Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repositério Institucional da Universidade Federal de Uberlandia

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

PRODUCAO DE IL-18 E IL-6 EM EXPLANTES EX
VIVO DE ENDOMETRIO DE VACAS NELORE E
MESTICAS TRATADAS COM LPS E ESTEROIDES
OVARIANOS

Amanda Lima Rezende

Médica Veterinaria

UBERLANDIA — MG - BRASIL
2016


https://core.ac.uk/display/195895943?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

PRODUCAO DE IL-18 E IL-6 EM EXPLANTES EX
VIVO DE ENDOMETRIO DE VACAS NELORE E
MESTICAS TRATADAS COM LPS E ESTEROIDES
OVARIANOS

Amanda Lima Rezende

Orientador: Prof. Dr. Joao Paulo Elsen Saut

Dissertacao apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria — UFU, como parte das exigéncias para
a obtencdao do titulo de Mestre em Ciéncias

Veterinarias (Biotécnicas e Eficiéncia Reprodutiva).

UBERLANDIA — MG - BRASIL

Dezembro - 2016



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

R467p
2016

Rezende, Amanda Lima, 1991

Producdo de IL-1B E IL-6 em explantes ex vivo de endométrio de
vacas nelore e mesticas tratadas com LPS e esteroides ovarianos /
Amanda Lima Rezende. - 2016.

47 f. ¢ il

Orientador: Jodo Paulo Elsen Saut.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias.

Inclui bibliografia.

1. Veterinaria - Teses. 2. Bovino - Doengas - Teses. 3. Endométrio -
Doencas - Teses. 4. Progesterona - Teses. I. Saut, Jodo Paulo Elsen. II.
Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias Veterinarias. III. Titulo.

CDU: 619




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Amanda Lima Rezende — nascida na cidade de Franca, Estado de S&o Paulo
aos treze dias do més de abril de um mil novecentos e noventa e um. Ingressou no
curso de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) no
primeiro semestre de 2010, tendo concluido o curso em janeiro de 2015. Em dezembro
de 2014 foi aprovada no processo seletivo de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias (Mestrado) da UFU, na area de Producdao Animal com linha de pesquisa
em Biotécnicas e Eficiéncia Reprodutiva. Ingressou no Mestrado em marco de 2015,
onde foi bolsista pela Comissao de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior
(CAPES) no periodo de fevereiro de marco de 2016 a dezembro de 2016, quando
concluiu o Mestrado. Em sistema de dedicacao exclusiva a Pés-Graduagao durante
todo o periodo, trabalhou com vacas leiteiras no periodo de transicdo e pos-parto,
buscando verificar a influéncia do periparto na imunidade uterina e sua correlagdo com
a ocorréncia de doencas uterinas, bem como a determinacgao de técnicas de avaliagao
e tratamento destes animais neste periodo.



“O sucesso nasce do querer, da determinagao e persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo n&o atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no minimo
fara coisas admiraveis.”

(José de Alencar)



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ter me concedido a vida, por me abencgoar
e me guiar sempre pelos melhores caminhos.

Aos meus pais, pelo amor, carinho e confianca que depositaram em mim em
todos os momentos. Sem a dedicacao e o esforco de vocés esta conquista ndo seria
possivel.

Aos meus irmaos, meus avds e toda a familia que sempre acreditaram e
torceram por mim.

A Universidade Federal de Uberlandia, pela fundamental contribuicado a minha
formacao.

Ao Professor e Orientador Dr. Jodo Paulo Elsen Saut, por me conceder esta
oportunidade e por acreditar no meu trabalho. Obrigada pela orientacdo, pelos
ensinamentos e pela confianga em mim depositada.

Aos amigos do Laboratério de Saude em Grandes Animais (LASGRAN) e da
Pés-Graduagdo da UFU, Paula, William, Oglénia, Eriky, Meire Ellen, Erick, Pablo,
Raissa e Layane, que sempre estiveram dispostos a ajudar e que foram essenciais
para realizacao deste trabalho.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela bolsa de estudos concedida.

A Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e
ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), pelo
auxilio financeiro concedido para realizacao desta pesquisa.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Resposta das interleucinas 1B e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raca Nelore e Mesticas frente a exposicdo a diferentes concentragbes de
lipopolissacarideos durante 24 horas. Explantes de endométrio intacto de fémeas Nelore
(n=17) e Mesticas (n=12) cultivados em meio controle ou meio contendo 1 ou 2 pug/mL de
lipopolissacarideos (LPS) (E. coli 0111:B4). Os sobrenadantes foram retirados apds 24 horas
para mensuragao do acumulo de IL-18 (A,B) e IL-6 (D,E). Os resultados foram apresentados
por meio da concentracdo média por mg de tecido + erro padrdo da média. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica por ANOVA com poés-teste de Comparagdo multipla de
Bonferroni (A,B,D,E) e andlise de variancia (Two-way ANOVA) (C,F), a 5% de significancia
(P<O,05). .ottt ettt et a st a et a et et bt et a et be et ene b eneereneenens 33

Figura 2. Resposta das interleucinas 1B e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raca Nelore e Mesticas nas primeiras 24 horas e entre 24 e 48 horas frente a
exposicao de lipopolissacarideos. Explantes de endométrio intacto de fémeas Nelore (n=17)
e Mesticas (n=712) cultivados em meio controle ou meio contendo 1 pg/mL de
lipopolissacarideos (LPS) no inicio (Ohs) ou apds 24 horas (E. coli 0111:B4). Nos explantes
expostos a LPS no inicio (Ohs), os sobrenadantes foram retirados apds 24 horas para
mensuracao do acumulo de IL-13 e IL-6. J& nos explantes expostos a LPS apds 24 horas, 0s
sobrenadantes foram retirados apds 48 horas do inicio do experimento para mensuracao do
acumulo de IL-1B e IL-6. Os resultados foram apresentados por meio da concentragdo média
por mg de tecido + erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferenca estatistica por
analise de variancia (Two-way ANOVA) com p6s-teste de Comparacao multipla de Bonferroni,
a 5% de SIgNIfICANCIA (P<0,05).......cocoveeeeeieieeees ettt sttt sae s e e eseeseas 34

Figura 3. Resposta das interleucinas 13 e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raca Nelore e Mesticas, pré-tratados com meio controle ou progesterona nas
primeiras 24 horas e expostos a LPS entre 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca
estatistica por analise de variancia Two-way ANOVA a 5% de significancia (P<0,05). Os
resultados foram apresentados através da concentracdo média por mg de tecido + erro padrao
da média. Os explantes foram pré-tratados durante 24 horas com meio controle ou com meio
contendo 5ng/mL de progesterona. Apds 24 horas, os explantes foram mantidos em meio
controle ou desafiados com 1 pg/mL de lipopolissacarideos (E.coli 0111:B4). Os
sobrenadantes foram retirados apds 48 horas do inicio do experimento para mensuracao do
acumulo de IL-1B (A-C) € IL-6 (D-F). .o 35

Figura 4. Resposta das interleucinas 1B e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raca Nelore e Mesticas, pré-tratados com meio controle ou estradiol nas primeiras
24 horas e expostos a LPS entre 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca estatistica
por andlise de variancia Two-way ANOVA a 5% de significancia (P<0,05). Os resultados foram
apresentados através da concentragdo média por mg de tecido + erro padrao da média. Os
explantes foram pré-tratados durante 24 horas com meio controle ou com meio contendo 3
pg/mL de estradiol. Apds 24 horas, os explantes foram mantidos em meio controle ou
desafiados com 1 ug/mL de lipopolissacarideos (E.coli 0111:B4). Os sobrenadantes foram
retirados apds 48 horas do inicio do experiemento para mensurac¢ao do acumulo de IL-183 (A-
C) € IL-6 (DmF ) ettt 36



Figura 5. Resposta das interleucinas 13 (A) e 6 (B) de cultivos de endométrio bovino ex vivo
de fémeas da raca Nelore e Mesticas em meio controle ou meio contendo 1 pg/mL de
lipopolissacarideos, apds 24 horas de cultura. Os animais foram agrupados de acordo com as
concentracdes séricas de progesterona: P4 < 1 ng/mL (n=6); 1 < P4 <5 ng/mL (n=8); P4 > 5
ng/mL (n=17). Os resultados foram apresentados por meio da concentragao média por mg de
tecido + erro padrao da média. Os dados foram avaliados por andlise de variancia (Two-way
ANOVA) com nivel de significAncia de P<0,05. ..........ccccccoiinininnenneieeeeseeee s 37



