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RESUMO 

Objetivou-se avaliar os efeitos da resposta inflamatória na expressão gênica endometrial e 

no metabolismo energético em novilhas e vacas. Inicialmente, foi estabelecido um 

protocolo para indução de um perfil pró-inflamatório sistêmico, com base em múltiplas 

infusões de LPS. Posteriormente, 22 novilhas foram sincronizadas, inseminadas (D0) e 

divididas em grupo controle (sol. salina) e LPS, iniciando as infusões no D2. O grupo LPS 

recebeu infusões intravenosas (IV) de solução salina + LPS (0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 

mg/Kg). Além da avaliação da temperatura retal, foram analisadas as concentrações 

plasmáticas de TNF-α, haptoglobina (Hp), progesterona, AGNE, e BHB, além das 

avaliações leucométricas. No D15, foram realizadas as biópsias endometriais, e posterior 

análise por qRT-PCR de genes relacionados ao adesão celular, sistema imunológico e 

desenvolvimento embrionário. As infusões de LPS estabeleceram um perfil pró-

inflamatório caracterizado pelo aumento da temperatura (P<0,05), dos níveis de TNF-α 

(P=0,05) e de Hp (P<0,01), além de alteração na contagem diferencial de leucócitos. Não 

foi observada alteração nos parâmetros metabólicos. Em relação ao grupo controle, o grupo 

LPS apresentou menor expressão de IDO (P=0,04; fold=0,48) e PTX3 (P=0,01; fold=0,38), 

e uma expressão elevada de MX1 (P=0,02; fold=2,85). Em um segundo trabalho, para 

avaliar a influência da resposta inflamatória sobre o metabolismo energético de vacas em 

lactação, 20 vacas foram divididas em grupos controle (10 mL sol. Salina) e LPS (25 µg 

LPS/10 mL sol. salina). Foi avaliada a contagem de células somáticas (CCS), a produção 

leiteira, temperatura reticular, além dos níveis sorológicos de Hp, TNF-α, AGNE e BHB. 

No grupo LPS foi observado o aumento da CCS (P<0,0001), queda da produção (P<0,05), 

além do aumento da temperatura reticular (P<0,005) e aumento da concentração da Hp 

(P<0,0001). Verificou-se aumento de AGNE no dia nove e de BHB nos dias nove 

(P<0,005) e 10 (P=0,05). Com a realização dos presentes trabalhaos conclui-se 

inicialmente o protocolo utilizado no primeiro trabalho induziu um marcante perfil pró-

inflamatório, porém, com limitado efeito na expressão do gene relacionados ao sistema 

imunitário, o que sugere uma possível explicação para a sub-fertilidade relacionadas a 

alterações fisiopatológicas em vacas leiteiras. Adicionalemnte, considerando a resposta 

inflamatória induzida pelo LPS intramamário, foi possível observar evidências da relação 

da resposta inflamatória com o metabolismo energético de vacas em lactação, e reafirmar a 

participação de mediadores inflamatórios na fisiopatogenia de enfermidades metabólicas 

em vacas de leite. 

Palavras chave: Haptoglobina, inflamação, TNF-α, Genes endometriais, BHB, AGNE. 



	  

	  

ABSTRACT 

The aim of the study was to evaluate the effects of the inflammatory response over 

endometrial gene expression and energy metabolism in heifers and cows. Initially, a 

protocol to induce a systemic pro-inflammatory profile was established based on multiple 

LPS infusions. Subsequently, 22 heifers were synchronized, inseminated (D0) and divided 

into control group (Saline sol.) and LPS, infusions started on D2. LPS group received 

intravenous infusions (IV) with saline solution + LPS (0.1; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25 mg / 

kg). Were analyzed the rectal temperature, plasma concentrations of TNF-α, haptoglobin 

(Hp), progesterone, AGNE and BHB, beside leucometrics analysis. On D15, the 

endometrial biopsies were performed, and subsequent analysis by qRT-PCR of genes 

related to cell adhesion, immune system and embryonic development. LPS infusions 

established a pro-inflammatory profile characterized by increase of temperature (P<0.05), 

TNF-α (P=0.05) and Hp (P<0.01), and effects on the differential leukocyte count. There 

was no change in metabolic parameters. The LPS group showed lower expression of IDO 

(P=0.04; fold=0.48) and PTX3 (P=0.01; fold=0.38), and high expression of MX1 (P=0.02; 

fold=2.85). Was concluded that the induced pro-inflammatory profile showed a strong but 

limited effect on gene expression related to immune system, suggesting a possible 

explanation for sub-fertility related pathophysiological changes in dairy cows. In the 

second study, to evaluate the influence of the inflammatory response on the energy 

metabolism of dairy cows, 20 cows were divided into control group (10 mL saline sol.) and 

LPS (25 ug LPS/10ml saline sol.). Was evaluated the somatic cell count, milk production, 

reticular temperature, as well the serum levels of Hp, TNF-α, AGNE and BHB. In LPS 

group was observed increased SCC (P<0.0001), decrease of production (P<0.05), and 

increased reticular temperature (P<0.005), as well an increase of Hp concentration 

(P<0,0001). Was observed increase on AGNE on day nine and BHB on day nine (P<0.005) 

and ten (P=0,05). Was concluded that the induced pro-inflammatory profile showed a 

strong but limited effect on gene expression related to immune system, suggesting a 

possible explanation for sub-fertility related pathophysiological changes in dairy cows. 

Aditonally, considering the inflammatory response induced by LPS intramammary 

infusions, were observed evidences of the relationship of the inflammatory response with 

the energy metabolism of dairy cows, and reaffirmed the participation of inflammatory 

mediators in the pathogenesis of metabolic diseases in dairy cows.  

Keywords: Haptoglobin, inflammation, TNF-α, Endometrial genes,  BHB, AGNE. 
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1. Introdução    

Atualmente há uma grande pressão sobre a pecuária leiteira, inclusive à nível 

mundial, que resulta no elevado padrão genético dos animais e em níveis de produção 

cada vez maiores. Inevitavelmente, há neste cenário uma maior exigência sobre o 

manejo nutricional, considerando a maior demanda energética requerida, bem como 

sobre o manejo sanitário, considerando a maior incidência de enfermidades no período 

de transição. Além disso, outro importante elemento na cadeia produtiva do leite, que 

sofre as consequências dos altos índices de produção é o manejo reprodutivo. Nesse 

contexto, o modelo da resposta inflamatória da mastite causada por bactérias gram-

negativas, vem sendo bastante utilizado em estudos que objetivam esclarecer a relação 

entre a inflamação e os baixos índices de fertilidade (HANSEN et al., 2004), bem como 

a participação da mastite na predisposição de importantes alterações metabólicas, como 

por exemplo à cetose e à lipidose hepática (AMETAJ et al., 2005; ECKERSALL e 

BELL, 2010).  

