europeia. Nos Estados Unidos, os custos com infecgdes uterinas
até 10 dias apo6s o parto gira em torno de 358,00 dolares (Overton e Fetrow, 2008), atingindo
valores anuais em torno de 650 milhdes de dolares (Sheldon et al., 2009a). No Brasil, Martins et
al. (2013) encontraram custo equivalente a 598 litros de leite por vaca que apresentam infeccao
uterina durante 42 dias ap6s o parto referentes a tratamento, descarte e queda da producéo de leite.

3.3 — Imunidade inata uterina

O sistema imune inato possui papel extremamente importante na resisténcia do organismo animal
as infecgdes uterinas, pois constitui a primeira linha de defesa do organismo contra agentes
potencialmente patogénicos (Sheldon e Dobson, 2004; Herath et al., 2006b). Em relacéo ao trato
genital da fémea bovina, o sistema imune inato combate as infecgOes através de diversos
mecanismos fisicos, fisiologicos, celulares, moleculares e inflamatérios, que se sobrepdem na
tentativa de evitar o estabelecimento de infec¢des no Gtero (Sheldon e Dobson, 2004).

O primeiro mecanismo de defesa do trato genital na vaca sdo barreiras fisicas compostas por
vulva, vestibulo, vagina e cérvix. Antes do parto, as barreiras fisicas encontram-se integras e
fechadas. Com o advento do parto, tais barreiras sdo quebradas, perdendo sua integridade
funcional e predispondo o Utero & contaminacgdo bacteriana, tornando a involugdo uterina um
processo séptico (Sheldon e Dobson, 2004). O segundo mecanismo é composto por barreiras
fisiol6gicas como contragdes miometriais e muco produzido pelas glandulas endometriais durante
0 estro. O terceiro é constituido por leucécitos presentes no (tero, que promovem a fagocitose e
destruicdo de agentes estranhos ao organismo animal (Sheldon e Dobson, 2004; Azawi, 2008). O
quarto e mais importante mecanismo de defesa do sistema imune inato uterino é composto por
células constituintes do endométrio, sendo elas células epiteliais, estromais, endoteliais e células
imunes como macrofagos, mastocitos e células dendriticas. Estas células sdo extremamente
importantes para o reconhecimento dos microrganismos patogénicos invasores do Utero e por
guiar e regular o processo inflamatorio endometrial, visando eliminar, de forma eficiente as
bactérias colonizadoras, além de promover a reparacdo e a salde do ambiente uterino (Sheldon e
Dobson, 2004; Herath et al., 2009a). A resposta inflamat6ria endometrial constitui mecanismo de
defesa ndo especifico constituido por citocinas, quimiocinas, peptideos vasoativos, peptideos
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antimicrobianos, proteinas de fase aguda e proteinas do sistema complemento (Quayle, 2002;
Sheldon e Dobson, 2004; Herath et al., 2006ab, 2009a; Tizard, 2013).

3.3.1 — Reconhecimento de microrganismos

A colonizagdo uterina é realizada por uma grande variedade de bactérias, capazes de sofrerem
diversas mutagdes genéticas como método de evasdo do sistema imune do hospedeiro, além de
uma imensa heterogeneidade molecular entre elas (Medzhitov e Janeway, 1997). O organismo
animal deve ser capaz de reconhecer essa imensa variedade de microrganismos e direcionar a
melhor resposta para combater qualquer tipo de agente infeccioso. Apesar da heterogeneidade
molecular e do elevado potencial mutagénico dos microrganismos, o reconhecimento desses é
realizado através da identificacdo de estruturas extremamente conservadas ao longo do processo
evolutivo de cada agente, denominados padrdes moleculares associados a microrganismos
(MAMP) (Medzhitov e Janeway, 1997; Ausubel, 2005). Tais componentes sdo utilizados pelo
sistema imune do hospedeiro para distinguir o0 que é proprio ou ndo-proprio ao organismo em
processos infecciosos. A maioria desses componentes sd0 essenciais a sobrevivéncia dos
microrganismos, compartilhados por classes inteiras, e ndo estdo presentes em organismos
multicelulares. Quando se tratam de agentes patogénicos, capazes de estimular resposta imune no
hospedeiro, tais estruturas recebem a denominacdo de padrGes moleculares associados a
patégenos (PAMP) (Medzhitov e Janeway, 1997, Janeway e Medzhitov, 2002; Takeuchi e Akira,
2010). Séo exemplos de PAMP o LPS, o peptideoglicano (PGN), flagelina, lipopeptideos
acetilados, &cidos lipoteicoicos (LTA), glicolipideos, &cidos nucleicos bacterianos e virais, dentre
outros (Janeway e Medzhitov, 2002; Ausubel et al., 2005; Akira et al., 2006; Horne et al., 2008;
Turner et al., 2012).

O reconhecimento dos MAMP pelas células do sistema imune inato é realizado através receptores
de reconhecimento padrdo (PRR). Tais receptores sdo proteinas situadas na superficie da
membrana celular, no interior da célula e de compartimentos celulares e secretadas na corrente
circulatéria ou meio extracelular. Os PRR séo codificados por um numero limitado de genes,
porém sédo especificos para a detecgdo de microrganismos (Medzhitov e Janeway, 1997; Janaway
e Medzhitov, 2002; Quayle, 2002; Akira et al., 2006). Dentre os PRR, 0s mais estudados sdo 0s
receptores do tipo-Toll (Toll-like receptors — TLRs), receptores tipo-NOD (Nucleotide-Binding
Oligomerization Domain like receptors — NLRs), receptores tipo-RIG-1 (Retinoic Acid-Inducible
Gene | like receptors — RLRs) e receptores lecitina tipo C (C-type Lecitin receptors — CLRS)
(Medzhitov e Janeway, 1997; Akira et al., 2006; Takeuchi e Akira, 2010; Turner et al., 2012). Os
TLRs e 0s NLRs sdo os PRR de maior importancia na ativacdo da resposta imune pelas células
endometriais frente as infecgdes uterinas por bactérias (Herath et al., 2006a, 2009a; Sheldon et
al., 2009a, 2014; Borges et al., 2012; Cronin et al., 2012; Turner et al., 2012; Bromfield et al.,
2015).

Os PRR foram descritos pela primeira vez por Hashimoto et al. (1988) ao identificar, em moscas
da espécie Drosophila melanogaster, o gene Toll. Esse gene esta associado a producdo de
proteinas envolvidas na orientagdo do eixo dorsoventral durante a embriogénese inicial dessa
espécie, e na resisténcia a infecgdes através da réapida producdo de peptideos antimicrobianos
frente a estimulos microbioldgicos (Hashimoto et al.,1988; Lemaitre et al., 1996; Muzio e
Mantovani, 2000; Takeuchi e Akira, 2001). O receptor Toll é uma proteina transmembranica que
age como receptor, possui uma por¢do extracelular com sitios de repeti¢do ricos em leucina e um
dominio citoplasméatico homologo ao da familia de receptores de interleucina 1 (IL-1R) de
mamiferos, denominado TIR (Muzio e Mantovani, 2000; Takeuchi e Akira, 2001). Receptores
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homologos ao Toll foram descritos em humanos por Medzhitov et al. (1997) e em bovinos por
Werling e Jungi (2003) e McGuire et al. (2005), sendo atualmente identificados como familia de
receptores tipo-Toll, ou simplesmente TLRs. Esses receptores sdo normalmente expressos por
células de defesa como macrofagos, mastécitos, células dendriticas e células natural Killer, e por
células epiteliais de diferentes tecidos (Aderem e Ulevitch, 2000; Takeda e Akira, 2004).

3.3.2 — Receptores tipo-Toll (TLRS)

Em bovinos ja foram identificados 10 receptores distintos pertencentes a familia dos TLRs,
isolados em diversos tecidos, estando eles listados na Tabela 1 (McGuire et al., 2005; Petzl et al.,
2007; Davies et al., 2008; Martins et al., 2011). Cada um destes receptores reconhece PAMP
especificos dos microrganismos e sua localizagdo na célula depende da natureza do padrdo
molecular ao qual se ligam (Bromfield et al., 2015). Os TLRs 1, 2, 4, 5 e 6 se localizam na
superficie da membrana plasmatica das células e sdo responsaveis por identificar componentes da
parede celular das bactérias. J4 os TLRs 3, 7, 8 e 9 se localizam no interior de endossomos e sdo
responsaveis por identificar principalmente acidos nucleicos bacterianos e virais (Takeuchi e
Akira, 2010). Os TLRs podem atuar individualmente ou em conjunto, formando dimeros que
ampliam a capacidade de reconhecimento dos diversos PAMP. Como exemplo podemos citar a
interacdo TLR 1/2 e TLR 2/6 que reconhecem lipoproteinas triacetilada e diacetiladas,
respectivamente, além de outros PAMP (Takeuchi e Akira, 2010).

Tabela 1. Receptores tipo-Toll (TLRs) identificados em bovinos, localizagdo celular, principais padrdes
moleculares associados a microbios (MAMP) e origem microbiana.

TLR Localizacao MAMP Origem do ligante
TLR1 Membrana plasmatica Lipoproteina triacetilada Bactéria

TLR2 Membrana plasmética Lipoproteinas Bactéria/Virus/Parasita
TLR3 Endolisossomo dsRNA Virus

TLR4 Membrana plasmatica LPS Bactéria/Virus

TLR5 Membrana plasmatica Flagelina Bactéria

TLR6 Membrana plasmatica Lipoproteina diacetilada Bactéria

TLR7 Endolisossomo sSRNA Virus/Bactéria

TLR8 Endolisossomo sSRNA Virus/Bactéria

TLR9 Endolisossomo CpG DNA, dsDNA Virus/Bactéria/Protozoario
TLR10 Endolisossomo Desconhecido Desconhecido

dsRNA, dual-strand RNA; ssRNA, single-strand RNA; CpG DNA, DNA nao-metilado contendo sitios de citosina-guanosina.