SUMARIO

CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS ...............ccommiiireierineeeeseneeesseseessseesesssssssssse 10
1. INTRODUGAO..........ooeeeeeeeeeceeeeeeeeee e s s nsnes 10
2. REVISAO DE LITERATURA..........oooooeoeceeeeeeeeeeeeeeeeseeee s sess s san s 13
IMUNIAAAE INALA ........c.ooeiiiiiiiiieeeee ettt ettt a et et neeaeas 13
Influéncia dos horménios esteroides na imunidade INata.............c...cccceeeennoenncenecennennn. 14
Resposta IMUNE NO POS-PAITO .........cccoeiriiiiieiseeeseee ettt 15
Doengas uterinas a0 POS-PAITO ...........ccoueeeeinirinieieeeeees ettt sttt 17
Técnica de cultura de 6rgaos ex ViVO (COEX).......ccoiuiriniiiiiicieeseeseeseeeseees 18
REFERENCIAS .........coiiiiiiimeieetieeeeesee st ess st ess st 20

CAPITULO 2 - PRODUGAO DE IL-18 E IL-6 EM EXPLANTES EX VIVO DE ENDOMETRIO
DE VACAS NELORE E MESTICAS TRATADAS COM LPS E ESTEROIDES OVARIANOS

............................................................................................................................................................... 26
RESUMO ...ttt ettt st et st et e et e et e s te s et eseeseeseeseeseabessensensenseneesens 26
ABSTRACT ...ttt ettt b et ete st e st et et e s e ese e st ese et e e be st et et et eneeneeneenen 26
1. INTRODUGAO..........ooeeeeeeeeeeeee e seeees s s s sssessns s 27
2. METODOLOGIA.........oooeeeee ettt ettt ettt ettt te e senesenenas 28
2.1. ANimMais € 10Cal e EXECUGEO ..........ccoceirieirieiieisieeeee et 28
2.2. COIleta das @MOSIIAS ..........ccecuvrueueiriiieeieeeetr ettt 29
2.3. Processamento das @MOSIIAS ............ccueureineiniiinieisiesieteeteee e 29
2.4. Determinag&o do perfil de produgéo das interleucinas IL-18 e IL-6 pelo endométrio
bovino ex vivo de vacas mesticas e da raga Nelore em diferentes concentragcbes de
lDOPONISSACAITAEODS........ceeeeee ettt 30

2.5. Avaliacao da influéncia da progesterona e do estradiol na producao de interleucinas
IL-1B e IL-6 pelo endomeétrio bovino exposto a lipopolissacarideos....................eeceveucne. 30

2.6. Determinagéo do perfil de produgéao das interleucinas IL-1( e IL-6 pelo endométrio
bovino ex vivo de vacas mesticas e da raga Nelore sob diferentes concentragdes de

JoT 0o L= = (0 - TSR 31
2.7. TECNICA A ELISA ...ttt enne 32
2.8. ANAIISE ESIALISHICA. ...ttt 32
3. BESULTADOS ...ttt ettt ettt senenes 32

3.1. Produgéo das interleucinas IL-18 e IL-6 pelo endométrio bovino ex vivo de fémeas da
raca Nelore e mesticas expostos a diferentes tempos e concentragées de
DOPONISSACAITAEOS. ...ttt 33

3.2. Produgéo das interleucinas IL-18 e IL-6 pelo endométrio bovino ex vivo de fémeas da
raca Nelore e mesticas expostos aos horménios progesterona e estradiol.......................... 34



3.3. Producgéo de interleucinas IL-1B E IL-6 pelo endométrio bovino sob diferentes

concentracées de progesterona e expostos a lipopolissacarideos...............ccoeveeceeeevecnnnns 36
B, DISCUSSAOD ...ttt ettt 37
5. CONCLUSOES.........ccoooriouieeiiieeeeseee et sess sttt 41
AGRADECIMENTOS ........coooiiitieieirrice ettt sttt ettt ettt snns 41
REFERENCIAS .........oooiootieeeeesieee st ssessss st sess st 42

APENDICE A ... e e e s e e s e e s e e s e e s s et s s e s s e e s s e ses s eses s ses s e esseans 46



10

CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

A bovinocultura € um dos grandes destaques do agronegécio brasileiro e ocupa
um importante papel no cenario mundial, além de proporcionar o desenvolvimento de
dois segmentos rentaveis, as cadeias produtivas da carne e do leite (IBGE, 2016).
Segundo dados do IBGE (2016), o rebanho bovino brasileiro atingiu seu recorde em
2015 com 215,2 milhbes de cabecas.

A producdo de leite no Brasil em 2015 foi de 35 bilhdes de litros, com
aproximadamente 21,8 milhdes de vacas ordenhadas (IBGE, 2016). Com a expansao
e desenvolvimento constante da cadeia produtiva do leite, torna-se evidente a busca
pela maior produtividade e eficiéncia reprodutiva dos animais. Dentro deste cenario,
qualquer fator que impeca o bom funcionamento deste setor acarreta grandes
prejuizos, como € o caso dos problemas reprodutivos, que estdo diretamente
relacionados com a queda da produtividade dos animais (LEFEBVRE & STOCK,
2012).

No momento do parto o utero bovino é invadido por uma grande variedade de
bactérias patogénicas, que normalmente sao eliminadas durante o processo natural
de involugdo uterina. Em alguns casos essas bactérias persistem desencadeando as
doencas uterinas, que causam comprometimento da funcéo do 6rgdo (SHELDON et
al., 2008).

As infeccoes uterinas afetam negativamente a eficiéncia reprodutiva do
rebanho, pois além de estarem associadas a reducédo das taxas de concepcédo ao
primeiro servico e aumento do intervalo entre partos, correspondem a uma das
principais causas de infertilidade e descarte involuntario de animais (LEFEBVRE &
STOCK, 2012).

Dentre as doencas uterinas no pés-parto, a metrite e endometrite possuem
grande destaque devido aos impactos causados na saude e bem-estar dos animais,
além dos prejuizos econémicos. A metrite € uma doengca de carater agudo, que
acomete 0s animais logo na primeira semana apds o parto e possui elevada incidéncia
nas propriedades leiteiras. Devido a uma falha na resposta imune do hospedeiro,
essas enfermidades persistem em até 20% dos animais na forma de endometrite

(SHELDON et al., 2009). A principal causa dessas infecgdes é a contaminagao
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bacteriana, geralmente por bactérias como Escherichia coli, Trueperella pyogenes,
Prevotella spp. e Fusobacterium necrophorum (BEKANA et al., 1994; KONIGSSON et
al., 2001; SHELDON e DOBSON, 2004; WILLIAMS et al., 2005).

Sao muitos os desafios que compreendem o periparto de vacas leiteiras. Entre
eles esta a diminuicdo da ingestdo de matéria seca, a maior demanda energética para
producéo de leite e a alteragao brusca promovida no metabolismo dos animais, sendo
estes os principais fatores responsaveis pela depressao do sistema imune e maior
predisposicao a ocorréncia de enfermidades (HAMMON et al., 2006; KIMURA; GOFF;
KEHRLI, 1999). Segundo Leblanc et al. (2006) e (2012), pode levar até trés semanas
apods o parto para ocorrer o restabelecimento da funcéao imune.

Além destes fatores, a resposta imune também pode ser influenciada pela fase
do ciclo estral, de acordo com o horménio esterdide predominante (LEWIS, 2004).
Segundo a literatura, a progesterona promove uma supressao das defesas imunitarias
uterinas predispondo a ocorréncia de infeccdes, enquanto o estradiol permite uma
melhor atividade das células do sistema imune inato e consequente resisténcia a
infeccoes (BORGES, HEALEY e SHELDON, 2012; FISCHER et al., 2010; LEWIS,
2004).

Outra possibilidade ¢ a influéncia da raca sobre a resposta imune e intensidade
da resposta inflamatéria, pois segundo Martin et al. (2008) e Figueiredo et al. (1997),
existem importantes diferencas na fisiologia e comportamento reprodutivo entre as
subespécies. Segundo Benjamin et al. (2016); Glass et al. (2005); Piper et al. (2008)
e (2010), animais das racas Bos taurus desenvolvem uma resposta inflamatéria mais
exacerbada a patégenos quando comparada aos Bos indicus. Outro exemplo é a
menor concentragdo plasmatica de progesterona e estradiol das vacas Nelores
quando comparadas as taurinas (SARTORELLI et al., 2005).

Uma das opcdes de avaliacdo da resposta imune inata é a dosagem e
expressdao génica de citocinas e quimiocinas, moléculas produzidas a partir do
reconhecimento de agentes patogénicos por receptores do hospedeiro. Essas
moléculas sdo conhecidas como agentes quimiotaxicos e desencadeiam respostas de
outras células, como os fagécitos, responsaveis pela eliminagdo do corpo estranho
(DELVES et al., 2013).

Desta forma, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que visem

uma maior compreensao dos mecanismos moduladores da resposta imune inata em



12

bovinos e assim, um melhor entendimento a respeito das infecgdes uterinas, bem
como possiveis formas de prevencao e tratamento.