Na esfera reprodutiva, um dos principais entraves econômicos da bovinocultura 

de leite está nas perdas embrionárias precoces, que ocorrem principalmente entre os dias 

oito e 21 após a fertilização (ROCHE et al., 1981; DUNE et al., 2000), fazendo do 

período embrionário e dos fenômenos que ocorrem durante o mesmo, aspectos críticos 

para a obtenção de bons índices reprodutivos. Na bovinocultura de leite a taxa de 

concepção média entre os dias 27-31 após a inseminação artificial é de 35 a 45% 

(SANTOS et al., 2004b; SARTORI et al., 2010). Esta expressiva taxa de perda 

embrionária pode estar associada a alterações homeostáticas necessárias no suporte da 

produção leiteira (SARTOTI et al., 2002; CERRI et al., 2012) e ainda a processos 

inflamatórios secundários à exigência produtiva, dentre eles a mastite (SANTOS et al., 

2004a).  

Além dos efeitos das endotoxinas sobre o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, 

que leva ao atraso na ovulação, à anovulação, à ausência do comportamento de estro, e 

consequentemente, um maior intervalo entre o parto e primeira IA (SUZUKI et al., 

2001; LAVON et al., 2008), a resposta inflamatória está ainda relacionada à uma maior 

taxa de serviço e um maior intervalo entre estros, o que sugere a ocorrência de morte 

embrionária (BARKER, et al., 1998; SANTOS, et al., 2004a). Nesse contexto, alguns 

mediadores inflamatórios como as interleucinas (IL), o fator de necrose tumoral (TNF-

α), o óxido nítrico (ON) e à prostaglandina (PGF2α) são apontados como fatores 
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limitantes do desenvolvimento embrionário, podendo causar ainda, a morte do embrião 

(SOTO et al., 2003; HANSEN et al., 2004). 

Apesar do conhecimento sobre a interferência de mediadores inflamatórios na 

fertilidade, afetando direta ou indiretamente o eixo neuroendócrino ou o embrião, 

alguns questionamentos sobre a relação entre os mediadores inflamatórios e o útero 

continuam sem resposta, evidenciando a necessidade de estudos voltados para o 

comportamento do endométrio diante desses mediadores, sobretudo os mecanismos 

moleculares relacionados à imunotolerância necessária para a implantação do concepto. 

Desta forma, torna-se importante a compreensão da interação concepto-maternal para o 

estabelecimento e manutenção da gestação, onde ocorre uma complexa regulação e 

diferenciação da expressão gênica endometrial, sob efeito principalmente da 

progesterona (P4), do estradiol (E2) e do interferon-tau (IFN-t) (SPENCER et al., 2008, 

WALKER et al., 2010). Este último, produzido pelas células do trofoblasto durante a 

fase de alogamento embrionário, favorece a receptividade uterina ao concepto, através 

da inibição da luteólise e consequente manutenção de níveis satisfatórios de P4, além de 

regular importantes genes no endométrio (IFN-stimulated genes – ISG) (HANSEN et 

al., 1999; SPENCER et al., 2008; BROOKS et al., 2014). A ação do INF-t e da P4 

promove a diferenciação do padrão de expressão de genes relacionados à remodelação 

celular, adesão e implantação, orientação e polarização celular e ao transporte de 

lipídios e glicose (BAUERSACHS et al., 2006; FORDE et al., 2010). 

Cerri et al. (2012) observaram que genes endometriais relacionados ao sistema 

imunológico como, por exemplo, o MX1, MX2, CXCL10, PTX3, SERPING1 

(SERPINA14), foram expressos em maior quantidade no 17º dia de gestação, enquanto 

que genes associados à adesão celular e remodelação tecidual apresentaram uma baixa 

expressão, neste mesmo período. Adicionalmente, foi observado que a lactação exerceu 

efeitos negativos sob o padrão de expressão endometrial sinalizando possível relação 

entre a lactação e perdas gestacionais precoces. Adicionalmente, Walker et al. (2012) 

demonstraram que vacas consideradas sub-férteis apresentaram uma menor expressão 

de genes relacionados a tolerância imunológica ao embrião, assim como de genes 

relacionados à prevenção da luteólise e ao suporte do desenvolvimento embrionário.  

Além do impacto da inflamação na reprodução, considerá-la um fator  

predisponente a enfermidades metabólicas tem sido alvo de diferentes estudos, e nesse 

contexto faz-se necessário compreender o importante papel desenvolvido 

simultaneamente pelo metabolismo hepático na resposta inflamatória e no metabolismo 
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energético de vacas em lactação. A filtragem das endotoxinas e mediadores 

inflamatórios produzidas em diferentes locais de inflamação, ocorre no fígado 

(AMETAJ et al., 2005), onde tem início a resposta de fase aguda caracterizada pela 

produção das proteínas de fase aguda como por exemplo a haptoglobina e a amilóide 

sérica A (CECILIANE et al., 2012), e associada ainda à diminuição da consumo de 

matéria seca, bem como a alterações no metabolismo dos lipídios e da glicose. 

Estudos in vivo demonstraram que a exposição de vacas a citocinas pró-

inflamatórias, como o interferon-α (via oral) e o TNF-α (subcutâneo), resultaram 

respectivamente em elevados níveis plasmáticos de corpos cetônicos duas semanas 

antes do parto e no acúmulo de triglicerídeo hepático no final da lactação (BRADFORD 

et al., 2009; TREVESI et al., 2009). Além disso, foram observados efeitos negativos na 

expressão de importantes genes hepáticos relacionados à produção de glicose, o que 

pode expor vacas em lactação a um quadro de hipoglicemia, resultando em mobilização 

da gordura corpórea e inevitavelmente, em níveis elavados de AGNE e aumento na 

produção de corpos cetônicos pelo fígado, como por exemplo o beta-hidroxibutirato 

(BHB) (JIANG et al., 2008; BRADFORD et al., 2009). Desta forma, a literatura sugere 

a resposta inflamatória como possível agente precursor de manifestações clínicas de 

grande importância na pecuária leiteira, a exemplo da cetose e da lipidose hepática.  