Diversos estudos demonstram que o tecido endometrial bovino é capaz de expressar 0s dez TLRs
ja identificados nessa espécie. Porém, a expressdo de tais receptores ira depender do tipo celular,
da regido uterina e da condicdo reprodutiva em que a fémea bovina se encontra. As células
epiteliais expressam os TLRs 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 € 9, enquanto as células estromais expressam 0s
TLRs 1, 2, 3,4,6,7,9e 10 (Davies et al., 2008). Antes e apds o0 parto, 0 endométrio expressa 0s
TLRs 2, 3, 4, 6 € 9 nas areas carunculares e intercarunculares, sendo a expressao de tais receptores
maior nas &reas carunculares de 4 a 6 horas pos-parto (Sheldon et al., 2009a). Vacas com
puerpério normal ndo diferiram a expressao de TLRs 1/6, 2, 3, 4 e 5 em relacdo a vacas com
puerpério patologico (Martins et al., 2011).

3.3.3—TLR1/2, TLR2/6, TLR4 e vias de sinalizaco intracelular

Dentre os TLRs até hoje identificados em bovinos e em outros mamiferos, 0 TLR4 e os dimeros
TLR1/2 e TLR2/6 séo os mais estudados em quadros associados as infecgdes bacterianas do Utero
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(Herath et al., 2005, 2006a, 2009a; Cronin et al., 2012; Sheldon et al., 2014; Turner et al., 2014).
O TLR4 é responsavel pelo reconhecimento de LPS proveniente da parede celular de bactérias
Gram-negativo. Entretanto, tal reconhecimento néo é realizado de forma isolada. As células
endometriais expressam em sua superficie um complexo molecular que envolve o TLR4 e outras
duas proteinas co-receptoras, o complexo de diferenciagdo 14 (CD14) e o fator de diferenciagdo
mieldide 2 (MD2) (Herath et al., 2009b). Antes de se ligar ao complexo TLR4-CD14-MD2, o
LPS deve ser capturado por uma proteina ligadora de LPS (LBP) e, mediante a ligacdo dessa
proteina ao complexo molecular, as células endometriais se tornam capazes de reconhecer o LPS
(Aderem e Ulevitch, 2000; Herath et al., 2006a,2009b; Sheldon et al., 2009a; Takeuchi e Akira,
2010; Turner et al., 2012; Bromfield et al., 2015).

A estimulacéo do TLR4 pelo LPS induz o dominio citoplasmatico TIR do receptor a atrair e ativar
a molécula adaptadora denominada fator de diferenciacdo miel6ide 88 (MyD88) (Janeway e
Medzhitov, 2002; Takeuchi e Akira, 2001, 2010; Akira, 2004; Cronin et al., 2012; Sheldon et al.,
2014). Essa molécula possui dois dominios, um N-terminal que interage com o dominio TIR do
TLR4 e outro dominio TIR C-terminal que interage com proteinas quinases associadas a
receptores IL-1 (IRAKS), ativando-as (Muzio e Mantovani, 2000; Janeway e Medzhitov, 2002;
Takeuchi e Akira, 2001, 2010). Essas por sua vez, promovem a fosforilagdo e ativacdo do fator 6
associado a receptores TNF (TRAF6), responsavel por ativar um complexo molecular composto
por proteina kinase 1 ativada por TGFB (TAK1) e proteinas ligadoras de TAK1 (TAB). Esse
complexo molecular ativa outras duas vias de sinalizagdo intracelulares importantes no processo
inflamatdrio, a via das proteinas quinases associadas a mitdgenos (MAP quinase ou MAPK) e a
via do fator de transcri¢do nuclear gene aprimorador de lipopeptideo leve k em células B (NFkB)
(Muzio e Mantovani, 2000; Janeway e Medzhitov, 2002; Takeuchi e Akira, 2001, 2010; Sheldon
et al., 2014). A cascata de sinalizagdo das MAPK é composta por uma sequéncia de ativagdes de
proteinas quinase, como MAPK 3/1 (ERK1/2), MEK, JNK e MPK14 (p38), que resultardo na
ativacdo do fator de transcri¢do nuclear proteina ativadora 1 (AP1) (Akira et al., 2006; Cronin et
al., 2012; Sheldon et al., 2014). A cascata de sinaliza¢do celular do NF«xB é composta pela
liberagdo do NF«B através da fosforilagdo da proteina inibidora de kB (IkB) pela IkB proteina
quinase (IKKs), regulada pela proteina quinase induzida por NFkB (NIKSs) e proteina quinase 1
ativada por TGFpB (TAK1) (Muzio e Mantovani, 2000; Janeway e Medzhitov, 2002; Takeuchi e
Akira, 2001, 2010). Os fatores de transcricdo nuclear AP-1 e NF«kB se translocam para o interior
do nucleo, onde se ligam respectivamente aos sitios AP-1 ¢ kB das regides promotoras dos genes
que codificam citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL1B, IL6, quimiocinas como CXCL8 e
CCLS5, peptideos antimicrobianos como mucina-1 (MUCL), peptideo antimicrobiano lingual
(LAP) e peptideo antimicrobiano traqueal (TAP), além de enzimas como éxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2) e prostaglandina endoperdxido E sintase (PGES)
(Janeway e Medzhitov, 2002; Davies et al., 2008; Herath et al., 2009a, Takeuchi e Akira, 2001,
2010; Sheldon et al., 2014).

Os TLRs 1, 2, 6 e seus dimeros TLR1/2 e TLR2/6 sdo responsaveis pelo reconhecimento de
inimeros PAMP. Sdo por eles reconhecidos lipopeptideos diacetilada e triacetilada,
peptideoglicano de bactérias Gram-positivo, LPS de Leptospira interrogans, fator fendlico
soltuvel de Staphylococcus epidermidis, lipidio glicosilfosfatidilinisol de Tripanosoma cruzi,
zimosano e componentes da parede celular de leveduras (Janeway e Medzhitov, 2002; Sheldon et
al., 2014). Diferentemente do TLR4, os TLRs 1, 2, 6 e seus dimeros ndo necessitam de cofatores
para realizar a identificacdo de tais PAMP. Porém, as vias de sinalizacdo intracelular estimuladas
por tais TLRs se assemelham as estimuladas pela ativacdo do TLR4, todas dependentes da
molécula adaptadora MyD88 (Takeuchi e Akira, 2001, 2010).
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3.3.4 — Receptores tipo-NOD (NLRs)

A familia dos NLRs é composta por 23 receptores citosdlicos, sendo 0s mais estudados os NOD1
e NOD2. Quando estimulados por PAMP, assim como 0s TLRs, os NLRs acionam vias de
sinalizacdo intracelulares que levam a producéo de citocinas (Davies et al., 2011). Os NLRs sdo
caracterizados por possuirem um dominio ligante de nucleotideos rico em repeticdes de leucina e
um dominio ligante a proteinas chamado de dominio efetor. Existem 4 tipos diferentes de
dominios efetores para NLRs, dos quais o dominio de recrutamento e ativacdo de caspase (CARD)
é considerado o mais importante. Por esta razdo, tais receptores também sdo denominados de
receptores tipo-CARD ou NLRCs (Philpott e Girardin, 2010; Davies et al., 2011; Turner et al.,
2012).

Os receptores NOD1 (ou CARD4) e NOD2 (ou CARD15) reconhecem componentes da molécula
de PGN. Especificamente, 0 NOD1 reconhece dipeptideos D-y-glutamil-DAP de bactérias Gram-
negativo e algumas Gram-positivo, enquanto o NOD2 reconhece dipeptideos muramil de todos
0s PGNs (Girardin et al., 2003b). Além disso, NOD2 é capaz de reconhecer ssRNA virais e
dipeptideos N-glicosilmuramil micobacterianos (Strober et al., 2006; Shaw et al., 2008). A
estimulacdo NLRs, em especial NOD1 e NOD2, resulta na ativagéo de cascatas de sinalizacdo
que irdo liberar o NFkB para translocagdo intranuclear e transcri¢do de genes codificadores de
citocinas pro-inflamatorias e peptideos antimicrobianos, além de ativar um complexo proteico
ativador de caspase-1, denominado inflamossomo (Turner et al., 2012). A ativacdo da enzima
caspase-1 por tal complexo € importante para transformacao de precursores inativos, como pro-
TNFa, pro-IL1B e pro-1L6, em citocinas pré-inflamatérias ativas (Turner et al., 2012; Tizard,
2013).

3.3.5 — Mediadores pro-inflamatorios associados as infecgdes uterinas em bovinos

A contaminagdo bacteriana uterina, com consequente estabelecimento de infeccdo, resulta em
ativacdo do sistema imune inato através da sinalizacdo de PRRs presentes na superficie e interior
das células endometriais por meio de PAMP (Janeway e Medzhitov, 1997, 2002; Takeuchi e
Akira, 2001; Sheldon et al., 2009, 2014). Como consequéncia, as células endometriais respondem
a infeccdo gerando um processo inflamatério endometrial (Turner et al., 2012; Sheldon et al.,
2014). A inflamagdo endometrial é mediada por diversas moléculas pré-inflamatdrias, como
citocinas (TNFa, IL1, IL6), quimiocinas (CXCLS8), peptideos antimicrobianos (B-defensinas,
MUC1, LAP, TAP), moléculas vasoativas (histamina, cinina, prostaglandinas, leucotrienos),
proteinas de fase aguda e proteinas do complemento (Sheldon et al., 2001, 2009b, 2014; Herath
et al., 2006ab, 2009ab; Davies et al., 2008; Borges et al., 2012; Cronin et al., 2012; Turner et al.,
2012; Bromfield et al., 2015). Em resumo, as func¢des e objetivos do sistema imune inato com a
producdo de tais mediadores é conter e debelar a infeccdo, estimular a resposta imune adquirida
e restaurar a funcionalidade e higidez do ambiente uterino (Herath et al., 2006a, 2009; Sheldon et
al., 2014).