Uma opcgao para o desenvolvimento desta linha de pesquisa € a utilizagdo de
modelos in vitro, como a cultura de 6rgéos ex vivo (COEX), que permitem induzir uma
resposta inflamatéria que mimetiza as doencas uterinas e desta forma, avaliar a
resposta do tecido endometrial. Essa resposta € medida através da dosagem de
citocinas obtidas no sobrenadante do cultivo celular, sob diversas condi¢cées e
concentragdes hormonais. No caso de bovinos, estes COEX tém a vantagem de
serem coletados de tratos reprodutivos de animais logo ap6s o abate, ndo havendo a
necessidade de procedimentos invasivos em animais vivos.

Sendo assim, objetivou-se com este estudo avaliar a influéncia da raga e
aptidao (leite ou corte) sobre a resposta imune inata do endométrio bovino ex vivo ao
lipopolissacarideo em diferentes concentragées, tempo e tratamentos hormonais com

progesterona e estradiol.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Imunidade Inata

O sistema imune inato corresponde a segunda barreira de defesa do organismo
contra agentes patogénicos, ativado quando ha perda da integridade das barreiras
fisicas e caracterizado por mecanismos celulares e quimicos de resposta rapida
(TIZARD, 2009a).

O organismo do hospedeiro direciona seus mecanismos de defesa inata para
os locais de invasao microbiana e lesao tecidual, que irdo desencadear uma série de
reagdes, caracterizando a inflamacgéo. O processo inflamatério envolve a ativagéo e
migracdo de diversas células, principalmente de neutréfilos e macrofagos,
responsaveis pela eliminacao dos agentes invasores (TIZARD, 2009b).

As células de defesa do organismo possuem dois tipos de receptores de
reconhecimento de padrdes associados a lesdo, responsaveis pelo reconhecimento
dos sinais de perigo e ativagao das células do sistema imune inato, através da ligacao
desses receptores as alarminas (DAMPs) e aos PAMPs (padrbes moleculares
associados a patégenos). As alarminas sao moléculas liberadas por células mortas
ou por células que foram lesionadas. Os PAMPs sdo moléculas expressas por
bactérias, fungos e virus, reconhecidas por receptores de reconhecimento de padrdes
(PRR) presentes nas células sentinelas do organismo hospedeiro, como o0s
macréfagos, células dendriticas e os mastécitos (TAKEUCHI e AKIRA, 2010).

Os receptores de reconhecimento de padroes podem ser expressos na
superficie de células imunitarias ou no citoplasma de células epiteliais e do estroma
endometrial. As células endometriais bovinas expressam os receptores do tipo TLR1,
TLR2, TLR4 e TLR6. Os receptores TLR1, TLR2 e TLR6 reconhecem os lipopeptideos
bacterianos, enquanto os TLR4 detectam o LPS (HERATH et al., 2006; TAKEUCHI e
AKIRA, 2010; TURNER et al., 2014).

Os receptores tipo Toll-like (TLRs) sao os principais receptores de
reconhecimento de padrdes. Os TLRs que se localizam na superficie das células
reconhecem principalmente proteinas e lipoproteinas microbianas, como o LPS,
lipopolissacarideo presente em algumas bactérias (CRONIN et al., 2012; HERATH et
al., 2006; TURNER et al., 2014). O LPS é uma endotoxina constituinte da membrana
externa de bactérias gram-negativas, como a Escherichia coli, responsavel por sua
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patogenicidade. Essa molécula é um dos tipos de PAMP, sendo reconhecido pelo
organismo do hospedeiro através dos receptores do tipo TLR4 dos macréfagos e
células endometriais, que, ao se ligar a molécula patogénica estimula a liberagao de
citocinas e quimiocinas inflamatorias (DELVES et al., 2013).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) juntamente com as interleucinas IL-1, IL-6,
IL-8 e IL-12 sdo os principais mediadores pré-inflamatérios produzidos apds o
reconhecimento e ligacdo ao patégeno. O TNF-a promove a ativagdo, atragao,
migracao e aderéncia dos leucécitos no local da invasao, além de potencializar a
liberacao de citocinas e quimiocinas. Quando associado a IL-1 promove alteracdes
nas ceélulas do endotélio vascular, aumentando a adesao dos neutréfilos (TIZARD,
2009Db).

A IL-18 é um dos tipos de IL-1 produzida pelos mondcitos e estimula a produgéo
de IL-6 e IL-8, que atuam recrutando os neutréfilos e macréfagos responséaveis pela
fagocitose e eliminacao bacteriana. A citocina IL-6 estabelece uma resposta precoce
a infecgbes, promovendo o recrutamento de leucécitos e desenvolvimento de
linfécitos, estimulacéo e regulacdo das proteinas de fase aguda, além da secrecao de
anticorpos pelas células plasmaticas. Ja a quimiocina IL-8 é um potente fator
quimiotatico e ativador de neutréfilos e linfécitos T (PETRILLIP et al., 2007;
SCHAEFER et al., 2004; VEERDONK et al., 2011).

Influéncia dos horménios esteroides na imunidade inata

De acordo com a literatura, a progesterona (P4) é conhecida por promover
supressao do sistema imune em bovinos e outros mamiferos, deixando assim o
organismo mais susceptivel a infeccbes. Em contrapartida, sabe-se que o estradiol
promove recrutamento e melhor atividade das células imunitarias, aumentando a
capacidade de defesa do organismo contra agentes patogénicos (BORGES, HEALEY
e SHELDON, 2012; LEWIS, 2004).

A progesterona modula o sistema imune das fémeas de varias maneiras. Uma
delas é atuando nos canais de potassio e ions-calcio da membrana celular das células
T, inibindo a expressao génica destas células e suprimindo sua funcao efetora. Além
disso, sob altas concentragdes, atua nos linfécitos T inibindo a liberagdo de &cido
aracdonico e a atividade das ceélulas NK, modificando o balango das citocinas
(MICHELON et al., 2006).
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Segundo Su et al. (2009), a progesterona inibe a resposta imune inata quando
desafiada com LPS através da inibicdo do fator nuclear NF-kB nos macro6fagos,
impedindo assim a expressao dos receptores TLR4 e consequentemente, a produgéao
de citocinas pré-inflamatérias. Aléem disso, a P4 inibe também a ativacdo da enzima
iNO sintetase, impedindo a producéao de 6xido nitrico pelos macréfagos e a destruicéo
das células invasoras (SU et al., 2009).

Em estudos realizados com cultura de 6rgaos ex vivo (COEX), tecidos
endometriais quando expostos ao LPS produziam quantidades crescentes de
prostaglandinas. Porém, quando adicionada a progesterona ao meio notou-se uma
reducéo significativa desta producao (HERATH et al., 2006). Sabe-se que PGF2q«
promove um aumento na capacidade de fagocitose dos neutréfilos, além de
potencializar sua quimiotaxia. Desta forma, supde-se que a supressao da producao
de prostaglandinas constitui uma outra via de modulacao da resposta imune realizada
pela progesterona (LEWIS, 2004).

Por outro lado, o estradiol atua modulando positivamente a resposta imune,
estimulando a expressdo de IL-1B e desempenhando um importante papel no
recrutamento das células imunitarias (HERATH et al., 2006; WIRA et al., 2010).

Resposta Imune no pos-parto

A resposta imune das vacas no periodo pds-parto € comprometida devido as
grandes mudangas que ocorrem no metabolismo destes animais durante a fase final
da gestacgao e o inicio da lactagao. Esta fase é conhecida como periodo de transicao
e compreende as trés semanas antes e as trés semanas apds o parto. Neste periodo
h& um aumento expressivo na demanda de nutrientes para producéo de leite, aliado
ao baixo consumo de matéria seca, o que resulta em um quadro de balanco energético
negativo (BEN), onde ha quantidade insuficiente de nutrientes disponiveis frente a
grande exigéncia (RABELO e CAMPOS, 2009).

O balancgo energético negativo pode ter inicio nos ultimos dias que antecedem
o parto ou logo ap6s 0 mesmo, concomitante ao inicio da lactacao e pode afetar até
80% das vacas leiteiras (BORGES et al., 2013). Por ser um periodo de grande desafio
para o organismo destes animais, cerca de 75% das doengas ocorrem nos primeiros
30 dias po6s-parto (DPP). Em geral, essa elevada incidéncia ocorre devido a reducao
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da funcao imune, que na maioria dos casos permanece de duas semanas antes até
trés semanas apos o parto (LEBLANC et al., 2006).

A grande variagdo hormonal que ocorre préxima ao parto com elevadas
concentragdes sanguineas de estrogeno e corticoides, aliadas a queda da
progesterona plasmatica, promovem uma reducao de até 30% na ingestdo de matéria
seca (IMS). Sendo assim, a IMS, o balango energético negativo, a perda de escore de
condigao corporal e a resisténcia a insulina freqiientes neste periodo, contribuem para
permanéncia da supressao imunolégica (LEBLANC, 2012).