Diante do exposto, este estudo objetivou: 1) estabelecer, por meio de repetidas 

infusões intravenosas de lipopolissacarídeo (LPS), um protocolo de indução de resposta 

pró-inflamatória sistêmica em novilhas Holandesas não-lactantes; 2) avaliar os efeitos 

deste protocolo na expressão de genes endometriais de novilhas não-lactantes no 15º dia 

de gestação, bem como sobre o metabolismo energético das mesmas; e por fim 3) 

avaliar os efeitos da resposta inflamatória induzida por infusões intramamárias de LPS, 

sobre o metabolismo energético de vacas em lactação. 
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2. Revisão de Literatura  

2.1 Aspectos imunológicos da mastite bovina 

A elevada produção leiteira exigida pelo mercado mundial, associada à situação 

sanitária a qual os rebanhos leiteiros são submetidos comprometem os mesmo em seus 

aspectos produtivos e sanitários (FOURICHON et al., 1999). Nesse contexto, insere-se 

a mastite como uma afecção de grande incidência no mundo, que além de comprometer 

a qualidade e produção de leite, gera altos custos com tratamentos e serviços 

veterinários (DEGO, et al., 2002; AKERS e NICKERSON, 2011).  

A mastite bovina caracteriza-se pela resposta inflamatória da glândula mamária 

causada por alterações metabólicas, fisiológicas, traumas, ou mais frequentemente por 

micro-organismos patogênicos infecciosos ou ambientais (JAVIER OVIEDO-BOYSO, 

et al., 2007), que ascendem via canal do teto e se multiplicam no interior da glândula 

mamária (DEGO, et al., 2002). Uma vez que os micro-organismos ascendem o canal do 

teto, a multiplicação bacteriana ocorre de forma progressiva no teto, cisterna da 

glândula e por fim, nos tecidos responsáveis diretamente pela produção do leite 

(AKERS e NICKERSON, 2011). 

Estruturas anatômicas são consideradas de fundamental importância na proteção 

da glândula mamária frente a agentes infecciosos. O primeiro obstáculo é a pele do teto, 

que mantendo-se íntegra, limita a colonização de micro-organismos da própria pele e do 

ambiente (RAINARD e RIOLLET, 2006).  O canal do teto representa a segunda 

barreira anatômica da glândula, e sua importância está associada ao fato que a via 

ascendente é a principal forma de infecção dos agentes causadores da mastite 

(CARNEIRO, 2006). Nesse contexto, o processo de ordenha, bem como o período de 

intervalo entre as mesmas, compreendem o período de maior susceptibilidade para se 

instalar a infecção, devido à flacidez do esfíncter do teto, que apenas uma ou duas horas 

após a ordenha retoma o tônus muscular fechando novamente o canal (KEHRLI e 

HARP, 2001; AKERS e NICKERSON, 2011).  

Além das barreiras anatômicas, os fatores solúveis e as células da imunidade inata 

da glândula mamária, são considerados de grande importância por atuarem em caso de 

falha nas barreiras anatômicas (KOLB, 2002). Os fatores solúveis apresentam 

atividades microbicidas, atuando principalmente de três formas: 1) com atividade 

hidrolítica sobre as estruturas microbianas, como por exemplo, a lisozima; 2) ligando-se 

a elementos essenciais, como o ferro, no metabolismo dos micro-organismos, a exemplo 



	  

	  

24 

da lactoferrina; 3) através da atividade líticas sobre a membrana celular microbiana, 

com por exemplo, as proteínas do sistema complemento (LINDE et al., 2008). 

Uma vez ocorrendo falha nas barreiras anatômicas e solúveis, os micro-

organismos instalam-se na glândula mamária. A partir deste momento, mediadores 

imunológicos atuam de forma ativa no combate aos agentes infecciosos (RIOLLET et 

al., 2000), dentre os quais, as citocinas merecem destaque por regularem as atividades 

das células que participam da imunidade inata e específica (TIZARD, 2002). 

A ação das citocinas na fisiopatologia da glândula mamária vem sendo bastante 

estudada, principalmente as interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) e o fator de necrose 

tumoral-α (TNFα) (SORDILLO et al., 1997). As mesmas vêm sendo consideradas 

marcadores imunológicos da glândula mamária e de grande importância no diagnóstico 

e prognóstico da mastite (ALLUWAIMI, 2004). 

2.2 A inflamação como um fator de estresse e seus efeitos sobre os tecidos 

reprodutivos 

O conceito de estresse está associado a fatores que levam a uma redução no 

potencial de expressão genética de um indivíduo, e ainda à inabilidade de um animal de 

se relacionar harmoniosamente com o ambiente. Atualmente, o estresse está 

intimamente relacionado à subfertilidade e vem sendo estudado como um fator de 

impacto negativo na eficiência reprodutiva de gado de leite (DOBSON & SMITH, 

2000). No manejo desses animais, dois tipos de estresse combinam-se comumente, o 

físico (altas temperaturas, restrição hídrica e/ou calórica, descarga elétrica, cirurgia, dor 

e doenças) e o psicológico (medo, mudança de manejo e/ou de ambiente, inserção em 

um novo grupo, isolamento) (GRANDIN, 1997, 1998; LYNCH, 2010). 

Independentemente do tipo de estresse ao qual os animais são submetidos, a resposta 

neuroendócrina estimulada pelo fator estressante leva à ativação dos eixos hipotálamo-

pituitária-adrenal (HPA) e simpático-adrenomedular (SAM), e consequentemente à 

produção de glucocorticoides (cortisol) e catecolaminas (adrenalina e noradrenalina). 

Da mesma forma que não é fácil definir estresse, classificá-lo como crônico ou 

agudo também não é algo simples, principalmente ao considerar que existem diferentes 

formas de estresse. Porém, ao considerar o estímulo clássico ao estresse e seus efeitos 

sobre os eixos HPA e SAM, o estresse crônico está relacionado à predominância da 

resposta do eixo HPA com consequente aumento dos níveis de cortisol (resposta 

passiva). Por outro lado, a resposta ao estresse agudo está associada à elevada 
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responsividade do eixo SAM, caracterizada pela produção das catecolaminas, sendo 

conhecida como resposta ativa (active fight/flight) (KOOLHAAS et al., 1999; COHEN, 

2000; SUSAN & CARYL, 2007). 