3.3.5.1 — Fator de necrose tumoral a (TNFa)

O TNFa é uma proteina produzida por diversas células do organismo, incluindo macrofagos,
mastocitos, células dendriticas, células endoteliais, linfdcitos T, linfécitos B e fibroblastos, em
resposta a estimulacéo de PRRs, principalmente os TLRs. TNFa é responsavel por estimular, de
forma parécrina, a produgédo de citocinas e quimiocinas por células adjacentes e por promover
atracdo, adesdo, migracdo, e ativacdo de leucécitos. TNFa € um importante mediador inflamatério
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pois, juntamente com a IL1, promove alteracbes em células endoteliais de pequenos vasos
sanguineos, resultando na formacdo de microtrombos e extravasamento de fluido pela parede
capilar. Tais alteracGes resultam na formacdo dos sinais da inflamacéo caracterizados por edema,
hiperemia, calor e dor. TNFa atua também sobre mastécitos, neutrofilos e macrofagos. Os
neutrdfilos sdo atraidos para locais de lesdo tecidual, aumentando sua capacidade de adesdo ao
endotélio vascular e destrui¢cdo de microrganismos. Os macréfagos séo estimulados a aumentar a
propria sintese de TNFa, juntamente com IL1, além de prolongar o processo inflamatorio através
da produgéo de imunomediadores como as NADPH oxidase 2 (NOX2) e COX-2 (Tizard, 2013).

Diversos estudos mais antigos associam a expressao de RNA mensageiro (RNAmM) e secrecdo de
TNFa pelo endométrio bovino em processos infecciosos do Utero no pds-parto (Baumann e
Glaudie, 1994; Skarzynski et al., 2000; Herath et al., 2006a). Entretanto, estudos recentes
demonstram que, apesar da expressdo de RNAm para TNFa apds estimulagdo por LPS, o
endométrio bovino, principalmente as células epiteliais e estromais, ndo produz concentra¢des
detectaveis de TNFo tanto em sobrenadantes de cultivo celular (Herath et al., 2006a; Chapwanya
et al., 2009, 2012; Sheldon e Roberts, 2010), quanto na corrente circulatéria de animais com
infeccdo uterina (Williams et al., 2007).

3.3.5.2 — Interleucina 1§ € Interleucina 6

A estimulacdo de PRR em macrofagos, neutrdfilos, linfdcitos, células epiteliais e endoteliais por
PAMP resulta na producdo de uma proteina precursora que, quando clivada pela enzima caspase-
1 ativada, da origem a forma ativa da IL1p. A transcricdo de RNA mensageiro para a produgéo
da pro-IL1B ocorre dentro de 15 minutos apos a estimulagdo dos PRR e o pico de transcrigdo
ocorre de trés a quatro horas depois da estimulacao (Tizard, 2013). Assim como 0 TNFa, a IL1
atua sobre células adjacentes iniciando e amplificando o processo inflamatdrio, sobre células
endoteliais tornando-as mais aderentes aos neutrdfilos e induzindo a producao de enzimas iINOS
e COX-2 por macrdfagos. Atua também sobre os hepatdcitos induzindo a producédo de proteinas
de fase aguda, que ajudardo na defesa do organismo contra infecgdes (Dinarello, 1994, 1998). Em
quadros mais severos de infecdo, IL1p em associagdo com TNFo sdo liberados na corrente
sanguinea e atuam sobre o sistema nervoso central promovendo sintomatologia clinica de febre
como hipertermia, mal-estar, letargia, inapeténcia, dor muscular e fadiga. A IL1B também atua
sobre a medula 6ssea, estimulando a sintese de neutrdfilos e plaquetas, e sobre as células
endometriais, modulando a producéo de prostaglandinas, citocinas (IL6) e quimiocinas (CXCLS8)
(Sica et al., 1990; Dinarello et al., 1998; Leung et al., 2001; Tizard, 2013).

IL6 é uma glicoproteina secretada por macréfagos, mastocitos, linfdcitos T, células endoteliais e
fibroblastos, apds estimulag&o por PAMP, TNFa e IL1p. Sua produgio esta associada a quadros
de lesdo tecidual e a infec¢bes mais severas. Elevadas concentragfes de IL6 no plasma estimula
a producdo de neutrdfilos pela medula 6ssea, atracéo e ativacdo de neutrofilos e mondcitos da
corrente sanguinea, e a producdo de proteinas de fase aguda pelo figado, como haptoglobina, al
glicoproteina &cida, ceruloplasmina e amiloide sérica A. Tais proteinas auxiliam na reparacdo
tecidual apds lesdo ou infeccdo (Baumann e Gauldie, 1994; Davies et al., 2008; Turner et al.,
2014). A IL6 apresenta papel anti-inflamatorio através da inibicdo da producéo de TNFa e IL1,
além de induzir a produgdo de moléculas anti-inflamatérias como a interleucina 10 e o antagonista
de receptores de IL1. Além de sua acdo na imunidade inata e processo inflamatorio, a IL6 atua na
transicdo da imunidade inata para a adquirida, alterando um processo mediado por neutrofilos
para um processo mediado por macrofagos, linfécitos T e B, e secre¢do de anticorpos por
plasmaocitos (Romano et al., 1997; Schaefer et al., 2004).
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A expressdo de RNAm e produgdo de IL1B e IL6 por células endometriais bovinas ja foram
demonstradas em diversos estudos envolvendo vacas acometidas por infec¢do uterina, ou pela
estimulacdo in vitro de tais células por PAMP. Tais estudos mostraram que células epiteliais e
estromais do endométrio estimuladas por PAMP, assim como bidpsias endometriais de vacas com
infeccdo uterina, expressaram mais transcritos de ILIB e IL6 e acumularam maiores
concentracdes dessas citocinas em sobrenadantes de cultivo celular (Herath et al., 2009b; Fischer
et al., 2010; Gabler et al., 2010; Borges et al., 2012; Swangchan-Uthai et al. 2012; Amos et al.,
2014).

Herath et al. (2009), avaliando a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria de
animais saudaveis e inférteis acometidos por endometrite persistente (citolégica), observaram
maior expressao de RNAm para IL1a, IL1f e IL6 em vacas inférteis dentro de sete dias pds-parto.
Gabler et al. (2010) observaram que a expressdo de transcritos para IL1B e IL6, como também
para outros mediadores, foi maxima aos 17 dias pds-parto, mostrando que a transcricao de tais
mediadores altera com o periodo pds-parto. Fischer et al. (2010), avaliando o perfil de expressdo
de mediadores inflamatérios pelo endométrio de vacas apresentando DVP ou endometrite
citologica em comparagdo com vacas saudaveis, observaram maior expressdo de RNAm para
IL1B em vacas com endométrio inflamado, porém nédo observaram alteragdes na expressao para
IL6. Swangchan-Uthai et al. (2012) avaliaram o perfil de expressdo génica das células
endometriais in vitro apos estimulacéo por LPS e observaram pico de expressdo de RNAm para
IL1p em seis horas, com declinio até 12 horas apés a estimulacao.

Avaliando a producéo e secrecdo das citocinas, Borges et al. (2012) observaram que explantes
endometriais de novilhas taurinas acumularam maiores concentragdes de IL6 poucas horas ap6s
0 estimulo por PAMP, demonstrando a importancia dessa interleucina em processos agudos de
infeccdo. Os mesmos autores observaram também que a producdo de IL1B e IL6 podem estar
aumentados em processos inflamatorios estéreis do Utero, ja que explantes endometriais
mecanicamente fragmentados acumularam mais citocinas que os explantes ndo fragmentados.
Esse resultado mostra a importancia de injdrias teciduais no desencadear de respostas
inflamatdrias endometriais. Les6es teciduais liberam no meio extracelular componentes celulares
conhecidos como padrdes moleculares associados a dano tecidual (DAMP), capazes de ativar
TLRs e induzir resposta inflamatéria (Chen e Nunez, 2010). Saut et al. (2014) avaliaram a
influéncia do ciclo estral sobre a producéo de citocinas por explantes endometriais de fémeas com
aptiddo para produgdo de carne, estimulados por LPS. Os autores observaram respostas
inflamatérias com expressio de RNAm e produgdo de ILIB, IL6 e CXCL8 em resposta aos
estimulos por E. coli e LPS, porém ndo foram influenciados pela fase do ciclo estral no qual os
explantes foram coletados.

3.3.5.3 — Quimiocina CXCLS8

A quimiocina CXCL8 ¢é produzida por mondcitos, macrofagos, mastdcitos, linfocitos,
fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, e sua principal funcdo € atrair neutrdfilos da corrente
circulatéria para os sitios de infecgdo e promover sua ativagdo (Schaefer et al., 2004; Turner et
al., 2014). Neutrofilos ativados pela CXCL8 aumentam sua capacidade de adesdo ao endotélio
vascular, liberam o conteldo dos granulos citoplasmaticos e aumentam a explosdo oxidativa,
elevando assim o seu potencial de destruicdo de microrganismos.
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Assim como a IL1B e IL6, o aumento da expressdo de transcritos e sintese de CXCL8 por células
endometriais ja foram demonstrados em diversos experimentos in vitro e in vivo. Chapwanya et
al. (2009) e Ficher et al. (2010) observaram aumento na expressdo de RNAm para CXCL8 no
endométrio de vacas no periodo poés-parto recente e em vacas apresentando endometrite
citologica, respectivamente. Gabler et al. (2010) observaram maior expressdo de RNAm para
CXCL8 em fémeas primiparas aos 17 dias pds-parto, decaindo a expressao de transcritos até o
31° dia pds-parto. Em estudo in vitro com estimulacdo de explantes endometriais bovinos com
bactérias inativadas e diferentes PAMP, Borges et al. (2012) observaram maior producao de
CXCLS8 em resposta ao estimulo bacteriano por E. coli e T. pyogenes durante 48 horas de cultivo,
maior producdo em fungdo da concentracdo de PAMS3 entre 24 e 48 horas e a maior concentracao
de flagelina durante 48 horas de cultivo. Em resposta ao LPS, houve maior acimulo de CXCL8
em 24 horas de cultivo, porém sem diferencas na dindmica de producéo entre os grupos tratado e
controle. No mesmo trabalho, os autores ndo observaram diferencas na producdo de CXCLS8 entre
diferentes fases do ciclo estral, porém todas as fases apresentaram maior producédo da citocina em
resposta ao LPS. Saut et al. (2014) observaram que explantes endometriais de diferentes fases do
ciclo estral apresentaram resposta inflamatoria com expressao de RNAm e producdo de CXCL8
em resposta ao LPS, porém tal resposta ndo foi influenciada pela fase do ciclo estral.