Devido a diminuicdo de glicose sanguinea durante o estado de balanco
energético negativo, ocorre uma mobilizacao das reservas corporais para obtencao
de energia suplementar (DRACKLEY, 1999). Os metabdlitos provenientes desta
mobilizacdo como os acidos graxos nao-esterificados (NEFA) e o B-hidroxibutirato
(BHBA), em niveis elevados levam a quadros de doencas metabdlicas e reducédo da
imunidade, além de serem fatores predisponentes a ocorréncia de doencas
reprodutivas (LEBLANC, 2010; ROCHE, 2006).

O NEFA é o metabdlito sanguineo resultante da mobilizacdo das reservas
corporais. Quando em elevadas concentragdes na corrente sanguinea, corresponde
ao principal indicio de ocorréncia do BEN (CHAPINAL et al., 2011). Segundo
Hammon et al. (2006), a presengca de concentragcbes aumentadas de NEFA no
sangue, durante o periodo de BEN, promove menor atividade neutrofilica no periparto
dos animais. Tendo em vista que os neutréfilos representam a principal defesa
fagocitaria frente ao desafio bacteriano, os niveis elevados de NEFA estao
relacionados a maiores ocorréncias de retencdo de placenta e doencas uterinas no
pods-parto (CHAPINAL et al., 2011; DUBUC et al., 2010).

A funcéo fagocitaria dos neutrofilos € dependente da captagéo de glicose, a
qual se encontra deficiente quando em estado de BEN. Sendo assim, sabe-se que
este seja um dos fatores que perturbam a qualidade de resposta destas células frente
ao desafio bacteriano (ESPOSITO et al., 2014; TURNER et al., 2016; WATHES et al.,
2009; WEISDORF, CRADDOCK e JACOB, 1982).

Apesar dos mecanismos da atividade reduzida dos polimorfonucleares no
periodo de transicao de vacas leiteiras nao estarem bem esclarecidos, sabe-se que a
funcao dos neutréfilos encontra-se prejudicada (KIMURA et al., 2002). De acordo com

a literatura, niveis elevados de NEFA e BHBA séo indicativos de prejuizos na fungéo
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das células imunes com implicagdes na saude uterina apés o parto (CHAPINAL et al.,
2011; DUBUC et al., 2010; KLUCINSKI et al., 1988).

Doencas uterinas do pos-parto

A ocorréncia de balanco energético negativo, aborto e distocia estdo entre os
principais fatores de risco associados ao estabelecimento das infec¢des uterinas
(ESPOSITO et al., 2014; SHELDON et al., 2006; SHELDON et al., 2009). A retencéo
de placenta, metrite e endometrite sdo consideradas as principais doencas que
acometem o trato reprodutivo da fémea bovina apds o parto (DUBUC et al., 2010;
SHELDON et al., 2009)

A retencdo de placenta consiste na ndo expulsdo total ou parcial das
membranas fetais em até 12 horas apés o parto, devido a falha nas separacdes das
vilosidades da placenta fetal (cotilédones) com as criptas maternas (carunculas)
(JUNIOR e MARTELLI, 2014). E considerada importante fator de risco para a metrite,
uma vez que, de 30 a 50% das vacas que tiveram retencao de placenta desenvolvem
metrite (SHELDON et al., 2009; LEBLANC, 2007).

A metrite € uma doenca de carater agudo que geralmente ocorre logo na
primeira semana apds o parto. E classificada em leve, moderada e grave de acordo
com os sinais clinicos. A metrite leve € caracterizada clinicamente por um aumento
anormal do utero, acompanhado de descarga uterina purulenta e de odor fétido, sem
a presenca de sinais sistémicos. A metrite moderada, além de apresentar os sinais
clinicos da metrite leve, € acompanhada por sintomatologia sistémica, como febre,
desidratacdo, anorexia, prostagdo e queda na producao de leite. J& a metrite grave,
além dos sinais apresentados nos quadros anteriores, difere-se pela presenca de
sinais de toxemia (DUBUC, 2011; MARQUES JUNIOR, MARTINS e BORGES, 2011).
De 20 a 40% dos animais de alta producdo, mantidos em sistemas intensivos,
apresentam metrite na primeira semana pds-parto e este quadro persiste em até 20%
dos animais na forma de endometrite clinica (SHELDON et al., 2009).

A endometrite pode ser classificada em clinica e subclinica. A endometrite
clinica ocorre entre 21 e 28 DPP e é caracterizada por descarga uterina purulenta aos
21 DPP ou mucopurulenta a partir dos 26 DPP. Ja a endometrite subclinica ndo
apresenta alteragdes macroscopicas, sendo diagnosticada através do exame de

citologia endometrial e definida através da contagem de neutréfilos na lamina, superior
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a 18% entre 21 e 33 DPP, ou superior a 10% entre 34 e 47 DPP (MARQUES JUNIOR,
MARTINS e BORGES, 2011; SHELDON et al., 2009).

A ocorréncia de doencas uterinas tem interferéncia direta na eficiéncia
reprodutiva dos animais. Animais com retengcdo de placenta apresentam maior
predisposicao ao desenvolvimento de metrite e endometrite (MAIZON et al., 2004),
além de reducédo da interleucina-8 um potente quimioatrator de células efetoras do
sistema imune (WISCHRAL et al., 2001). Segundo Konyves et al. (2009), os animais
gue desenvolvem metrite no pds-parto apresentam diminuicdo da taxa de concepgao
a primeira inseminag¢ao, aumento do intervalo entre partos e de dias em aberto.

Diminuicao da taxa de crescimento do foliculo dominante, aumento do intervalo
do parto a primeira ovulagdo, bem como o aumento do descarte involuntario, sao
fatores observados no pds-parto de animais que apresentam endometrite (ROCHE,
2006).

Técnica de cultura de orgaos ex vivo (COEX)

A técnica de COEX ou modelo ex vivo consiste no cultivo de fragmentos de
tecidos, incubados em placas, com meio de cultura e temperatura semelhante a
corporea, obtidos com o auxilio de punch de biépsia ou bisturi. Esta técnica visa
mimetizar as condigdes do organismo vivo, com a vantagem da nao utilizagéo
experimental de animais. Entre outras vantagens da técnica estd a detencdo do
controle sobre as condicbes ambientais e a obtencdo de resultados mais fidedignos
por se conhecer exatamente as doses das substancias de interesse utilizadas
diretamente no local desejado (BANSAL et al., 2009; RANDALL, TURTON e FOSTER,
2011).

Este método, que se encontra em aprimoramento, além de permitir a dosagem
de hormdnios e mensuragao da produgao de proteinas, possibilita também a avaliagdo
morfolégica dos 6rgaos avaliados (KOLF-CLAUW et al., 2009; MAHABOOB BASHA,
BAZER e ROBERTS, 1979).

O tempo de incubacdo e a viabilidade celular estdo entre as principais
limitagbes da técnica. Apesar de ser eficaz em mimetizar as condi¢ées in vivo o tecido
nao permanece integro por um longo periodo, pois com o cessar do aporte sanguineo
entra em estado de hipoxia e posterior degradacgao tecidual (RANDALL, TURTON e

FOSTER, 2011). Varios estudos e adaptacdes da técnica estdo sendo realizados com



19

o objetivo de aumentar o tempo de incubacdo dos COEX sem comprometer a
viabilidade celular e a integridade do tecido (KOLF-CLAUW et al., 2009; RANDALL,
TURTON e FOSTER, 2011).