Inserido em um conceito amplo de estresse, o processo inflamatório passa a ser 

considerada pelo organismo como um fator estressante, podendo ser também 

classificada como crônico ou agudo. Neste caso, a resposta ao estresse está associada à 

produção de citocinas e proteínas de fase aguda (PFA), que podem, direta ou 

indiretamente, ativar o eixo HPA e estimular a resposta clássica ao estresse, resultando 

na liberação do cortisol. Assim, a inflamação crônica caracteriza-se pelo aumento 

moderado, porém constante, de citocinas e PFA, ao passo que, a inflamação aguda está 

associada à elevação dos níveis plasmáticos das citocinas pró-inflamatórias e PFA, 

seguido da redução a níveis basais uma vez cessado o estímulo (ANDREASEN et al., 

2008). 

A estreita relação entre o eixo hipotalâmico-pituitário (HP) com o sistema nervoso 

central (SNC), e ainda com os hormônios e mediadores que controlam diferentes 

sistemas fisiológicos, demonstra a importância deste eixo na resposta ao estresse. 

Paralelamente, ao considerar a importância do eixo HP também sobre a fisiologia da 

reprodução, pode-se considerar que a resposta ao estresse poderá também interferer no 

controle neuroendócrino da reprodução (MOBERG, 1985). Neste sentido, surgiu a 

necessidade de elucidar de que forma o estresse pode interferir no crescimento folicular, 

na ovulação, na produção dos hormônios reprodutivos e ainda, no comportamento de 

cio em vacas de leite (MORRIS et al., 2011). Considerando que a ação de mediadores 

inflamatórios resulte na liberação de cortisol, carcaterizando um feedback negativo com 

o objetivo de cessar a resposta imunológica, evidências apontam para a relação entre a 

resposta inflamatória e alterações em parâmetros reprodutivos como a qualidade e o 

desenvolvimento de oocitos e embriões, a função ovariana e o ambiente uterino. Uma 

vez desafiado imunologicamente por bactérias gram-negativas ou mesmo por infusões 

de endotoxinas, são produzidas citocinas como a IL-1, IL-6 e TNF-α, além de 

mediadores como PGF2α e o óxido nítrico (ON), entre outros. Nesse contexto um baixo 

desempenho reprodutivo pode estar associado ao fato que o TNF-α interfere na 

maturação dos oocitos bovinos (SOTO et al., 2003 a) e ainda, estudos têm demonstrado 

alterações em embriões cultivados em meios sobre influência do TNF-α, PGF2α, ou 

ON, resultando em elevado número de apoptose celular ou apresentando um 
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insatisfatório desenvolvimento embrionário para o estágio de blastocisto (PAMPFER et 

al., 1994; CHEN et al., 2001; SOTO et al., 2003b). 

A mastite vem sendo bastante estudada e associada à diminuição do desempenho 

reprodutivo de rebanhos leiteiros (BARKER et al., 1998; SANTOS et al,. 2004), e neste 

sentido Moore et al. (1991) evidenciaram a associação epidemiológica entre a mastite e 

alterações no intervalo interestro, em uma propriedade com elevada frequência de casos 

de mastite por bactérias gram-negativas. Em 2001, estudo realizado por Schrick et al. 

com vacas diagnosticadas com de mastite e vacas saudáveis, demonstrou que os animais 

com infecção necessitaram de um maior número de inseminações artificiais para se 

confirmar a gestação, comparado ao grupo de vacas que não apresentaram a mesma, o 

que reforça o trabalho de Barker et al. (1998). Nesse contexto, o mecanismo pelo qual a 

mastite compromete a capacidade reprodutiva em vacas ainda é pouco esclarecido 

(SOTO et al., 2003 a,b). 

Para que um ciclo ovulatório ocorra com sucesso faz-se necessária a sincronização 

de uma série de eventos neuroendócrinos que ocorrem sobre a influência do eixo 

hipotalâmico-pituitário-gonadal. Durante a fase de desenvolvimento folicular a 

produção de GnRH (gonadotrophin-release hormone) controla a liberação de FSH 

(follicle stimulating hormone), responsável pelo recrutamento e desenvolvimento dos 

folículos, e de LH (luteinizing hormone), responsável pela ovulação. O crescimento 

folicular leva ao aumento na concentração de estrógeno (E2), o que resulta em feedback 

positivo à nível de hipotálamo, seguido do pico pré-ovulatório de GnRH e LH (HAFEZ, 

2004). 

A principal influência do estresse sobre a atividade ovariana está associada à 

redução dos pulsos de GnRH/LH, devido a um inadequado suporte de LH. Desta forma, 

haverá um crescimento lento dos folículos, bem como diminuição da produção de E2, e 

consequente efeitos sobre a ovulação, podendo gerar ausência ou atraso da mesma 

(DOBSON e SMITH, 2000). 

Nesse contexto, Morris et al. (2011), considerando a laminite como um fator de 

estresse, demonstrou que 21% das vacas com esta afecção falharam na manifestação do 

cio ou não ovularam. Além disso, 29% desses animais, ao serem submetidos ao 

protocolo de sincronização de cio, não produziram um folículo funcional. As falhas 

citadas foram associadas à redução da frequência do pulso de LH, baixa concentração 

de estradiol ou baixa reponsividade ao mesmo, e à ausência do pico de LH. 
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Adicionalmente, Dobson e Smith (2000) demonstraram que uma vez ativado o eixo 

HPA em respota ao estresse, há uma redução no pulso de GnRH/LH, expondo assim, o 

ovário a um suporte inadequado de LH. Diferentes situações podem levar a diferentes 

formas de interferência sobre o controle de GnRH/LH como por exemplo, durante um 

estresse crônico ou casos severos de laminite, onde o pulso de GnRH/LH estimulará o 

crescimento folicular, não sendo porém suficiente para manter o desenvolvimento do 

mesmo e levar à ovulação.  

Além dos efeitos sobre os ovários, os processos infecciosos e suas complexas 

respostas inflamatórias podem interferir na eficiência reprodutiva afetando o ambiente 

uterino e o desenvolvimento de conceptos. Diante de um desafio imunológico, citocinas 

pró-inflamatórias como, por exemplo, o TNF-α, são produzidas e orquestram a resposta 

imune. Além disso, o TNFα afeta a função uterina desenvolvendo um importante papel 

na regulação da produção de PGF2α (MIYAMOTO et al., 2000). Skarzynski et al. 