3.3.5.4 — Prostaglandinas

As prostaglandinas sdo lipideos vasoativos provenientes da transformacéo de fosfolipidios da
membrana celular em &cido araquiddnico (AA) por fosfolipases, e posterior cicloxigenagdo em
prostaglandina H, (PGH>) pela enzima prostaglandina endoperéxido H sintase (PGHS ou COX-
2). A PGH; é entdo convertida em prostaglandinas E, (PGE) e prostaglandina F», (PGF,,) pelas
enzimas PGES e prostaglandina endoperoxido F sintase (PGFS), respectivamente (Herath et al.,
2009a). Além de atuar sobre a musculatura lisa de artérias, provocando constricdo de vasos
sanguineos, a PGF,, promove lutedlise, contragdes miometriais e estimula a producéo de citocinas
que ativam a producéo de leucotrieno B4 (LB.). O LB4 é um lipideo vasoativo que possui fungédo
quimiotatica, atraindo neutrofilos e estimulando a fagocitose (Petroff et al., 2001; Sheldon et al.,
2002; Lewis et al., 2003; Williams et al., 2007). A PGE: possui acdo luteotrofica e importante
acdo imunomoduladora, pois atua reduzindo a capacidade fagocitica dos neutrofilos (Lewis,
2003; Borges et al., 2012; Turner et al., 2012; Sheldon et al., 2014).

A concentracdo de PGF, se encontra elevada durante os sete primeiros dias pds-parto e decresce
até o 15° dia, associado a elevagdo plasmatica de progesterona. (Kozicki, 1998). Vacas que
apresentam afeccOes puerperais no pds-parto possuem maiores concentracBes séricas de
metabdlito da PGF,,, indicando sua maior producdo pelo endométrio (Kask et al., 2003).
Entretanto, a partir de estudos in vivo e in vitro, Herath et al. (2006a, 2009ab) observaram que
animais que apresentam infeccfes uterinas pds-parto por E. coli possuem maiores concentracdes
de PGE; na corrente circulatéria e que as células epiteliais respondem ao estimulo por LPS com
maior producdo de PGE; em relacdo a PGF,.. Somado a isso, 0s autores observaram maior
concentracdo de enzimas fosfolipases em células epiteliais tratadas com LPS, ndo observando
maiores concentracfes de enzimas PGES e PGFS. Em estudo avaliando a expressdo de RNAm
de mediadores pro-inflamatorios pelo endométrio de primiparas bovinas em fungdo do periodo
pos-parto, Gabler et al. (2010) observaram aumento da expressdo de transcritos para COX-2, com
pico maximo de expressdo aos 17 dias pos-parto.
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3.3.5.5 — Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas que possuem em sua estrutura mualtiplos residuos de
arginina e lisina, tornando-os em moléculas catibnicas de estrutura anfipatica. A regido
hidrofébica de sua molécula é capaz de se inserir na estrutura lipidica da membrana plasmatica
enquanto a regido hidrofilica é capaz de formar poros do tipo canal ou simplesmente cobrir a
membrana plasmatica bacteriana. O resultado da acdo dos peptideos antimicrobianos é a morte
bacteriana devido a ruptura da membrana celular (Tizard, 2013).

As células do organismo do hospedeiro ndo séo destruidas pelos peptideos antimicrobianos, pois
estes interagem diretamente com fosfolipideos microbianos, lipopolissacarideo, acidos teicdicos,
entre outros MAMP. Sdo normalmente sintetizados e secretadas por células epiteliais de sistemas
gue possuem contato com 0 meio externo ao organismo, como pele, trato respiratorio, digestivo
e génito-urinario, por células imunes presentes em érgdos linféides secundarios, e no interior de
lisossomos dos neutréfilos e macréfagos (Tizard, 2013).

Dentre os peptideos antimicrobianos produzidos pelo epitélio do trato reprodutivo da fémea
bovina, destacam-se as B-defensinas bovinas (BBD19, BBD123 ¢ BBDI124), B-defensinas
neutrofilica bovinas (BNBD4 e BNBDS5), LAP, TAP e MUCL1. A estimulacdo de células epiteliais
do endométrio bovino por PAMP, tanto in vitro quanto in vivo, acionam a resposta imune inata
com aumento da expressdo de RNAm e producdo de tais peptideos antimicrobianos (Davies et
al., 2008; Swangchan-Uthai et al., 2012).

3.4 — Modulacéo da resposta imune inata pelos hormonios esteroides sexuais

O endomeétrio é considerado um tecido Unico dentro do organismo animal, pois desempenha
fungdes tanto na fisiologia reprodutiva quanto na resposta imune uterina. A capacidade de
resposta a mediadores inflamatérios e aos horménios esteroides conferem ao endométrio a
caracteristica de reconhecer e combater microrganismos patogénicos, além de identificar
componentes alogénicos, como espermatozoides e embriBes, sem promover sua destruigdo (Wira
et al., 2010). Diante disso, acredita-se que os hormdnios esteroides desempenham importante
papel na imunomodulacdo do ambiente uterino (Lewis et al., 2003; Herath et al., 2006b; Sheldon
et al., 2009b; Turner et al., 2012).

Diversos estudos foram realizados mostrando que os horménios esteroides influenciam na
resposta uterina as infecgdes. A indugdo de infecgdes uterinas através da infusdo intrauterina de
bactérias patogénicas foi limitada durante o estro ou ap6s a aplicagdo exdgena de estradiol (Seals
et al., 2003). Entretanto, a infusdo de patégenos durante a fase luteal ou apds administracdo
exogena de progesterona aumentou a predisposicdo uterina ao estabelecimento de infeccdes
(Rowson et al., 1953; Lewis et al., 2003). A maior propensdo as infec¢des durante a fase luteal
provavelmente se deve ao efeito imunossupressor da progesterona sobre as células do sistema
imune. A progesterona reduz a capacidade fagocitica dos neutrdfilos e a proliferacdo de linfocitos
(Herath et al., 2006a). Além disso, a progesterona reduz da sintese de eicosanoides
(prostaglandinas e leucotrienos) envolvidos no processo inflamatério (Lewies et al., 2003). Um
dos tratamentos mais efetivos contra infec¢Bes uterinas durante o diestro € a aplicacdo exdgena
de PGF»,, induzindo a lutedlise e transicdo do trato genital para a fase estrogénica (LeBlanc et al.,
2002).
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Avaliando a possivel regulacdo da resposta imune inata por hormdnios esteroides em células
epiteliais e estromais do endométrio bovino, estimuladas por E. coli inativada ou LPS purificado,
Herath et al., (2006a) observaram redu¢do acentuada da producéo de prostaglandinas pelas células
endometriais na presenca de progesterona, quando comparada a producdo total na presenca de
estrogeno. Challis et al. (2009), estudando a relagdo entre gestacdo e resposta inflamatéria em
diversas espécies, demonstraram o aumento da secre¢do de mediadores inflamatorios como IL1[,
IL6, TNFa, CXCL8 e aumento do influxo de leucdcitos para o Utero com a queda da progesterona.
Fischer et al. (2010) observaram maior expressdo de RNAm para IL1 e CXCL8 em células
endometriais bovinas no estro, quando comparada a fase luteal.

Em estudo in vitro avaliando o epitélio endometrial e do trato genital inferior em mulheres e ratas,
Wira et al. (2010) observaram que o estradiol reduz a resisténcia da barreira transepitelial,
permitindo maior aporte de moléculas antimicrobianas, fluidos, imunoglobulinas e células de
defesa para o limen uterino além de reduzir a secre¢cdo de citocinas. Entretanto, o
enfraquecimento das juncOes celulares pode facilitar a penetragcdo de patdgenos no organismo,
predispondo as infec¢des e quadros de infertilidade.

Os hormdnios esteroides, em especial os glicocorticoides, sdo capazes de regular o sistema imune
inato principalmente através da via de sinalizacdo de TLRs, MAPK ¢ NFxB (Ogawa et al., 2005;
Herath et al., 2006a; King et al., 2010). Logo, acredita-se que 0s hormonios esteroides ovarianos
sejam capazes de regular a imunidade inata e a inflamacdo uterina, uma vez que 0S mesmos sao
responsaveis controlar a fisiologia endometrial, a secrecdo de peptideos antimicrobianos e as
células imunes que se encontram nesse tecido (Turner et al., 2014). Entretanto, Turner et al.
(2014) observaram pequena influéncia dos horménios esteroides sobre a producéo de citocinas
pelas células endometriais estimuladas por lipopeptideos. Porém, os mesmos autores observaram
menor acumulo de IL-6 em sobrenadantes de cultivo de células epiteliais estimuladas por
lipopeptideos, quando estas foram previamente sensibilizadas com dexametasona. Resultado
semelhante foi observado por Saut et al. (2014), onde explantes endometriais bovinos, de
diferentes fases do ciclo estral responderam com expressdo de RNAm e produgdo de IL1B, IL6 e
CXCLS8 em resposta ao LPS, porém ndo houve diferenca na resposta inflamatoria entre as fases
do ciclo estral. Além disso, células epiteliais e estromais de endométrio bovino pré-estimuladas
com estrdgeno ou progesterona, apresentaram maior expressao de transcritos e maior producao
de citocinas em resposta ao LPS ou E. coli, porém sem diferenca entre os grupos pré-
sensibilizados. Entretanto, células tratadas previamente com dexametasona apresentaram menor
expressao e producdo de citocinas quando desafiadas por E. coli.