Segundo Borges, Healey e Sheldon (2012) e Saut et al. (2014), a cultura de
COEX de endométrio é viavel por preservar a arquitetura do tecido e por ser capaz de
gerar respostas imunes funcionais frente ao desafio com bactérias ou seus padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs). Além disso, as respostas imunes
geradas pelos COEX sao menos suscetiveis a inflamacoes estéreis, sendo estas
caracterizadas pela estimulagdo do sistema imune inato em situacbes de lesao
tecidual e celular, com liberacdo de citocinas e quimiocinas, que desencadeiam um
processo inflamatério semelhante ao que ocorre na presenca de patégenos. Os
processos inflamatérios causados por leséo tecidual podem mascarar o resultado do
experimento e torna-lo menos fidedigno (BORGES, HEALEY e SHELDON, 2012).
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CAPI'TUI,O 2 - PRODUCAO DE IL-1B E IL-6 EM EXPLANTES EX VIVO DE
ENDOMETRIO DE VACAS NELORE E MESTICAS TRATADAS COM LPS E
ESTEROIDES OVARIANOS

RESUMO - As infecgbes uterinas frequentemente acometem vacas leiteiras no
periodo pds-parto, causando sérios prejuizos no desempenho reprodutivo. Contudo,
nas vacas de corte, essas doencas sao menos frequentes e de menor importancia
quando comparadas com as vacas de leite. Para testar a hipdtese de que o
endométrio de fémeas mesticas leiteiras (Bos taurus x Bos indicus) quando desafiado
com lipopolissacarideos (LPS) apresenta resposta inflamatéria distinta quando
comparado ao de fémeas de corte da raga Nelore (Bos indicus) e que essas respostas
sado influenciadas pelos hormdnios esteroides ovarianos, objetivou-se avaliar a
resposta imune inata do endométrio bovino ex vivo de fémeas bovinas de aptidao
corte da ragca Nelore e de fémeas mesticas leiteiras ao LPS em diferentes
concentracoes, tempo e tratamentos hormonais com progesterona e estradiol. Foram
utilizados 32 tratos reprodutivos de vacas pos-puberes Nelore (n=15) e mesticas
leiteiras (n=17), além de amostras de sangue coletadas no momento do abate dos
animais para dosagem sérica de progesterona (P4). Os fragmentos de endométrio
(explantes) foram coletados e cultivados durante 24 ou 48 horas, em meio controle,
ou meio contendo LPS (1 ou 2 ug/mL) ou pré-tratamento com estradiol (3 pg/mL) ou
progesterona (5 ng/mL). Os sobrenadantes foram colhidos para dosagem de IL-1B e
IL-6. Nao houve diferenga no acumulo das IL-13 e IL-6 entre as ragas avaliadas
quando estimuladas com concentra¢des de LPS de 1 ou 2 ug/mL no meio de cultivo
celular. O pré-tratamento com progesterona ou estradiol ndo interferiu na producao
destas interleucinas. Concluiu-se que culturas de endométrio bovino ex vivo de
animais Nelore (aptiddo corte) e mesticos (aptidao leite) apresentam producgao
semelhante de IL-1B e IL-6 quando desafiados com LPS e que esta resposta nao foi
afetada pelos estagios do ciclo estral, horménios esteroides exdgenos em resposta
ao desafio com LPS no meio de cultivo celular.

Palavras-Chave: bovinos, citocinas, doencas uterinas, imunidade inata, progesterona

ABSTRACT - Uterine infections often affect dairy cows in the postpartum period,
causing significant losses in reproductive performance. However, these uterine
diseases are less frequent and important in beef cows when compared to dairy cows.
The hypothesis of this study was that the endometrium of crossbred dairy cows (Bos
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taurus x Bos indicus) when challenged with lipopolysaccharide (LPS) presents a
different inflammatory response compared to Nellore (Bos indicus) females and that
these responses are influenced by ovarian steroid hormones. This study aimed to
evaluate the innate immune response of ex vivo bovine endometrium from beef
(Nelore) and dairy (crossbred) cows when challenged with lipopolysaccharide (LPS) at
different concentrations, exposure times and progesterone or estradiol hormone
pretreatments. For this purpose, thirty-two reproductive traits were used from Nelore
(n=15) and crossbred dairy (n=17) postpubertal cows, also blood samples to measure
progesterone (P4) at the time of slaughter were collected. Endometrial tissues
(explants) were collected and cultured for 24 or 48 hours in a control medium or
medium containing LPS (1 or 2 yg/mL), and or pretreatment with estradiol (3 pg/mL)
or progesterone (5 pg/mL). Supernatants were harvested for IL-1B and IL-6 dosage.
There was no difference in the accumulation of IL-18 and IL-6 between breeds when
challenged with both LPS concentrations (1 or 2 ug/mL) in the cell culture medium.
Pretreatment with progesterone or estradiol did not interfere in the production of these
interleukins. It was concluded that ex vivo organ cultures of bovine endometrium from
beef (Nelore) and dairy (crossbred) cows show similar production of IL-1B and IL-6
when challenged with LPS and that this response was not affected by the estrous cycle
stages, exogenous steroid hormones in response to challenge with LPS in the cell
culture medium.

Keywords: bovine, cytokines, uterine diseases, innate immunity, progesterone

1. INTRODUCAO

As infeccboes uterinas afetam negativamente a eficiéncia reprodutiva do
rebanho e estdo entre as principais causas de infertilidade e descarte involuntario
(LEFEBVRE & STOCK, 2012). Entre as doengas uterinas do pés-parto, a metrite e
endometrite ganham destaque devido aos impactos causados na saude e bem-estar
dos animais, além dos prejuizos econémicos (SHELDON et al., 2009).

A prevaléncia das infecgdes uterinas no pds-parto de vacas leiteiras é elevada,
acometendo cerca de 50% dos animais (LEBLANC, 2014; LEBLANC, OSAWA &
DUBUC, 2011). Os sistemas metabdlico, endocrino e imunoldgico estdo diretamente

associados, de forma que, qualquer alteracdo em um destes sistemas promove
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diminuicdo na competéncia imune e aumenta a susceptibilidade a infec¢bes
(PITTMAN, 2011; TREVISI et al., 2011). O balango energético negativo (BEN) e a
decorrente supressao da resposta imune, frequentes neste periodo, estao entre os
principais fatores relacionados a ocorréncia destas infecgbes (DUBUC et al., 2010;
ESPOSITO et al., 2014; LEBLANC, OSAWA & DUBUC, 2011).

A resposta imune também pode ser modulada pelos esteroides ovarianos de
acordo com a fase do ciclo estral em que o animal se encontra (LEWIS, 2004). De
acordo com a literatura, a progesterona promove supressao das defesas imunitarias
uterinas predispondo a ocorréncia de infeccdes, enquanto o estradiol permite uma
melhor atividade das células do sistema imune inato e consequente resisténcia as
infeccdes (BORGES, HEALEY & SHELDON, 2012; FISCHER et al., 2010; LEWIS,
2004).

A intensidade da resposta inflamatéria também difere conforme a raga devido
a diferencas significativas na fisiologia e no comportamento reprodutivo dos animais
taurinos e zebuinos (FIGUEIREDO et al., 1997). De acordo com Benjamin et al.
(2016), Glass et al. (2005), Piper et al. (2008) e (2010), os animais taurinos
desenvolvem uma resposta inflamatéria mais exacerbada a patégenos quando
comparados aos zebuinos. Além disso, vacas Nelore apresentam menor
concentragado plasmatica de progesterona e estradiol (MARTIN et al., 2008) e menor
incidéncia de infecgbes uterinas quando comparadas as de origem taurina
(SARTORELLI et al., 2005).

A partir da hip6tese de que o endométrio ex vivo de vacas Bos taurus (aptidao
para leite) quando desafiado com lipopolissacarideos (LPS) apresenta resposta
inflamatéria distinta quando comparada as vacas Bos indicus (aptiddao para corte) e
que essas respostas sdo influenciadas pelos horménios esteroides, objetivou-se
avaliar a resposta imune inata do endométrio bovino ex vivo ao LPS em diferentes

concentragdes, tempo e tratamentos hormonais com progesterona e estradiol.

2. METODOLOGIA

2.1. Animais e local de execugcdo
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O estudo foi conduzido no Laboratério de Saude em Grandes Animais
(LASGRAN) da Universidade Federal de Uberlandia — FAMEV/UFU. Foram utilizados
32 tratos reprodutivos (Utero e ovarios) e amostras de sangue coletadas de vacas
mesticas e da raca Nelore, ndo gestantes e sem evidéncia de doencas clinicas,
provenientes do abatedouro Santa Lucia, localizado no municipio de Araguari — MG.

2.2. Coleta das amostras

Os tratos reprodutivos e as amostras de sangue foram coletados no abatedouro
e acondicionados em caixas térmicas devidamente refrigeradas e conduzidas ao
Laboratorio de Saude em Grandes Animais (LASGRAN — FAMEV/UFU) para analise
e processamento do material. Os uteros foram avaliados macroscopicamente e
somente 0s nao gestantes e sem evidéncia de doencas clinicas foram utilizados no
experimento. Os respectivos ovarios também foram analisados para determinagéo da
fase do ciclo estral, posteriormente confirmada através da dosagem sérica de
progesterona.

2.3. Processamento das amostras

Apés a selecdo dos uteros, iniciou-se o processamento individual de cada peca.
A superficie externa foi lavada com alcool 70% e, com o auxilio de tesoura estéril foi
realizada uma incisdo longitudinal no corno uterino ipsilateral ao ovario com corpo
luteo, ou no caso de anestro, o que apresentava uma estrutura dominante.