(2000) sugeriram que a ação do TNFα sobre as células do estroma uterino estimula a 

produção de PGF2α, iniciando assim a luteólise na espécie bovina, seguido de um 

feedback positivo entre a PGF2α uterina e a oxitocina proveniente do CL. Assim, o 

elevado nível de TNFα podem ser seguido do aumento nos níveis de PGF2α, por vezes 

suficiente para iniciar a luteólise e consequentemente levar à perda embrionária precoce, 

quando ocorrendo em vacas prenhes (STAPLES et al., 2003). 

Outras citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1 a IL-2, podem ser expressas no 

endométrio e são também consideradas fatores luteolíticos provenientes de processos 

infecciosos. Bany e Kennedy (1995) demonstraram evidências da produção de 

prostaglandina induzida pela IL-1, através do aumento da expressão da ciclo-oxigenase 

2 (COX-2), uma importante enzima envolvida na síntese de PGF2α. Além disso, Leung 

et al. (2001), evidenciaram a capacidade da IL-2 em estimular PGF2α durante a fase 

luteal tardia. 

Desta forma, fica claro o amplo estudo dos efeitos da inflamação sobre o controle 

neuroendócrino, assim como sobre os ovários, o que não é visto na mesma proporção 

sobre o ambiente uterino, mais especificamente em relação à expressão gênica uterina. 

2.3 Aspectos imunológicos da fase inicial da gestação e reconhecimento materno-    

fetal 

Na perspectiva do desenvolvimento de uma prenhez com sucesso, o sistema 

reprodutivo, em particular o útero, precisa estar preparado e em sincronia  com o 
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embrião recém-formado, propicionando um rápido crescimento no início da frase 

embrionária. Adicionalmente, a resposta do endométrio à sinalização da gestação, por 

parte do concepto, é de fundamental importância para a inibição da luteólise e a 

manutenção dos níveis de P4.     

Nesta fase inicial da gestação, a resposta imunológica desempenha um importante 

papel atuando no estabelecimento da mesma ou, em consequência de sua ativação 

inapropriada, pode comprometer a fertilidade (HANSEN, 2011). A ação da imunidade 

adquirida, no combate a antígenos provenientes dos conceptos, é um exemplo clássico 

da atuação do sistema imune de forma a comprometer a fertilidade em vacas de leite 

(MENGE, 1969). 

Além da resposta estimulada pelo concepto, reconhecido pelo sistema imune 

como um agente estranho ao organismo, o processo inflamatório instalado diretamente 

no trato reprodutivo, também está associado à diminuição da fertilidade, a exemplo do 

que discutiram em seus trabalhos Rozeboom et al. (2000) e Alghamdi et al. (2004), 

induzindo a resposta inflamatória através da infusão uterina de LPS ou espermatozóides 

mortos. Diante do desafio imunológico, algumas moléculas produzidas podem 

comprometer o desenvolvimento embrionário, como por exemplo, a PGF2α, o TNFα e o 

ON. De acordo como Scenna et al. (2004), PGF2α compromete a capacidade de 

embriões bovinos de atingir o estágio de blastocisto, e livrar-se da zona pelúcida. Sobre 

a ação do TNFα, dentre outros aspectos, sabe-se que o mesmo induz apoptose em 

embriões bovinos (SOTO et al., 2003; LOUREIRO et al., 2007) e segundo dados de El-

Sayed et al. (2006), embriões que não desenvolveram uma gestação a termo 

expressaram mais TNFα no momento da transferência, do que aqueles que resultaram 

em um gestação a termo. Além da responsividade do embrião a diversas moléculas 

mencionadas, o trofoblasto também apresenta susceptibilidade, muito provavelmente, 

aos fagócitos, e a ação lítica de células Natural Killer (NK) e de linfócitos ativados pelas 

mesmas (Yu et al., 1994; Tekin e Hansen 2003). 

2.3.1 Remodelamento endometrial e desenvolvimento embrionário 

O útero possui diferentes funções como a regulação do ciclo estral, capacitação e 

transporte de espermatozoides, desenvolvimento embrionário inicial, implantação e 

suporte da prenhez durantes toda a gestação. Desta forma considera-se que o ambiente 

uterino é responsável pelo crescimento e desenvolvimento do concepto (WILMUT e 

SALES, 1981; LAWSON et al., 1983; GARRETT et al., 1988), principalmente sob a 
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ação de hormônios esteroides, citocinas e fatores do crescimento que controlam o 

processo de diferenciação e proliferação endometrial pré e pós-implantação (CHEN et 

al., 1999).  

O processo de comunicação e nidação concepto-endometrial ocorre a partir do 

alongamento do blastocisto eclodido e é de fundamental importância no estabelecimento 

da prenhez.  A camada externa do blastocisto é composto por células do trofectoderma, 

responsáveis pelo processo de implantação que ocorre em três fases: aposição, nidação e 

penetração no epitélio luminal (EL) do útero (GHARIB-HAMROUCHE et al., 1993; 

CHAVATTE-PALMER e GUILLOMOT, 2007). Uma fraca ligação entre as células do 

trofectoderma e o EL do útero caracteriza a primeira fase deste processo. Em seguida o 

processo de adesão ocorre conferindo maior firmeza na ligação e evitando o 

deslocamento do blastocisto na luz do útero. Por fim, proteases liberadas pelo embrião 

degradam o EL e dão início ao processo de decidualização através da diferenciação das 

células do estroma para células deciduais (ENDERS e SCHLAFKE, 1969). Em 

ruminantes, a comunicação materno-fetal tem início através da ação do IFN-t, expresso 

e secretado pelas células do trofectoderma, que sinaliza ao EL do endométrio e modula 

a cascata de eventos responsáveis pela sobrevivência embrionária. Múltiplos genes 

estão envolvidos na expressão do IFN-t e estudos in vivo demonstraram que o 

blastocisto bovino apresenta o pico de produção de IFN-t entre os dias 15 e 17 após o 

cio (ROBERTS et al., 1990; STOJKOVIC et al.,1995; EALY et al., 2001).  