3.5 — Efeito das infecgdes uterinas sobre a fisiologia reprodutiva

As infeccBes uterinas, além de lesarem o epitélio endometrial e alterarem o ambiente uterino,
promovem alteracOes na fisiologia reprodutiva das fémeas bovinas, principalmente infecgdes por
bactérias Gram-negativo como a E.coli (Sheldon e Dobson, 2004, 2008). Apds a morte de
bactérias Gram-negativo, o LPS é carreado para o interior da corrente circulatdria, atingindo
diversas areas do organismo animal, provocando alteragdes como: aumento da expressao e sintese
de TLR4 no hipotadlamo anterior, na &rea pré-optica, nos nicleos arcuado, ventromedial e na
eminéncia média; aumento da expressdo e producdo de ILI1pB pelo plexo coroide no sistema
ventricular, suprimindo a expressdo de RNAmM para receptores de hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e subunidade § do hormdnio luteinizante (LH) na adenohiptfise (Herman
et al., 2012, 2013); reduz a ativacdo de neurdnios produtores GnRH por dinorfinas e kisspeptina
no nudcleo arcuado e aumenta a inibicdo dos neurdnios produtores de GnRH através da
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somatostatina no nlcleo ventromedial (Fergani et al., 2013); aumento da expressdo de RNAmM
para o fator liberador de corticotrofinas, que possivelmente atua diretamente sobre 0s receptores
celulares de GnRH ou regulando a producao de kisspeptina, neuroquinina B e dinorfinas por
neurdnios no nicleo arcuado e na eminéncia média, inibindo a secrecdo de GnRH no sistema
porta hipotalamico-hipofisario (Fergani et al., 2013); e supressdo da frequéncia e amplitude dos
pulsos de secrecdo de GnRH pelos neurdnios hipotalamicos e de LH pelos neurbnios da
adenohipdfise (Sheldon et al., 2014). Dessa forma, o LPS e citocinas pré-inflamatérias produzidas
pelo endométrio inflamado e pelo plexo coroide (TNFa e IL1B), inibem a secre¢do de GnRH e
LH e reduzem a sensibilidade da adenohipofise ao horménio GnRH (Sheldon et al., 2014).
Entretanto, a secrecdo de horménio foliculo estimulante (FSH) néo é alterada pelo LPS. Dessa
maneira a concentracdo periférica de FSH e o recrutamento de ondas foliculares ndo diferem entre
vacas com infeccdo uterina e vacas saudaveis (Sheldon et al., 2002).

Em experimentos in vitro, maltiplas infecgdes bacterianas com liberagdo de LPS parecem induzir,
nos ovarios, maior ativacao de foliculos primordiais estimulando-os ao desenvolvimento em
foliculos primarios, reduzindo assim as reservas oocitarias ovarianas. Tal ativacdo é consequéncia
da reducéo dos fatores inibidores de meiose oocitaria PTEN e FOXO3a, permitindo que o odcito
saia do estado quiescente em dictiéteno e continue o processo de meiose (Bromfield e Sheldon et
al., 2013). Em foliculos terciarios, as células da granulosa expressam TLRs que, quando
estimulados por PAMP, principalmente ligantes de TLR2 e TLR4, aumentam a expressdo de
RNAmM para TNFa, IL1p, IL6 e CXCLS8 (Bromfield e Sheldon, 2011; Price e Sheldon, 2013; Price
etal., 2013). Os foliculos pré-antrais parecem néo ser afetados pelos efeitos do LPS, ja que nestes
a esteroidogénese e o desenvolvimento oocitario e folicular ndo sdo afetados (Bromfield e
Sheldon, 2013). Muitos eventos fisioldgicos ovarianos sdo influenciados por mediadores
inflamatdrios, e 0 consequente aumento desses mediadores em resposta as infecgdes uterinas,
parecem influenciar na biologia reprodutiva dos animais acometidos. Como consequéncia de
elevadas concentragdes de LPS, ocorrem falhas no processo de expansdo do complexo cumulus-
o0cito e reducdo da competéncia meidtica oocitéria, resultando em odcitos de pior qualidade
(Bromfield e Sheldon, 2011, 2013; Sheldon et al., 2014). Dessa forma, a acdo do LPS sobre o
desenvolvimento folicular parece impactar sobre a fertilidade a curto e longo prazo. A ativagdo
antecipada de foliculos primordiais diminui a fertilidade a longo prazo, enquanto a baixa
qualidade dos o6citos a diminui a curto prazo (Bromfield et al., 2015).

A estimulagdo por PAMP ndo exerce nenhum efeito sobre as células da teca ou sobre a producdo
de androstenediona, porém, reduz a transcri¢cdo de RNAm e a produc¢édo da enzima aromatase nas
células da granulosa, alterando o processo de esteroidogénese folicular em foliculos terciarios
(Herath et al., 2007; Price et al., 2013). Com isso, o efeito feedback positivo a libera¢do de LH
para crescimento folicular e a elevacdo da concentracdo sérica de estradiol, necessaria para
inducéo do pico pré-ovulatério de LH, ndo ocorrem em vacas acometidas por infec¢des uterinas.
Isso contribui para a existéncia de foliculos menores, com crescimento retardado, foliculos
anovulatdrios, doencas ovarianas cisticas e anestro (Opsomer et al., 2000; Sheldon et al., 2002,
2008, 2009a; Herath et al., 2007).

O processo inflamatdrio uterino ap6s o parto, com producdo endometrial de prostaglandinas, é de
extrema importancia para a involugdo uterina normal (Kindahl et al., 1999). A PGF,, estimula a
contratilidade do miométrio para a expulsdo das membranas fetais, l6quio e carunculas
degradadas, enquanto a PGE: € responsavel pela modulacéo da resposta inflamatéria endometrial
(Kindahl et al., 1999; Sheldon et al., 2009a). Em quadros de infec¢do, o LPS induz reacdo
inflamatdria, além do processo normal de involugdo uterina, estimulando maior producéo por
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parte do epitélio endometrial de PGE;, em detrimento de PGF,,. Com maior producdo de PGE; e
predominio de sua fungéo sobre a PGF,,, vacas que retomam a atividade ovariana precocemente
apos o parto, retardam o processo de lutedlise. Além disso, a baixa concentracdo PGF»,, junto
com TNFa produzida pelo endométrio, atua sobre as células luteais em mecanismo similar a
lutedlise, reduzindo a producdo de progesterona pelo corpo luteo. Dessa maneira, 0 corpo luteo
persiste por um tempo maior que o caracteristico da espécie bovina, produzindo concentragdes
subluteais de progesterona (Petroff et al., 2001; Sheldon et al., 2002, 2009; Williams et al., 2007).
Assim, vacas com infeccdo uterina e que retomam a atividade ovariana precocemente, podem
agravar ainda mais o quadro infeccioso no pds-parto. A supressdo da producdo de PGF,, e
leucotrienos pela progesterona e a reducdo da capacidade fagocitica dos neutrofilos uterinos pelo
mesmo hormdnio e PGE,, tornam o animal mais susceptivel as infec¢es uterinas no pds-parto
(Lewis, 2003; Borges et al., 2012; Turner et al., 2012; Sheldon et al., 2014).

3.6 — Estudos in vitro com explantes endometriais inteiros

A maioria dos estudos acerca de infec¢es uterinas em bovinos realizados nos Gltimos anos,
basearam-se na observacdo clinica de casos espontaneos das afec¢es no periodo poés-parto.
Entretanto, a dificuldade em se padronizar metodologicamente os estudos e a grande variedade
de defini¢cOes acerca das infeccBes uterinas, estimularam o desenvolvimento de diversos estudos
in vitro na tentativa de elucidar os mecanismos patofisiologicos de tais doencas e a resposta imune
uterina (Herath et al., 2006a, 2009a; Davies et al., 2008; Sheldon et al., 2010; Sheldon e Roberts,
2010; Borges et al., 2012; Cronin et al., 2012; Swangchan-Uthai et al., 2012; Turner et al., 2014).
Para avaliar os mecanismos envolvidos na patogenia das infec¢Ges e da resposta imune uterina,
grande parte desses estudos utilizaram abordagens reducionistas, baseadas em cultivo de
explantes e de células endometriais purificadas (Herath et al., 2006a, 2009ab; Davies et al., 2008;
Sheldon et al., 2010; Cronin et al., 2012; Swangchan-Uthai et al., 2012; Turner et al., 2014).

As células epiteliais ou estromais purificadas séo obtidas por meio da destruicdo da arquitetura
endometrial, com digestdo e perda dos componentes da matriz extracelular, importantes para a
diferenciagdo e desempenho das funcdes de tais células. A destrui¢do da arquitetura normalmente
se faz necessaria para aumentar a perfusdo de nutrientes e oxigénio do meio de cultura por entre
as células, aumentando sua viabilidade de cultivo, ja que o estabelecimento desse tipo de cultura
é demorado (Borges et al., 2012). Entretanto, a destruicdo do arranjo tecidual, juntamente com
danos celulares, resultam na liberacdo de DAMP que estimulam a resposta imune inata nas células
adjacentes, desencadeando o processo de inflamagédo estéril (Chen e Nunez, 2010). Essa liberagdo
de DAMP pode interferir na execucao de estudos relacionados a ativacao por PAMP da resposta
imune inata em células endometriais, uma vez que ambos os padrdes estimulam os mesmos PRRs
celulares, mesclando ou sobrepondo seus efeitos sobre a resposta imune (Borges et al., 2012).

O endométrio é composto por diversos tipos celulares e regulado pela acdo de horménios sexuais,
fatores de crescimento e citocinas, que atuam de forma enddcrina, paracrina e autdcrina sobre as
células. Para que essas substancias exercam o efeito esperado sobre as func@es reprodutivas e
imunoldgicas do endométrio, é fundamental que as juncdes e interacBes intercelulares estejam
preservadas, assim como a arquitetura tecidual como um todo (Lewis et al., 2003; Schafer et al.,
2011). Na tentativa de contornar os problemas relacionados a obtencdo e uso de células
endometriais purificadas para cultivo celular primario, culturas de explantes endometriais foram
desenvolvidas em diversas espécies, inclusive em bovinos (Trowell, 1959; Siegmund et al., 2001,
Herath et al., 2006a, 2009a; Borges et al., 2012).
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Nesse ambito de pesquisa, Borges et al. (2012) estabeleceram um modelo de cultivo de explante
endometrial ndo fragmentado para avaliacdo da imunidade inata em endométrio de novilhas
taurinas. Em tal estudo, os autores observaram que explantes endometriais ndo fragmentados
foram capazes de responder a estimulacdo por diversos PAMP. Além disso, tais explantes
acumularam menores concentracdes basais de citocinas pré-inflamatérias quando comparados ao
explantes endometriais mecanicamente fragmentados. Isso demonstra que a ocorréncia de
inflamacéo estéril por DAMP em cultivo de explantes endometriais ndo fragmentados é menos
evidente do que em cultivo de explantes mecanicamente fragmentados. Dessa forma, estudos in
vitro com explantes endometriais ndo fragmentados sdo mais representativos dos mecanismos
patofisiolégicos da resposta inflamatdria uterina em quadros de infeccdo bacteriana, permitindo
melhores associacBes com estudos observacionais acerca de infec¢bes uterinas em bovinos
(Borges et al., 2012).