Apos a exposicao do endométrio, este foi lavado com solugdo de Dulbecco’s
phosphate-buffered (D-PBS; Sigma-Aldrich® Ltd, Dorset, UK) suplementado com
50Ul/mL de penicilina, 50 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 2,5 ug/mL de
anfotericina B (Sigma-Aldrich®). Utilizando um punch estéril (KRUUSE®) de 8mm
proprio para bidpsia, foram retirados 8 fragmentos de endométrio (explantes) de
regides intercarunculares, inseridos em 25 ml de solugcado de Hank’s Balanced Salt
(HBSS; Sigma-Aldrich®) suplementado com 50 Ul/mL de penicilina (Sigma-Aldrich®),
50 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 2.5 ug/mL de anfotericina B (Sigma-
Aldrich®).

Na sequéncia, os explantes foram imersos na mesma solu¢do suplementada

de Hank’s Balanced Salt por mais duas vezes, ja no interior da cabine de seguranca
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biolégica, para entdo serem transferidos para placas de cultura celular de 24 pocos
(um explante em cada poc¢o, totalizando oito pocos por animal). Cada pog¢o continha
1mL de meio completo de cultura composto por RPMI 1640 (GIBCO®), Soro fetal
bovino (Cultilab®) pré-tratado por 24 horas com T-70 dextran (Sigma-Aldrich® C6241)
e carvao livre de esteroides (Sigma-Aldrich®) e suplementado com 50 Ul/mL de
penicilina (Sigma-Aldrich®), 50 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 2.5 pug/mL

de anfotericina B (Sigma-Aldrich®).

2.4. Determinagao do perfil de produgéo das interleucinas IL-1 e IL-6 pelo endométrio
bovino ex vivo de vacas mesticas e da raca Nelore em diferentes concentracbes de
lipopolissacarideos

Com o objetivo de avaliar o perfil da producao das interleucinas IL-1B e IL-6
pelo endométrio bovino exposto ao LPS, foram utilizados explantes coletados de
vacas mesticas leiteiras (n=17) e da raga Nelore (n=15) e estes foram submetidos aos
tratamentos descritos a seguir. Além do meio de cultura completo (1 mL), um par de
pocos foi submetido ao tratamento com LPS e cada poc¢o recebeu uma determinada
concentracao, sendo eles: a) tratamento 1 - concentracao final do meio com 1 ug/mL
de Lipopolissacarideos (E. coli 0111:B4 — Sigma-Aldrich® L2880); e b) tratamento 2 -
concentracao final do meio com 2 ug/ml de Lipopolissacarideos (E. coli 0111:B4 —
Sigma-Aldrich® L2880).

As placas de cultura foram levadas para estufa de CO2 a temperatura de 37°C
onde permaneceram por 24 horas. Transcorridas 24 horas, as placas foram retiradas
da estufa de CO2 e levadas para cabine de seguranga, onde os sobrenadantes foram
retirados e congelados e os explantes pesados e armazenados em formaldeido a
10%.

2.5. Avaliagdo da influéncia da progesterona e do estradiol na produgcdo de
interleucinas IL-18 e IL-6 pelo endométrio bovino exposto a lipopolissacarideos

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos horménios progesterona e estradiol
na produgédo das interleucinas IL-1B e IL-6 pelo endométrio bovino quando submetido
ao LPS, os explantes foram submetidos aos tratamentos descritos a seguir. Além do

meio de cultura completo (1 mL), cada par de pogos foi submetido a um tratamento,
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sendo eles: a) Dois controles: meio de cultura completo (1mL); b) Progesterona:
concentracdo final do meio contendo 5 ng/ml de progesterona (Sigma-Aldrich® P8783)
(1mL); c) Estradiol: concentracao final do meio contendo 3 pg/mL de estradiol (Sigma-
Aldrich® E2758) (1 mL).

As solugbes estoque e base dos horménios eram de 20ug/mL diluidas em
etanol absoluto (ITAJA®). Transcorridas as 24 horas, as placas foram retiradas da
estufa de CO2 e levadas para cabine de seguranca e os sobrenadantes retirados e
descartados.

Um pogo de cada par dos tratamentos realizados no primeiro dia, além de
receberem o respectivo meio de cultura, foram tratados com 1mL de LPS na
concentragdo de 1 pg/ml. Em seguida, foram levados novamente a estufa de CO2 a
temperatura de 372 onde permaneceram por mais 24 horas.

Apés 48 horas do inicio do experimento, os sobrenadantes de todos os pocos
foram retirados e congelados para posterior analise através do método de ELISA. Os
explantes foram pesados e colocados em tubos tipo eppendorf contendo 0,8 mL de
RNA later (Ambion®).

2.6. Determinag&o do perfil de produgéo das interleucinas IL-18 e IL-6 pelo endométrio
bovino ex vivo de vacas mesticas e da raca Nelore sob diferentes concentragdes de
progesterona

Com o objetivo de avaliar a producédo das interleucinas IL-1B e IL-6 pelo
endométrio bovino sob diferentes concentragcbes de progesterona, foi realizada a
dosagem sérica de progesterona a partir das amostras de sangue coletadas no
momento do abate.

As amostras de sangue colhidas das carcagas dos animais no momento do
abate foram mantidas em caixa térmica devidamente refrigeradas e conduzidas ao
laboratério, onde foram centrifugadas a 720g durante 10 minutos em centrifuga clinica
Global Trade (modelo 80-2B-15mL). O soro separado foi acondicionado em
microtubos tipo eppendorf e armazenados em ultrafreezer a -80°c para posterior
analise e dosagem de progesterona através da técnica de quimioluminescéncia
(LIMA, 2012; LOPES et al., 2015).
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De acordo com as concentracdes plasmaticas de progesterona obtidas, os
animais foram divididos em trés grupos, sendo eles: 1) P4 < 1ng/mL; 2) 1< P4< 5ng/mL
e 3) P4 > 5ng/mL.

2.7. Técnica de ELISA

O método de ELISA foi realizado para determinacdo das interleucinas
presentes no sobrenadante. As concentragdes de IL-6 e IL-13 foram mensuradas de
acordo com as instru¢des do fabricante incluidas nos kits de ELISA especificos para
cada citocina (ThermoScientific® Bovine IL-6 Reagent Kit; Rockford, USA.;
ThermoScientific® BovinelL-1B Reagent Kit).

2.8. Andlise estatistica

Para analise estatistica e confecgdo dos gréaficos foi utilizado o programa
estatistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e o fator
animal foi considerado como unidade experimental. Os dados foram tabulados em
planilhas do programa Microsoft Excel e a estatistica descritiva apresentada em média
e erro padrao da média.

Para avaliar a diferenca nas concentracoes de IL-1B e IL-6 quando os explantes
foram submetidos a diferentes concentracdes de LPS durante 24 horas, inicialmente,
os dados foram submetidos ao Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se
apresentavam ou nao distribuicdo paramétrica. As variaveis com distribuicao
paramétrica foram submetidas a analise de variancia (ANOVA paramétrica) e pos-
teste de Comparagdo Multipla de Bonferroni. As variaveis com distribuicdo néo-
paramétrica foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis (ANOVA n&o-paramétrica)
e pbs-teste de Comparagao Multipla de Dunn’s.

Para verificar a influéncia da raga, ciclo estral e diferenga entre os hormdnios
esteroides, utilizou-se a andlise de variancia (Two-way ANOVA) e nas situacbes onde
houve significancia, o pos-teste de Comparacao Multipla de Bonferroni foi conduzido.
O nivel de significancia para todos os testes foi de 95% (P<0,05).

3. RESULTADOS
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3.1. Producao das interleucinas IL-188 e IL-6 pelo endométrio bovino ex vivo de fémeas
da raca Nelore e mesticas expostos a diferentes tempos e concentracbes de

lipopolissacarideos

Para avaliar o perfil de producao das interleucinas IL-13 e IL-6 pelo endométrio
bovino quando submetido ao LPS, foram utilizados explantes de vacas mesticas
leiteiras e da raga Nelore expostos durante 24 horas sob as concentragdes de 1 e 2
pg/mL de LPS. Em relagdo ao explantes de fémeas Nelore, houve acumulo
dependente da concentracdo de LPS para IL-1B (P=0,0116) e independente para IL-
6 (P<0,0001) (Figura 1A, 1D). Ja em relagédo aos explantes endometriais coletados de
fémeas mesticas, houve acumulo de IL-1B (P=0,0033) e IL-6 (P=0,0017) ap6s as 24
horas de exposi¢do e este acumulo nao foi dependente da concentracdo de LPS no
meio (Figura 1B,1E).