O IFN-t tem importante participação na inibição da luteólise, bloqueando a 

secreção pulsátil de PGF2α, que é fisiologicamente estimulada pela ocitocina. Estudos 

realizados em ovelhas avaliaram os efeitos da infusão sistêmica e intrauterina de IFN-t 

recombinante e observaram menor expressão de receptores de estrógenos e ocitocina no 

útero (SPENCER et al., 1999). A ação do IFN-t no útero dá início à uma sequência de 

transdução envolvendo o sinal transdutor e ativador de transcrição (STAT), bem como 

os fatores reguladores de Interferon (IRF). Sob o efeito do IFN-t, ocorre nas células do 

EL do endométrio a fosforilação pela tirosina dos STATs1, 2, 3, 5a/b e 6, e são 

translocados para o núcleo celular. Além disso, o IFN-t induz a homodimerização do 

STAT1 que resulta na formação do fator de transcrição GAF (gamma-activated factor), 

assim como a heterodimerização do STAT1 e do STAT2, que associados com o IRF-9 

resulta na formação do complexo de fator de transcrição ISGF3 (IFN-t-stimulated gene 

factor 3) (STEWART et al., 2001). Desta forma, as perdas embrionárias, bem como as 

falhas no estabelecimento da gestação podem ser associadas a falhas na interação 
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endométrio IFN-t, ou mesmo à uma secreção insuficiente de IFN-t por parte do 

concepto. Nesse contexto, os níveis de IFN-t vem sendo utilizados como parâmetro para 

estabelecer a qualidade embrionária (HERNANDEZ-LEDEZMA et al., 1993). 

2.4 Genes relacionados à receptividade endometrial 

O período que antecede a implantação embrionária é considerado crítico e 

caracterizado por modificações no ambiente endometrial que possibilita receber o 

embrião para as fases seguintes de alongamento e implantação. Além disso, uma vez 

estabelecido o local da implantação são liberados sinais que bloqueiam a luteólise e 

mantém a secreção de P4. A receptividade endometrial ao embrião está associada a 

mudanças em diferentes aspectos como supressão do sistema imunológico, 

morfogênese, desenvolvimento, e implantação. 

2.4.1 Genes relacionados à resposta imune 

Considerando que o embrião é reconhecido como um elemento estranho ao 

ambiente uterino, faz-se necessário que o endométrio desenvolva mecanismos que 

favoreçam a imuno-tolerância, dentre os quais está a modificação da expressão de genes 

que modulam a respota immune.  

CXCL10 (C-X-C motif chemokine 10) 

Dentre as funções das quimiocinas está a atração de leucócitos através da 

secreção de pequenos polipeptídeos, que se ligam aos receptors de membrana das 

células. Reconhece-se atualmente que diferente citocinas participam de processos 

reprodutivos como a implantação e a ovulação (LUSSO, 2006). A presença de 

mediadores solúveis como citocinas, quimiocinas e outros fatores são indispensáveis na 

fase de aposição, durante a implantação embrionária, permitindo a comunicação 

blastocisto-endometrial (DOMINGUEZ et al., 2003). Estudos realizados por Cerri et al.  

(2012) demonstrou haver uma expressão onze vezes maior do CXCL10 em vacas 

gestantes em comparação com vacas não gestantes. Além disso, estudos em ovelhas 

gestantes demonstrou a presença de RNAm de CXCL10 em monócitos no estroma sub-

epitelial. Foi observado ainda a expressão de CXCL10 no lumen uterino de ovelhas, no 

dia 17, além de localizados receptores de quimiocinas no trofectoderma (NAGAOKA et 

al., 2003a; IMAKAWA et al., 2006). 
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Há evidências de que o CXCL10 potencializa a toxicidade das células T, 

estimulando a produção de citocinas pró-inflamatória em camundongos (CAPPELLO et 

al., 2004; NAKAYAMA et al., 2004; KIM et al., 2005). Além disso, em vacas foi 

demonstrado que CXCL10 e CXCL11 foram expressos em menor quantidade em 

animais sub-férteis (WALKER et al., 2012). Em humanos, são geralmente  expressos 

em maior quantidade durante a gestação, e atuam promovendo a tolerância imunológica 

ao atrair células natural killer para o local da implantação (DOMINGUEZ et al., 2003; 

COX et al., 2008; DOMINGUEZ et al., 2008; LI et al., 2010). Além disso, ocorre a 

atração das células do trofoblasto para o endométrio, e o gene em questão favorece a 

atividade de adesão do trofoblasto através do estímulo da expressão de integrina na 

espécie ruminante (NAGAOKA et al., 2003a; NAGAOKA et al., 2003b; IMAKAWA et 

al., 2005; IMAKAWA et al., 2006; SPENCER et al., 2008). 

	  
PTX3 (Pentraxin 3) 

	  
As primeiras observações sobre o PTX3 demonstram sua participação como 

proteína pró-inflamatória, bem como uma molécula envolvida na resposta imune inata 

(GARLANDA et al., 2005). Walker et al. (2010a) e Cerri et al. (2012) demonstraram 

haver uma maior expressão do PTX3 nas carúnculas endometriais. A ação do PTX3 se 

dá pela ativação ou inibição da via clássica do sistema complemento, através da ligação 

com o c1q (NAUTA et al., 2003; POPOVICI et al., 2008). A infertilidade em 

camundongos tem sido associada à deficiência de PTX3 (TRANGUCH et al., 2007). 

Dentres as células que comumente expressam o PTX3 estão o epitélio aminiótico, 

mesoderma coriônico, vilosidades terminais do trofoblasto e o estroma perivascular 

placentério, e sua expressão aumenta durante o a gestação com pico sendo apresentado 

no parto (ROVERE-QUERINI et al., 2006).  

	  
TRD (T cell receptor delta) 

O mecanismo utilizado pelas células T para reconhecimento de antigeno é 

similar ao utilizado pelas células B na produção de imunoglobulinas. A classificação 

das células T maduras se dá através da expressão das cadeias alfa e beta (αβ) ou gama e 

delta (γδ), elementos esses responsáveis pela ativação celular que ocorre pelo contato 

direto entre células. As células T γδ são capazes de indentificar de forma direta, sem a 

necessidade da apresentação pelo complexo de histocompatibilidade (major 

histocompatibility complex - MHC) (JANEWAY et al., 2001). Pesquisas evidenciam a 

importância do gene TRD na regulação da interação entre o embrião e o ambiente 
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materno (SZEKERES-BARTHO et al., 2001) e demonstram haver expressiva presença 

de células T γδ no útero de ratas prenhez, comparativamente a ratas não prenhez 

(HEYBORNE et al., 1992). A capacidade de reconhecer um atígeno sem 

necessariamente ser processado e posteriomente apresentado pelo MHC, e ainda a 

necessidade do contato direto entre células para sua ativação, diferentemente das células 

T αβ, ressaltam a importância da interação entre as células T γδ e o conepto. 