3.7 — Fémeas zebuinas e estudos sobre imunidade inata uterina e fertilidade

Animais zebuinos sdo reconhecidos por serem mais resistentes a diversos desafios quando
comparados aos animais taurinos. Acredita-se que tal resisténcia seja consequéncia das variacdes
genéticas, morfoldgicas e fisiologicas resultantes da adaptagdo desses animais em diferentes
ambientes, ao longo do processo evolutivo da subespécie (Abeygunawardena e Dematawewa,
2004). Animais zebuinos sdo considerados animais mais rusticos, gque apresentam maior
adaptabilidade aos climas tropical e subtropical, aos diversos sistemas de producéo, resistem a
periodos prolongados de seca e escassez de pastagens, maior resisténcia as parasitoses e algumas
doencgas infecciosas. Entretanto, tais animais sofreram menor pressdo de selegdo para
caracteristicas produtivas e reprodutivas em relagdo ao gado taurino, possuindo menor potencial
genético para tais caracteristicas (Euclides Filho, 2009; Alencar e Barbosa, 2009). O gado taurino,
apesar do maior potencial genético para a producdo e reproducdo, € menos resistente aos desafios
ambientais e as condi¢es dos sistemas de criagdo nas regiGes tropicais e subtropicais
(Abeygunawardena e Dematawewa, 2004; Alencar e Barbosa, 2009). Tais sistemas costumam ser
menos tecnificados e, muitas vezes, apresentando falhas no manejo nutricional, sanitéario e
reprodutivo (Facd et al., 2002; Ruas et al., 2014).

Com o objetivo de associar as caracteristicas positivas de ambas as subespécies, gerando um
produto de maior potencial genético para producdo, reproducdo e resisténcia aos desafios
ambientais, cruzamentos entre taurinos e zebuinos séo realizados, obtendo-se animais mesticos
HZ, com diferentes graus de sangue. Animais mesticos F1 HZ sdo considerados geneticamente
superiores em relacdo aos seus progenitores, pois desfrutam do efeito aditivo direto das
caracteristicas de ambas as subespécies, a chamada heterose. A medida que o grau de sangue
predominante no cruzamento se aproxima ao de uma das subespécies, esses animais apresentam
as caracteristicas positivas e negativas de tal subespécie (Abeygunawardena e Dematawewa,
2004; Alencar e Barbosa, 2009).

As fémeas azebuadas, cujo grau de sangue predominante no cruzamento provém da subespécie
zebuina, possuem menor potencial genético para a producdo de leite quando comparadas as
fémeas taurinas ou mesticas F1 HZ. Porém, o potencial genético para a producao de leite das
atuais fémeas azebuadas, sdo compativeis com a maioria dos sistemas produtivos brasileiros,
constituindo parcela importante no rebanho nacional de vacas leiteiras. Além disso, sdo animais
mais resistentes aos desafios ambientais e as doengas, incluindo as afec¢bes puerperais como
retencéo de placenta e infecgdes uterinas (Gonzalez-Sanchez et al., 1999; Camargos et al., 2013).
Fémeas mesticas HZ apresentam menores incidéncias de infeccdes uterinas quando comparadas
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as fémeas taurinas. Durante 0 acompanhamento do periodo puerperal, Gonzalez-Sanchez et al.
(1999) e Camargos et al. (2013) observaram incidéncias em torno de 6,3% e 3,95% de infecgdes
uterinas em vacas zebuinas e mesticas HZ, respectivamente. LeBlanc et al. (2002) e Williams et
al. (2005) encontraram incidéncias de DVP variando em torno de 16,9 a 31,0% no
acompanhamento do periodo puerperal de vacas holandesas, entre 20 e 33 dias p6s-parto.

Poucos trabalhos na literatura buscaram esclarecer os mecanismos envolvidos na patogénese das
infecgBes bacterianas do Utero, principalmente em fémeas zebuinas. Além da interacdo precoce
entre patdgenos e o tecido endometrial, variacBes genéticas podem explicar diferencas nas
respostas individuais do hospedeiro frente aos microrganismos associados as infeccdes uterinas
(Horne et al., 2008; Sordillo et al., 2009; Pinedo et al., 2013, Martins, 2014). Diante disso, estudos
sobre 0s mecanismos da imunidade inata, incluindo os mecanismos de atuacdo dos TLR, sdo
importantes para compreender o envolvimento de bases genéticas na resposta do hospedeiro
frente ao processo infeccioso, principalmente em vacas zebuinas reconhecidamente mais
resistentes as infec¢Ges uterinas.

Em quadros de subfertilidade ou infertilidade associados as infec¢fes uterinas, na maioria das
vezes, 0 processo infeccioso encontra-se resolvido, ndo se detectando mais agentes patogénicos
no Utero. Entretanto, o processo inflamatério endometrial persiste, tornando-se um processo
crénico (Sheldon et al., 2009a). Isso indica que a resposta imunoldgica desempenha papel mais
importante na persisténcia de inflamagdo cronica do endométrio, do que a propria infeccéo
bacteriana (LeBlanc et al., 2011). Acredita-se que desequilibrios nos mecanismos que ajustam a
resposta inflamatoria endometrial, tornando-a insuficiente ou exacerbada, alteram a fisiologia
reprodutiva das fémeas bovinas, reduzindo a qualidade oocitaria e do ambiente uterino,
prejudicando, assim, o estabelecimento de nova gestacdo (Pothmann et al., 2015). Com isso, a
compreensdo dos mecanismos moleculares que interligam a inflamac&o, a resposta imune inata e
a fisiologia reprodutiva podem fornecer subsidios para futuras intervengdes e manipulagdes dos
processos inflamatorios uterinos, visando melhorar a fertilidade das fémeas bovinas (Fischer et
al., 2010).

4. MATERIAL E METODOS

O projeto e procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, CEUA-UFMG.

Para a realizacdo do experimento, foram coletados tratos genitais de novilhas azebuadas, pos-
puberes, ndo gestantes, abatidas em frigorifico. Os tratos genitais eram recolhidos das carcagas
por meio de seccdo transversal na porcdo cranial da vagina (Figura la), acondicionados
individualmente em sacos plasticos e transportados em caixa térmica contendo gelo, para
processamento em até duas horas ap0s coleta, no Laborat6rio de Células Embrionarias e Animais
Transgénicos da EV-UFMG.

No laboratério, os tratos genitais foram avaliados macroscopicamente em relagdo a auséncia de
doenca genital inflamatéria. Tratos genitais apresentando hiperemia, edema, hemorragias,
hematomas, fibrose ou colecdo de pus em sua serosa, parede ou limen do 6rgao, foram
descartados (Figura 1b). Uteros de novilhas em anestro, cujos ovarios ndo apresentassem
estruturas luteais, ou apresentando conteudo e estruturas compativeis com gestagdo em estagio
inicial também foram descartados (Figura 1c, d).
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Figura 1. Tratos genitais de novilhas azebuadas coletados em abatedouro. a)
trato genital de novilha ndo gestante e com corpo ldteo funcional, de acordo
com a premissa experimental, adequado a utilizagdo no experimento; b) trato
genital de novilha contendo processo inflamatdrio, caracterizado pela presenga
de pus (seta) e hiperemia do endométrio (cabeca de seta), ndo utilizado no
experimento; c) trato genital de novilha em anestro, caracterizado por ovarios
contendo apenas foliculos (seta), ndo utilizado no experimento; d) trato genital
de novilha gestante, onde se verifica presenca de embrido em fase inicial de
desenvolvimento (cabega de seta), ndo utilizado no experimento.
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4.1- Classificagdo macroscopica dos tratos genitais femininos para caracterizagdo da fase
do ciclo estral

Os tratos genitais foram classificados com base na provavel fase do ciclo estral na qual se
encontravam. A classificacdo foi realizada por meio da observacdo da morfologia e transeccdes
das estruturas ovarianas presentes, em especial o corpo luteo (CL), utilizando metodologia
adaptada de Ireland et al. (1980). As caracteristicas macroscopicas das fases do ciclo estral
utilizadas para classificacdo dos tratos genitais no presente estudo sdo descritas a seguir e
visualizadas na figura 2.

o Fase | (Metaestro) — primeiro ao quarto dia do ciclo estral, apresentando corpo luteo pequeno,
de 0,5a 1,0 cm de didmetro, coloragdo avermelhada, sem vasculariza¢éo visivel na superficie
e ponto de ruptura do foliculo recentemente ovulado ndo coberto por epitélio (Figura 2a, b).

e Fase Il (Diestro) — quinto ao décimo sétimo dia do ciclo estral, apresentando corpo luteo de
1,6 a 2,0 cm de diametro, coloracdo variando do castanho escuro ao laranja, vascularizagdo
evidente na periferia da estrutura e ponto de ruptura folicular coberto por epitélio (Figura 2c-

).

o Fase Il (Proestro/estro) — décimo oitavo ao vigésimo primeiro dia do ciclo estral, corpo liteo

caracterizado por coloragdo variando do amarelo claro ao branco, didmetro inferior a 1,0 cm,
sem vascularizacdo aparente, e presenca de foliculo terciario, dominante, pré-ovulatério em
um dos ovarios (Figura 2g, h).

a1 8

Figura 2. Avaliagdo macroscépica de tratos genitais coletados de novilhas azebuadas abatidas visando a
caracterizacdo das fases do ciclo estral, de acordo com a morfologia das estruturas observadas nos ovarios.
a e b) ovario de trato genital na fase | (metaestro); c-f) ovarios de tratos genitais na fase Il (diestro); g e h)
ovério de trato genital na fase 11 (proestro/estro).

Foram selecionados tratos genitais na fase Il do ciclo estral para avaliacdo da producdo de
citocinas IL1B, IL6 e CXCLS8 frente a estimulagdo por diferentes PAMP. Esta fase é
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fisiologicamente caracterizada por maiores concentragdes circulantes de progesterona e menores
concentracdes de estrogeno. Esse perfil hormonal é associado a maior predisposigdo as infeces
bacterianas do Gtero. Para estudar o efeito de diferentes fases do ciclo estral sobre a producéo de
IL1B, IL6 e CXCL8 por explantes endometriais bovino estimulados por LPS, foram utilizados
tratos genitais de todas as fases anteriormente descritas (1, 1 e I11).