Nao houve diferenga no acumulo das IL-1B8 e IL-6 entre as racas avaliadas
quando estimuladas com concentragdes de LPS de 1 ou 2 uyg/mL no meio de cultivo

celular, durante 24horas (Figura 1C, 1F).
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Figura 1. Resposta das interleucinas 1B e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raca Nelore e Mesticas frente a exposicdo a diferentes concentragbes de
lipopolissacarideos durante 24 horas. Explantes de endométrio intacto de fémeas Nelore
(n=17) e Mestigas (n=12) cultivados em meio controle ou meio contendo 1 ou 2 yg/mL de
lipopolissacarideos (LPS) (E. coli 0111:B4). Os sobrenadantes foram retirados apds 24 horas
para mensuragao do acumulo de IL-1B (A,B) e IL-6 (D,E). Os resultados foram apresentados
por meio da concentracao média por mg de tecido + erro padrdo da média. Letras diferentes
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indicam diferenca estatistica por ANOVA com pos-teste de Comparagdo multipla de
Bonferroni (A,B,D,E) e andlise de variancia (Two-way ANOVA) (C,F), a 5% de significancia
(P<0,05).

Também nao foi observado diferenca na concentracéo de IL-1 e IL-6, entre as
racas, nos cultivos dos explantes durante 48 horas (Figura 2). A mensuragcédo do
acumulo de IL-6 foi semelhante nas primeiras 24 horas ao se comparar com a
concentragao entre 24 e 48 horas de cultivo (Figura 2 D-F). Ja para a IL-18 o acumulo
foi maior nas primeiras 24 horas, reduzindo entre 24 e 48 horas de cultivo (Figura 2
A-C).
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Figura 2. Resposta das interleucinas 138 e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raca Nelore e Mesticas nas primeiras 24 horas e entre 24 e 48 horas frente a
exposicao de lipopolissacarideos. Explantes de endométrio intacto de fémeas Nelore (n=17)
e Mesticas (n=12) cultivados em meio controle ou meio contendo 1 upg/mL de
lipopolissacarideos (LPS) no inicio (Ohs) ou ap6s 24 horas (E. coli 0111:B4). Nos explantes
expostos a LPS no inicio (Ohs), os sobrenadantes foram retirados apds 24 horas para
mensuracao do acumulo de IL-13 e IL-6. J& nos explantes expostos a LPS apds 24 horas, 0s
sobrenadantes foram retirados apds 48 horas do inicio do experimento para mensuragao do
acumulo de IL-1B e IL-6. Os resultados foram apresentados por meio da concentragao média
por mg de tecido + erro padrdao da média. Letras diferentes indicam diferenca estatistica por
analise de variancia (Two-way ANOVA) com pos-teste de Comparagao multipla de Bonferroni,
a 5% de significancia (P<0,05).

3.2. Produgéo das interleucinas IL-1 e IL-6 pelo endométrio bovino ex vivo de fémeas
da raga Nelore e mesticas expostos aos horménios progesterona e estradiol

Explantes de endométrios bovinos ex vivo pré-tratados com progesterona e

expostos a 1 ug/mL de LPS responderam significativamente com acumulo de IL-1
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(Figura 3A, 3B) e IL 6 (Figura 3D, 3E) em fémeas Nelore e mesticas. Entretanto, ndo
houve interferéncia do pré-tratamento com progesterona no acumulo das IL-13 e IL-6
ao se comparar com os explantes em meio controle expostos ao LPS. Além disso, a
resposta ao LPS foi semelhante entre os explantes das racas avaliadas, em ambas

as interleucinas 13 e 6 (Figura 3C, 3F).
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Figura 3. Resposta das interleucinas 138 e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raca Nelore e Mesticas, pré-tratados com meio controle ou progesterona nas
primeiras 24 horas e expostos a LPS entre 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca
estatistica por analise de variancia Two-way ANOVA a 5% de significancia (P<0,05). Os
resultados foram apresentados através da concentracdo média por mg de tecido + erro padrao
da média. Os explantes foram pré-tratados durante 24 horas com meio controle ou com meio
contendo 5ng/mL de progesterona. Apds 24 horas, os explantes foram mantidos em meio
controle ou desafiados com 1 pg/mL de lipopolissacarideos (E.coli 0111:B4). Os
sobrenadantes foram retirados apds 48 horas do inicio do experimento para mensuracao do
acumulo de IL-1B (A-C) e IL-6 (D-F).

Ao realizar o pré-tratamento (24 horas) dos explantes com estradiol e posterior
exposicado a 1 yg/mL de LPS, houve acumulo significativo de IL-13 e IL-6 tanto em
fémeas Nelore (Figura 4A, 4D) como nas fémeas mesticas (Figura 4B, 4E). Porém,
nao houve interferéncia do pré-tratamento com estradiol no acimulo das IL-1B e IL-6
ao se comparar com explantes em meio controle expostos ao LPS. Além disso, a
resposta ao LPS foi semelhante entre os explantes das racas avaliadas, em ambas

as interleucinas 1B e 6 (Figura 4C, 4F).
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Figura 4. Resposta das interleucinas 18 e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de
fémeas da raga Nelore e Mestigas, pré-tratados com meio controle ou estradiol nas primeiras
24 horas e expostos a LPS entre 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferenca estatistica
por analise de variancia Two-way ANOVA a 5% de significancia (P<0,05). Os resultados foram
apresentados através da concentragdo média por mg de tecido + erro padrdo da média. Os
explantes foram pré-tratados durante 24 horas com meio controle ou com meio contendo 3
pg/mL de estradiol. Apds 24 horas, os explantes foram mantidos em meio controle ou
desafiados com 1 pug/mL de lipopolissacarideos (E.coli 0111:B4). Os sobrenadantes foram
retirados apds 48 horas do inicio do experiemento para mensurac¢ao do acumulo de IL-18 (A-
C) e IL-6 (D-F).

3.3. Producéo de interleucinas IL-18 E IL-6 pelo endométrio bovino sob diferentes

concentragcbes de progesterona e expostos a lipopolissacarideos

Como nao houve diferenca entre os explantes de fémeas da raga Nelore e
mesticas, os animais foram agrupados para se investigar o efeito das diferentes
concentragdes de progesterona na producao das interleucinas IL-1p e IL-6. Apos a
dosagem de progesterona, os animais foram reagrupados de acordo com a
concentragdo de progesterona no soro, da seguinte forma: 1) P4 < 1 ng/mL (n=6); 2)
1 < P4 <5 ng/mL (n=8) e 3) P4 > 5 ng/mL (n=17). Os explantes acumularam mais IL-
1B (P=0,0092) e IL-6 (P<0,0001) em resposta ao LPS. Entretanto, ndo houve diferenca
entre os grupos (concentragdes distintas de P4) em relagcao as concentragoes de IL-
1B (P=0,8352) e IL-6 (P=0,0527) (Figura 5).
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Figura 5. Resposta das interleucinas 1 (A) e 6 (B) de cultivos de endométrio bovino ex vivo
de fémeas da raca Nelore e Mesticas em meio controle ou meio contendo 1 pug/mL de
lipopolissacarideos, apos 24 horas de cultura. Os animais foram agrupados de acordo com as
concentracoes séricas de progesterona: P4 < 1 ng/mL (n=6); 1 < P4 <5 ng/mL (n=8); P4 > 5
ng/mL (n=17). Os resultados foram apresentados por meio da concentragcdo média por mg de
tecido + erro padrédo da média. Os dados foram avaliados por analise de variancia (Two-way
ANOVA) com nivel de significancia de P<0,05.

4. DISCUSSAO

Utilizou-se a proposta de cultura de 6rgaos ex vivo de endométrio bovino,
conforme técnica descrita por Borges, Healey e Sheldon (2012), no intuito de manter
a arquitetura das células no tecido e reduzir os efeitos de fatores humorais e da
imunidade adaptativa in vivo (SAUT et al., 2014) e, desta forma verificar como o fator
raca e aptidao interferem na resposta imune inata do endométrio bovino quando
estimulado por LPS de bactérias gram-negativas como a E. coli (ELLIOT et al., 1968;
HUSZENICZA et al., 1999), uma das principais bactérias responsaveis por infec¢des
uterinas no pés-parto (WILLIAMS et al., 2005).

Os explantes de endométrio bovino de fémeas da raca Nelore e mestica
responderam ao estimulo do LPS, com aumento de IL-1B e IL-6, corroborando na
validacdo da técnica de Borges, Healey e Sheldon (2012), tanto em relacdo a
concentragcdo como ao tempo de exposicdo ao LPS. Estes resultados reforcam a
importancia do endométrio como barreira essencial nas infecgées uterinas e no
reconhecimento de PAMPs, o qual é dependente de receptores de reconhecimento,
como os TLR4, expressos pelas células endometriais (HERATH et al., 2006, 2009;
SHELDON & BROMFIELD, 2011).

A utilizacao deste modelo experimental de explantes de endométrio ja estd bem

estabelecida e é frequentemente utilizado em pesquisas de diferentes espécies, como
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em cadelas, na busca de melhor entendimento do complexo piometra — hiperplasia
endometrial cistica (SILVA et al., 2012) e em bovinos (BERTAN MEMBRIVE et al.,
2014; GUNARETNAM, PRETHEEBAN e RAJAMAHENDRAN, 2013; HEALEY et al.,
2016; TURNER et al., 2016).