A função imunomoduladora das céluas T γδ durante a gestação em humanos está 

associada ao estímulo à produção de interleucina 10 (IL-10) e do fator de crescimento 

β1 (NAGAEVA et al., 2002; MINCHEVA-NILSSON, 2003), importantes moléculas na 

via da imunossupressão. Em ovelhas, as células T γδ endometriais apresentaram 

atividade antibacteriana e imunorreguladora (LEE et al., 1992; NASAR et al., 2002). 

Interleucina 10 (IL-10) 

A IL-10, conhecida por sua atividade imunossupressora (FIORENTINO et al., 

1989), quando produzida em resposta à presença de patógenos inibe a ação de 

mediadores pró-inflamatórios associados à resposta inata e adaptativa, além de ser um 

importante elemento da fase de resolução da inflamação (MOORE et al., 1990). O 

desenvolvimento crônico de infecções bacterianas e virais vem sendo associados a uma 

elevada expressão do genes ds IL-10 e adicionalmente, foi observado que alguns vírus 

produzem sua própria IL-10 (vIL-10) que suprime a resposta imunológica do 

hospedeiro (O’GARRA e VIEIRA, 2007; TRINCHIERI, 2007; GABRYSOVÁ et al., 

2009). 

Em humanos a placenta é responsável pela produção de IL-10 durante a gestação 

e seus valores diminuem momentos antes do parto (PARADOWSKA et al., 1997; 

SIMPSON et al., 1998). Por outro lado, estudos em bovinos sugerem a ação de proteção 

da IL-10 sobre embriões em desenvolvimento (IMAKAWA et al., 2005), considerando 

a elevada expressão no endométrio de vacas no 18º dia de gestação (GROEBNER et al., 

2011a). Considerando os efeitos antiinflamatórios da IL-10, sua possível função no 

útero no início da gestação, está relacionada à regulação da resposta inflamatória 

induzida pelo concepto (POMINI et al., 1999; HANNA et al., 2006). Além disso, a 

mesma poderia atuar também como um regulador da atividade do MMP-9, como é 

observado no início da gestação em mulheres (MEISSER et al., 1999). 

IDO (Indoleamine 2, 3-dioxygenase) 
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A IDO, uma importante enzima que atua no catabolismo do triptofano, pode ser 

encontrada em diferentes tecidos dos mamíferos (HIRATA e HAYAISHI, 1972; COOK 

et al., 1980; YOSHIDA et al., 1980; YAMAZAKI et al., 1985), e é ativada mediante 

condições patológicas como em infecções bacterianas e virais (YOSHIDA et al., 1979) 

e tumores (YOSHIDA et al., 1988), resultando em uma acelerada degradação do 

triptofano nas células infectadas e tumorais. Munn et al. (1998) demonstraram em ratas 

que a disfunção da IDO leva à uma resposta mais expressiva das células T sobre o 

concepto, reforçando que o embrião é reconhecido como elemento estranho que deve 

ser rejeitado. Adicionalmente, em novilhas prenhes foi observado um aumento de 18 

vezes na expressão de RNAm do IDO, associado à diminuição endometrial de l-

triptofano e aumento de l-quirunenina entre os dias 12 e 18 de gestação (GROEBNER 

et al., 2011b). 

LIFR (Leukemia inhibitory factor receptor) 

O fator de inibição da leucemia (LIF) pertence a família da interleucina 6 e é 

considerada ainda uma citocina pleiotrófica. Dentre as inúmeras células que expressam 

os receptores de LIF estão os neurônios, os megacariócitos, macrófagos, adipócitos, 

osteoblastos, além dos rins e células epiteliais do pulmão e de algumas células tumorais 

provenientes desses tecidos (HILTON, 1992). Em coelhos há evidências da participação 

do LIFR na comunicação feto-maternal, uma vez que foram identificados LIF e LIFR 

no útero antes da implantação e em blastocistos (LEI et al., 2004). A presença de LIF e 

de LIFR tem sido citada ainda em embriões de camundongos (NICHOLS et al., 1996), 

bovinos (ECKERT  e NIEMANN, 1998) e humanos (CHEN et al., 1999). Em células 

do trofoblasto humano o LIFR está associado ao crescimento do mesmo, além da 

diferenciação e modificação do ambiente uterino favorecendo a predominância de 

células fundamentais para a sobrevivência do concepto, as Th2 (HOEY e LEVINE, 

1988; KOJIMA et al., 1995; PICCINNI et al., 1998; KWAK-KIM et al., 2005). Em 

ovelhas foi identificada elevada expressão de RNAm de LIF entre os dias 16 e 20 de 

gestação e através de estudos imunohistoquímicos foi observado uma maior presença do 

mesmo em epitélio caruncular e intracaruncular, sendo ainda encontrado no epitélio 

glandular e células do trofoblasto de conceptos com 17 dias (VOGIAGIS et al., 1997). 

MX1 e MX2 (Myxovírus) 

O MX1 e MX2 são proteínas intracelulares que desenvolvem atividades de defesa 

contra vírus, através da formação de vesículas, do transporte intracelular e da 
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citoquinese (HORISBERGER et al., 1983; HALLER e KOCHS, 2002; RACICOT et 

al., 2008). Os mesmos são expressos em maior quantidade na fase de pré-implantação 

no endométrio de vacas (HICKS et al., 2003) e ovelhas (OTT et al., 1998), sob efeito do 

IFN-t. Dentre as funções do MX1 destaca-se o estímulo ao epitélio glandular, durante a 

fase de alongamento embrionário, que resulta na secreção de proteínas como a ISG15 

(TOYOKAWA et al., 2007). Estudo realizado por Otto et al. (1998) analisou amostras 

de miométrio, epitélio luminal, epitélio glandular e estroma de ovelhas gestantes entre 

os dias 13 e 19, e observou uma expressão de MX1 dez vezes maior do que em ovelhas 

cíclicas. Adicionalmente, níveis elevados de MX2 foram observados em amostras de 

sangue de ovelhas 48-72 horas após o início do alongamento do concepto e da produção 

de IFN-t (YANKEY et al., 2001). Em vacas, foi observada expressão 15 vezes maior 

entre os dias 12 e 15 após o cio, em animais gestantes, comparado com vacas não 

gestantes (HICKS et al., 2003).  Ainda na espécie bovina, em linfócitos de sangue 

periférico de animais gestantes, o RNAm do MX2 é identificado mais precocemente do 

que o MX1, e expresso em maior quantidade no dia 16 em gestantes, comparado a vacas 

vazias (GIFFORD et al., 2007).   