4.2— Preparo de explantes endometriais

Os tratos genitais foram higienizados externamente por meio de aspersdo sobre toda a superficie,
com solucdo de etanol 70% a temperatura ambiente, deixando a solugdo agir por 2 minutos. Os
cornos uterinos foram abertos longitudinalmente por meio de tesoura e pinca estéreis. O
endométrio foi rinsado suavemente do &pice até a base dos cornos uterinos com solugdo tampao
salina fosfatada de Dulbecco (D-PBS)?, suplementada com 50 UI/mL de penicilina?, 50 pg/mL
de estreptomicina? e 2,5 pg/mL de anfotericina B2. Explantes endometriais foram coletados de
areas intercarunculares do endométrio utilizando punch para bidpsia estéril, de 8 mm de
diametro®. O punch foi pressionado contra o endométrio e levemente girado para seccionar as
bordas laterais do explante. Por meio de tesoura e pinga odontoldgica estéreis, o explante
endometrial foi divulsionado do miométrio, atendo-se a remogéo de um tecido endometrial fino
gue contemplasse apenas a mucosa e submucosa. Os explantes coletados foram higienizados por
cinco minutos em solugéo salina balanceada de Hanks (HBSS)! a 37°C, suplementada com 50
Ul/mL de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina e 2,5 pg/mL de anfotericina B e,
posteriormente, por mais duas lavagens de cinco minutos em solugdo HBSS a 37°C, sem
antibioticos. Dentro de capela de seguranca bioldgica classe 1, os explantes foram transferidos
para placas de cultura de tecidos de seis pocos*, de forma que cada pogo continha um explante
imerso em 3,0 ml de meio de cultivo base a 37°C. O meio de cultivo base era constituido por meio
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)?, suplementado com 50 Ul de penicilina, 50
g de estreptomicina e 2,5 pg de anfotericina B e 10% de soro fetal bovino (SFB)? inativado pelo
calor e livre de endotoxinas. As placas de cultivo foram encubadas em estufa com atmosfera
Umida controlada a 37°C e 5% de gas carbdnico (CO,). Os PAMP foram adicionados ao meio de
cultivo de acordo com o delineamento experimental de cada ensaio realizado. Ao final de cada
ensaio 0s sobrenadantes foram coletados em duplicata para cada poco, armazenados em
microtubos de 1,5 mL, e acondicionados em freezer a -20°C até o momento da analise. Os
explantes foram pesados ao final de cada ensaio.

Para a estimulagdo da resposta inflamatdria em explantes endometriais foram utilizados os PAMP
lipopolissacarideo ultrapuro de Escherichia coli (LPS E. coli 0111:B4)°, ligante de TLR4;
lipoproteina triacetilada sintética (PAM3CSK4)®, ligante de TLR1/2; e peptideoglicano de
Staphylococcus aureus (PGN-SA)®, ligante de TLR2, NOD1 e NOD2.

A concentracéo das citocinas IL1, IL6 e CXCL8 foi mensurada em sobrenadante de cultura de
explantes endometriais por meio de ensaio imunoenzimdtico (ELISA), de acordo com as
instrucdes dos fabricantes dos kits. Foram utilizados os kits Bovine IL1p ELISA Reagent Kit®,

! Sigma-Aldrich, EUA.

2 Life Technologies, EUA.

3 Kruuse, Dinamarca.

4 Jet-biofil, China.

5 Invivogen, EUA.

6 ESS0027, ThermoScientific, EUA.
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Bovine IL6 ELISA Reagent Kit’ e Human CXCL8/IL8 DuoSet ELISA% O kit Human
CXCLS8/IL8 DuoSet ELISA foi previamente testado e validado para a mensuracdo de CXCL8
bovino (Rinaldi et al., 2008). Para normalizacdo das concentragdes, a producdo de citocinas foi
dividida pelos pesos dos respectivos explantes endometriais, obtendo-se assim a producdo de
citocinas em pg/mg de tecido endometrial.

4.3— Delineamentos experimentais

4.3.1 — Resposta de explantes endometriais de novilhas azebuadas em diestro a estimulagéo in
vitro com diferentes padrdes moleculares associados a patégenos puros

Para a conducdo desse ensaio, foram utilizados 216 explantes endometriais provenientes de seis
tratos genitais de novilhas azebuadas, classificados em fase de diestro (fase Il), dos quais eram
coletados 36 explantes por trato genital. Para a estimula¢do dos explantes com LPS ou PAMS,
dois explantes por trato genital (duplicata) foram submetidos aos seguintes tratamentos: T1)
Controle — meio de cultivo base (RPMI 1640+10%SFB+antibitticos); T2) 0,0001 pug/mL de LPS
ou PAM3 em meio de cultivo base; T3) 0,001 pg/mL de LPS ou PAM3 em meio de cultivo base;
T4) 0,01 pg/mL de LPS ou PAM3 em meio de cultivo base; T5) 0,1 pg/mL de LPS ou PAM3 em
meio de cultivo base e T6) 1,0 pg/mL de LPS ou PAM3 em meio de cultivo base. Para estimulacdo
dos explantes com PGN, dois explantes por trato genital (duplicatas) foram submetidos aos
seguintes tratamentos: T1) Controle — meio de cultivo base; T2) 0,001 pug/mL PGN em meio de
cultivo base; T3) 0,01 pg/mL de PGN em meio de cultivo base; T4) 0,1 pg/mL de PGN em meio
de cultivo base; T5) 1,0 pg/mL de PGN em meio de cultivo base e T6) 10,0 pg/mL de PGN em
meio de cultivo base. Apds 24 horas de cultivo, os sobrenadantes dos tratamentos foram coletados
para posterior mensuracdo da concentracdo de citocinas IL1p, IL6 ¢ CXCLS8 e 0 meio de cultivo
substituido por meio de cultivo novo, apresentando 0s mesmos constituintes de acordo com cada
tratamento realizado. Apos 24 horas da substitui¢cdo do meio de cultivo, os sobrenadantes de todos
os tratamentos foram coletados para posterior mensuragdo da concentracdo de citocinas, sem
haver substituigdo por meio de cultivo novo. Dessa forma, o ensaio teve duragdo total de 48 horas,
no qual a producéo das citocinas por explantes endometriais foi avaliada nos periodos de 0 a 24
horas e 24 a 48 horas de incubag&o sob estimulagéo de diferentes PAMP. A producéo de citocinas
em resposta a cada tratamento foi obtida pela média entre as producdes das duplicatas, no qual a
concentracdo média obtida representa a producdo de citocinas de um trato genital em resposta
aquele tratamento. O delineamento experimental proposto para cada PAMP testado foi de blocos
ao acaso com parcelas subdivididas, 6 blocos (tratos genitais/animais) x 6 tratamentos x 2
periodos de avaliacdo (0 a 24 e 24 a 48 horas).

7 ESS0029, ThermoScientific, EUA.
8 DY208, R&D Systems, EUA.
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Figura 3. Esquema em placa de cultivo de seis pogos, representativa dos
tratamentos experimentais para estimulacdo por diferentes PAMP de explantes
endometriais provenientes de trato genital de novilhas azebuadas. Foram
utilizados 216 explantes provenientes de tratos genitais de seis novilhas azebuadas
em fase de diestro (fase Il). Cada trato genital forneceu 36 explantes que foram
estimulados por LPS, PAM3 e PGN, 12 explantes para cada PAMP (duplicatas),
de acordo com os tratamentos a seguir: T1) Controle — meio de cultivo base (RPMI
1640+10%SFB+antibiéticos); T2) 0,0001 pg/mL de LPS ou PAM3 ou 0,001
pHg/mL de PGN em meio de cultivo base; T3) 0,001 pg/mL de LPS ou PAM3 ou
0,01 pg/mL de PGN em meio de cultivo base; T4) 0,01 pg/mL de LPS ou PAM3
ou 0,1 pg/mL de PGN em meio de cultivo base; T5) 0,1 pg/mL de LPS ou PAM3
ou 1,0 pg/mL de PGN em meio de cultivo base e T6) 1,0 ug/mL de LPS ou PAM3
ou 0,001 pg/mL de PGN em meio de cultivo base. Ap6s 24 e 48 horas de cultivo,
o0s sobrenadantes dos meios de cultivo de cada tratamento foram coletados para
dosagem das citocinas IL1p, IL6 ¢ CXCLS, sendo 0 meio substituido por meio
novo, de acordo com o tratamento, apds as primeiras 24 horas de cultivo.

4.3.2 — Dinémica de produgéo e acumulo de citocinas IL1p, IL6 e CXCLS8 ao longo do tempo de
cultivo por explantes endometriais de novilhas azebuadas em diestro sob estimulagdo por LPS

Foram utilizados tratos genitais de seis novilhas azebuadas, classificadas em fase de diestro (fase
I1) para a conducéo de ambos 0s ensaios. Destes, 24 explantes endometriais foram coletados para
a realizacdo do ensaio de avaliacdo da dindmica de produgéo de citocinas, sendo 4 explantes por
trato genital. Dos mesmos seis tratos genitais, foram coletados mais 72 explantes endometriais
para a realizagéo do ensaio de avaliagdo do acimulo de citocinas ao longo do tempo de cultivo,
sendo 12 explantes por trato genital.

No ensaio de dindmica da produgdo de citocinas, dois explantes por trato genital (duplicatas)
foram cultivados em meio controle (Tratamento 1 - T1: meio de cultivo base composto por RPMI
1640+10%SFB+antibitticos) e dois explantes em meio de cultivo base contendo 1,0 pg/mL de
LPS (Tratamento 2 - T2). O ensaio teve duragdo de 24 horas e a cada seis horas de cultivo, 0s
sobrenadantes eram coletados para posterior mensuragao da concentragdo das citocinas IL1J3, IL6
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e CXCLS8, e 0 meio de cultivo substituido por meio novo, contendo a mesma constituicdo do meio
de cultivo inicial. Dessa forma foram obtidos sobrenadantes para avaliacdo da dindmica de
producdo das citocinas em quatro periodos distintos, sendo eles de 0 a 6 horas, 6 a 12 horas, 12 a
18 horas e 18 a 24 horas de cultivo. A producdo de citocinas em resposta a cada tratamento foi
obtida pela média entre as producgdes das duplicatas, no qual a concentracdo média obtida
representa a producdo de citocinas de um trato genital em resposta aquele tratamento. O
delineamento experimental proposto para este ensaio foi de blocos ao acaso com parcelas
subdivididas, 6 blocos (tratos genitais/animais) x 2 tratamentos x 4 periodos de avaliag&o.