A hipétese de que endométrios de fémeas mestigas leiteiras, por serem animais
hibridos Bos taurus x Bos indicus e de aptidao leiteira, montariam uma resposta imune
inata diferenciada, com aumento das IL-13 e IL-6 na exposi¢cao ao LPS, em relagéao
as fémeas de raga Nelore (Bos indicus) de aptidao para corte, foi descartada, pois néo
se observou diferenca na resposta destas interleucinas em explantes de endométrios
quando expostos a diferentes tempos e concentracbes de LPS e a pré-tratamentos
hormonais. Este resultado corroborou com os resultados de Saut et al.(2014), que nao
encontraram diferenca na resposta entre vacas de aptidao leiteira e de corte, ambas
da espécie Bos taurus, em relagdo a concentragdo ou expressdo génica de
interleucinas pro-inflamatérias, utilizando o mesmo modelo experimental de explantes
de endométrios bovinos expostos a 1 ug/ml de LPS ou 1x103 CFU/mL de E. coli.

Entretanto, discordou de estudos que mostram que racas Bos taurus
desenvolvem uma resposta inflamatéria mais intensa a patégenos do que racas Bos
indicus, promovendo uma inflamagéo crénica. Segundo Piper et al. (2008) e (2010),
em estudos com infestagcdo induzida de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus)
microplus em animais Bos taurus e Bos indicus, ocorreu maior expressao dos genes
associados a reposta imune inata que induzem quimiotaxia e ativacao de neutrofilos,
como CXCL8, CXCL2 e CXCL5, em animais Bos taurus, com intensa resposta
inflamatéria quando comparados aos Bos indicus. Em outro estudo, onde foram
induzidas infecgbes experimentais com Theileria annulata, ao se comparar bezerros
taurinos e zebuinos, observou-se o excesso de estimulacdo das vias que envolviam
citocinas pro-inflamatérias, com intensa producao de proteinas de fase aguda nos
bezerros taurinos, ao contrario dos zebuinos, que apresentaram menor estimulagéao
do sistema imune inato, com respostas inflamatérias mais brandas (GLASS et al.,
2005).

Ao se trabalhar com cultivos celulares especificos de fibroblastos isolados da
pele de vacas Holandesas, Benjamin et al. (2016) mostraram que estas fémeas
apresentavam niveis mais altos de IL-8 em resposta ao tratamento com 100 ng/ml de
LPS e 1 ng/ml de IL-1B, do que culturas de fibroblastos de fémeas da raca Angus,

além de maior expressao de genes relacionados ao reconhecimento de PAMPs e da



39

ativagdo da cascata do NFK[3, sugerindo que animais da raca Holandesa detectam e
respondem a infec¢des por bactérias gram-negativas com maior vigor do que animais
Angus. Sendo assim, mesmo sendo ambas as ragas de origem taurina, foi observada
diferenca na produgdo das interleucinas de acordo com aptiddo, para leite
(Holandesa) ou para corte (Angus).

Um melhor entendimento nas variagées das respostas imunes inatas entre as
ragas propiciariam novos cruzamentos, sele¢cées ou praticas de manejo no intuito de
obter animais mais habeis na eliminacao de patégenos (BENJAMIN et al., 2016, 2015;
KANDASAMY et al., 2011), principalmente nessa fase pos-parto onde ha um desafio
muito grande para vacas leiteiras, que consequentemente, se tornam mais
predispostas a ocorréncia de doencas, especialmente as uterinas (BORGES et al.,
2013; LEBLANC, 2012; SHELDON et al., 2009).

Pesquisas relacionadas a glandula mamaria tém mostrado que vacas que
apresentam menor intensidade na resposta imune inata, em cultivos in vitro de
fibroblastos da derme frente a exposicao por LPS, sdo mais eficientes em conter
infecgdes intra-mamarias experimentais por E.coli e retornam mais rapidamente a
producéo leiteira (KANDASAMY et al., 2011).

Nao foram encontrados estudos relativos a intensidade da resposta imune
inata, entre Bos taurus e Bos indicus ou vacas de aptidao leiteira e corte, com foco
nas infec¢des uterinas. Entretanto, sabe-se que em relacdo as racas de corte e leite,
a incidéncia e as consequéncias das doencgas uterinas no pds-parto sao distintas, uma
vez que, em vacas mesticas leiteiras esses indices sado elevados e interferem no
desempenho reprodutivo futuro dos animais. Fato que ndo ocorre com vacas de
origem zebuina, que apresentam baixa incidéncia de doencgas uterinas e estas na
maioria das vezes ndo comprometem os indices reprodutivos (MARQUES JUNIOR,
MARTINS e BORGES, 2011; SANTOS et al., 2009).

Buscando avaliar a resposta imune inata uterina em outras condigdes
fisioldgicas, na tentativa de se encontrar diferencas entre as racgas, foi proposto o pré-
tratamento com os horménios esteroides progesterona e estradiol. Mesmo nessas
condigdes nao foi possivel observar diferenga na resposta ao estimulo com LPS,
reforcando a tese de que as diferengas raciais ou de aptidado possam néao interferir na
sintese das interleucinas pré-inflamatérias IL-1B e IL-6. Além disso, corroborou com
os achados de Saut et al. (2014), que verificaram que nao ha efeito dos horménios

esteroides ovarianos exd6genos, nem inibicdo dos seus respectivos receptores



40

nucleares de certas citocinas e quimiocinas de tecido ou células endometriais na
resposta ao LPS ou E. coli. Estes autores verificaram o efeito na resposta imune inata
uterina apenas quando foi adicionado ao meio o glicocorticoide dexametasona, um
reconhecido modulador da resposta imune inata (KERN et al., 1988; WAAGE e
BAKKE, 1988).

Na pesquisa de Saut et al. (2014) foram utilizados explantes de endométrios
bovinos Bos taurus de aptidao para corte, que, além de nao verificar o efeito de
horménios ovarianos esteroides externos, também nao verificaram efeito dos estagios
do ciclo estral. Os resultados do presente estudo sugerem que 0 mesmo ocorra
também com fémeas Bos indicus de aptidao corte e fémeas hibridas Bos taurus x Bos
indicus de aptidao leiteira. No entanto, reforca-se que estes resultados ex vivo nao
refletem o observado in vivo, onde a predominancia destes hormdnios interferem na
resposta imune dos animais (HERATH et al., 2006; SU et al., 2009; WIRA et al., 2010).

De acordo com Martin et al. (2008) e Figueiredo et al. (1997), existem
diferencas importantes na fisiologia e comportamento reprodutivo dos animais
taurinos e zebuinos. Contudo, com base nos resultados encontrados, ndo houve
diferenga na resposta in vitro das interleucinas 1 e 6 entre as racas estudadas, o que
torna necessario a busca por outras hipéteses que visem esclarecer a maior
predisposicao dos animais mesticos e de aptidao leiteira as doencas uterinas no pés-
parto, bem como os fatores externos que possam interferir na resposta imune in vivo
destes animais.

Desta forma, sugere-se que outros fatores presentes no pds-parto de vacas
mesticas leiteiras, como o balanco energético negativo, hipoglicemia e hipocalcemia,
manejo do periparto, a pari¢do, entre outros, sejam responsaveis pela depressao da
resposta imune inata nestes animais e menor resisténcia das células de defesa frente
ao desafio bacteriano (ALERI et al., 2016; ESPOSITO et al., 2014; WATHES et al,,
2009; WEISDORF, CRADDOCK e JACOB, 1982). Recentemente, Turner et al. (2016)
mostraram a interferéncia negativa do estresse metabdlico energético na resposta
inflamatéria a PAMPs do tecido endometrial bovino, demonstrando a integracéo entre
0 metabolismo energético e a imunidade inata no endométrio bovino. Portanto,
delineamentos experimentais utilizando como ferramentas os explantes e as células
de endométrio bovino, tem se tornado uma alternativa interessante na busca de

determinar os mecanismos que interferem na imunidade inata uterina.
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5. CONCLUSOES

Os explantes de endométrios intactos de vacas da raca Nelore e vacas
Mesticas apresentam respostas semelhantes e acumulam IL-1B e IL-6 frente a
exposicao de lipopolissacarideos (LPS), durante 24 horas.

N&o houve efeito das diferentes concentragdes de progesterona na producao
das interleucinas e os horménio esteroides progesterona e estradiol ndo influenciam

na resposta de IL-1f e IL-6 quando desafiados com LPS no meio de cultivo celular.
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APENDICE A
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Apéndice 1A: Placa de cultivo no primeiro periodo de cultura (0 - 24 horas).
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Apéndice 2A: Placa de cultivo no segundo periodo de cultura (24 - 48 horas).