T1

Controle
Animal 1

T2

T1
Controle
Animal 2

T1
Controle
Animal 3

T1
Controle
Animal 4

T2

T1

Controle
Animal 5

T1
Controle
Animal 6

T2 12 12 12
LPS LPS LPS LPS LPS LPS
Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6

Figura 4. Esquema em placas de seis pogos, representativa de uma réplica dos tratamentos experimentais
para avaliacdo da dindmica de produgdo de citocinas por explantes endometriais de novilhas azebuadas,
estimulados ou ndo por 1,0 pug/mL de LPS. Foram utilizados 24 explantes provenientes de tratos genitais
de seis novilhas azebuadas em fase de diestro (fase Il). Cada trato genital forneceu quatro explantes, dos
quais dois (duplicatas) foram cultivados em meio controle (T1 — meio de cultivo base composto por RPMI
1640+10%SFB+antibidticos) e dois (duplicatas) em meio de cultivo base contendo 1,0 pg/mL de LPS (T2),
por um periodo total de 24 horas de cultivo. A cada seis horas, os sobrenadantes foram coletados para
mensuragdo da concentracdo das citocinas IL1p, IL6 ¢ CXCLS8, e 0 meio de cultivo substituido por meio
novo contendo a mesma composicao do inicial. Portanto a dindmica de producéo de citocinas foi avaliada
nos periodosde 0 a 6, 6 a 12, 12 a 18 e 18 a 24 horas de cultivo.

No ensaio de acimulo de citocinas ao longo do tempo, seis explantes por trato genital foram
cultivados em meio controle (Tratamento 1 - T1: meio de cultivo base - RPMI 1640+
10%SFB+antibidticos) e seis em meio de cultivo base contendo 1,0 pg/mL de LPS (Tratamento
2 - T2). O ensaio teve duracdo de 48 horas e apos 6, 24 e 48 horas de cultivo direto, sem
substituicdo do meio de cultivo, sobrenadantes de dois explantes (duplicatas) cultivados em meio
controle e dois explantes cultivados em meio contendo LPS foram coletados para mensuragéo da
concentracdo das citocinas IL1p, IL6 ¢ CXCL8 acumuladas, representativa do periodo de cultivo
apos o qual foi coletado. A producéo de citocinas em resposta a cada tratamento foi obtida pela
média entre as producdes das duplicatas, no qual a concentracdo média obtida representa a
producdo de citocinas de um trato genital em resposta aquele tratamento. O delineamento
experimental proposto foi em blocos ao acaso em arranjo fatorial completo, 6 blocos (tratos
genitais/animal) x 2 tratamentos x 3 periodos de avaliag&o.
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Figura 5 — Esquema em placa de cultivo de seis pogos, representativa dos
tratamentos experimentais para avaliacdo do acimulo de citocinas ao longo do
tempo de cultivo por explantes endometriais provenientes de trato genital de
novilhas azebuadas, estimulados ou ndo por 1,0 pg/mL de LPS. Foram utilizados
72 explantes provenientes de tratos genitais de 6 novilhas azebuadas em fase de
diestro (fase I1). Cada trato genital forneceu 12 explantes, dos quais seis foram
cultivados em meio controle (T1: meio de cultivo base - RPMI
1640+10%SFB+antibidticos) e seis em meio de cultivo base contendo 1,0 pg/mL
de LPS (Tratamento 2), por um periodo total de 48 horas de cultivo. Apoés 6, 24 e
48 horas de cultivo direto, sem substituicdo do meio de cultivo por meio novo, 0s
sobrenadantes de dois explantes (duplicatas) foram coletados para mensuracdo da
concentragdo das citocinas IL1B, IL6 e CXCLS. Portanto o acimulo de citocinas
foi avaliado nos periodos de 0 a 6, 0 a 24 e 0 a 48 horas de cultivo.

4.3.3— Caracterizagdo da producdo de IL1S, IL6 e CXCLS por explantes endometriais de
novilhas azebuadas em diferentes fases do ciclo estral estimulados por LPS

Para a realizacdo deste ensaio, 18 tratos genitais de novilhas azebuadas foram utilizados, dos quais
seis foram classificados em fase de metaestro (fase 1), seis em diestro (fase Il) e seis em
proestro/estro (fase 111). De cada trato genital foram coletados 4 explantes endometriais, com um
total de 72 explantes utilizados para a conducdo do ensaio. Dois explantes (duplicatas) de cada
trato genital, de cada fase do ciclo estral, foram cultivados em meio controle (Tratamento 1 - T1:
meio de cultivo base - RPMI 1640+10%SFB+antibidticos) e os outros dois cultivados em meio
de cultivo base contendo 1,0 pg/mL de LPS (T2). Ap6s 24 horas de cultivo, os sobrenadantes dos
tratamentos foram coletados para posterior mensuracéo da concentracao de citocinas e 0 meio de
cultivo substituido por meio de cultivo novo, apresentando 0s mesmos constituintes de acordo
com cada tratamento realizado. Apds 24 horas da substituicdo do meio de cultivo, 0s
sobrenadantes de todos os tratamentos foram coletados para posterior mensuracdo da
concentracdo de citocinas, sem haver substituicdo por meio de cultivo novo. Dessa forma, o ensaio
teve duracdo total de 48 horas, no qual a producao das citocinas IL1f, IL6 e CXCLS por explantes
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endometriais foi avaliada nos periodos de 0 a 24 horas e 24 a 48 horas de cultivo. A producéo de
citocinas em resposta a cada tratamento foi obtida pela média entre as produgdes das duplicatas,
no qual a concentracdo média obtida representa a producdo de citocinas de um trato genital em
resposta aquele tratamento O delineamento experimental proposto foi em blocos ao acaso em
arranjo fatorial com parcelas subdivididas, com fatorial 2 tratamentos x 3 fases do ciclo estral na
parcela e 2 periodos de avaliagdo compondo a subparcela.
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Figura 6 - Esquema em placas de seis pogos, representativa de uma réplica dos tratamentos experimentais
para avaliagdo da influéncia de fases do ciclo estral sobre a produgéo de citocinas IL1B, IL6 ¢ CXCLS por
explantes endometriais provenientes de trato genital de novilhas azebuadas em diferentes fases do ciclo
estral, estimulados ou ndo por 1,0 ug/mL de LPS. Foram utilizados 72 explantes provenientes de tratos
genitais de seis novilhas azebuadas em fase de metaestro (fase 1), seis em fase de diestro (fase Il) e seis em
fase de proestro/estro (fase Il1). Cada trato genital forneceu quatro explantes, dos quais dois (duplicatas)
foram cultivados em meio controle (T1 - meio de cultivo base composto por RPMI
1640+10%SFB+antibidticos) e dois em meio de cultivo base contendo 1,0 pg/mL de LPS (T2), por um
periodo total de 48 horas de cultivo. Ap6s 24 e 48 horas de cultivo, os sobrenadantes dos meios de cultivo
de cada tratamento foram coletados para dosagem das citocinas IL1B, IL6 ¢ CXCLS8, sendo o meio
substituido por meio novo, de acordo com o tratamento, apds as primeiras 24 horas de cultivo. Portanto a
producdo de citocinas foi avaliada nos periodos de 0 a 24 e 24 a 48 horas de cultivo.

4.4 — Andlises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada utilizando os programas estatisticos SAEG, versdo 9.1° e
GraphPad Instat, versdo 3.06%, tendo o trato genital de cada animal como unidade experimental.

Todas as variaveis analisadas foram submetidas a teste de normalidade pelo método de Lilliefors
e teste de homogeneidade de variancia pelos métodos de Cochran e Bartlett. Variaveis que
apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade foram submetidas a testes estatisticos
paramétricos. Ja as variaveis que ndo apresentaram normalidade e/ou homocedasticidade, foram
submetidas a testes estatisticos ndo paramétricos.

Para a analise das variaveis paramétricas, foi realizada anélise de variancia (ANOVA) e, em
seguida, teste de comparagdes multiplas de Dunnett para comparacdo de médias de tratamentos
com o grupo controle, teste de comparacGes multiplas de Bonferroni para comparacao de médias

9 Fundagao Arthur Bernardes, Vicosa, Brasil.
10 Graphpad Software, San Diego, EUA.
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entre tratamentos, teste t pareado para comparagdo entre duas médias pareadas e teste t ndo
pareado entre médias de dois tratamentos, ndo pareados. Para varidveis ndo paramétricas, foram
procedidos testes de Friedman seguido do teste de compara¢Ges multiplas de Dunn para
comparagdo de mais de dois tratamentos com amostras pareadas, teste de Wilcoxon para
comparacdo entre duas médias pareadas e teste de Kruskal-Wallis para comparacao entre mais de
duas médias provenientes de amostras nao-pareadas. Os dados estdo apresentados na forma de
média e erro padrdo da média (Média + E.P.M.), para varidveis com distribuicdo normal de
probabilidade, ou mediana para varidveis que ndo apresentam distribuicdo normal de
probabilidade, considerando 5% como nivel de significancia para todos os testes.

5. RESULTADOS

No estudo foram utilizados 456 explantes ndo fragmentados de tecido endometrial de novilhas
azebuadas, com peso médio de 21,387 + 0,265 mg. A aparéncia macroscopica dos explantes
inteiros foi semelhante a do endométrio bovino normal (Figura 7), anterior a separacao do tecido
uterino. A avaliacdo histopatologica de seccBes de explantes inteiros endometriais confirmou
espessura variando entre 1.000 a 1.500 um, preservagdo da arquitetura tecidual logo apds a coleta
e obtengdo de explantes, que compreendem apenas as por¢des de mucosa (epitélio colunar simples
superficial) e subm