SLPI (Secretory leukocyte protease inhibitor) 

O SLPI é produzido por neutrófilos, macrófagos e células epiteliais (BÖHM et 

al., 1992; JIN et al., 1997; ABE et al., 1991) e está associada à superfície de mucosas, 

como a do pulmão e da cérvix (FRANKEN et al., 1989). O SLPI possui atividade contra 

bactérias gram-positivas e gram-negativas, contra vírus e fungos, e ainda apresenta 

efeito inibitório sobre o lipopolissacarídeo (LPS) (HIEMSTRA et al., 1996; MCNEELY 

et al., 1995; TOMEE et al., 1997). Em endométrio de porcas foi observado expressão do 

SLPI no epitélio glandular e luminal (REED, 1996), e no endométrio de vacas e éguas o 

gene também foi identificado durante a gestação (BADINGA et al., 1994). Estudos 

destacam a produção de SLPI pelas células glandulares durante o período de 

receptividade uterina, ressaltando que há uma maior expressão do mesmo em 

consequência à ação da P4, e de que há uma expressão elevada durante a fase de 

implantação (KING et al., 2000; KING et al., 2003; OKULICZ and ACE, 2003). 

IGHG1 (Immunoglobulin heavy chain gamma) 

A cadeia pesada de imunoglobulina gama (Immunoglobulin heavy chain gamma-

IGHG1), também conhecida como cadeia de imunoglobulina (Ig) [gama]-1, é uma das 

mais importantes isoformas produzida pelo sistema imunológico. É constituída por três 
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cadeias pesadas denominadas CH1, CH2 e CH3 (DEISENHOFER, 1981). Células 

efetoras como neutrófilos, macrófagos, monócitos e as células natural killer (NK), que 

induzem citotoxidade mediada por células dependentes de anticorpos, apresentam em 

sua superfície CH2 e CH3 (SCHAEDEL e REITER, 2006). Em vacas prenhes foi 

identificada relação entre uma maior expressão de RNAm de IGHG1 e a lactação, e de 

acordo com os autores há uma possível influência do gene no aumento da atividade de 

linfócitos B ou no aumento da população de linfócitos B em vacas em lactação (CERRI 

et al., 2012). 

L-selectina (SELL) 

A L-selectina é uma proteína ligante expressa pelos neutrófilos, e possui uma 

baixa capacidade de interação com as células endoteliais, o que permite que os 

neutrófilos se desloquem ao longo do endotélio para os locais de possível infecção. 

Avaliações imunohistoquímicas em amostras de útero humano, utilizando os anticorpos 

MECA-79 e HECA-452, identificaram ampla presença de L-selectina no lúmen epitelial 

e no epitélio glandular (LAI et al., 2005; SHAMONKI et al., 2006). Ainda em humanos, 

foi observada elevada expressão no endométrio durante a fase de receptividade à 

implantação embrionária, o que sugere uma importante interação entre a L-selectina 

encontrada nos blastocistos e os oligossacarídeos do epitélio endometrial, promovendo 

o início do processo de implantação embrionária (FUKUDA e SUGIHARA, 2007). 

2.4.2 Genes relacionados à adesão celular 

LGALS3BP (Lectin galactoside soluble 3 binding protein) 

O gene LGALS3BP, estimulado pela ação do IFN-t, é responsável pela 

codificação de proteínas de adesão da matriz celular, além de ligar-se à integrina b1, 

colágeno e fibronectina (SASAKI et al. 1998). Além disso, o mesmo pode ligar-se à 

galectina 1, 3 e 7, promovendo a adesão entre células por meio da ligação das moléculas 

de galectina aos components da matriz extracelular (INOHARA et al., 1996; SASAKI 

et al., 1998). Por meio de hibridisação in situ foi observada elevada expressão em áreas 

do epitélio luminal do útero, o que sugere a relação do LGALS3BP com o processo de 

adesão do concepto (WALKER et al., 2010b). Adicionalmente, em trabalho realizado 

por Okumu et al. (2011) foi possível observar menor expresssão de LGALS9 e 

LGALS3BP em novilhas prenhez e não prenhes até o 13º dia, sendo observado porém, 

aumento significativo no 16º dia apenas nas novilhas prenhes. 

TIMP-2 (Tissue inhibitor of metalloproteinases) 
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A TIMP-2 é um inibidor de proteinase e através do controle da atividade das 

metaloproteinases, regula a integridade da matriz extracelular. Dentre os quatro 

diferentes tipos de TIMPS, a TIMP-2 possui a habilidade de ativar a metalopreinase-2 da 

matriz (MMP2), através da formação de um complexo constituído com o pró-MMP2 e o 

MMP de membrana tipo 1 (STRONGIN et al., 1995). Estudos demonstram uma elevada 

expressão no endométrio de vacas entre os dias 13 e 19 do ciclo estral (LEDGARD et 

al., 2009). Em meados da fase luteal ocorre um aumento na expressão de TIMP2, que 

ocorrendo na região de transição entre as células epiteliais e do estroma, pode levar à 

ativação do MMP2, através da ativação do complexo TIMP2/MMP14/pro-MMP2 

(CURRY e OSTEEN, 2003).  Dessa forma, o TIMP2 estimula as MMP2 que são 

responsáveis pela liberação de fatores do crescimento facilitando a receptividade uterina 

durante o período que o embrião está alongando. 

CDH1 (Caderina-E) 

Durante o processo de adesão celular a presença do CDH1 é de fundamental 

importância na manutenção da diferenciação celular e na manutenção da estrutura 

normal do tecido epitelial. Além disso, a caderina-E é responsável pela interação do 

complexo catenina-citoesqueleto no espaço citoplasmático e dos dímeros de caderina-E 

com as células vizinhas (TAKEICHI, 1995). Estudo realizado por Reardon et al. (2012) 

evidenciou a existência de diferentes funções do CDH1 e apontou o mesmo como um 

elemento crítico na regulação da formação e desenvolvimento uterino. Inicialmente 

apontou-se que úteros neonatos sem a expressão do CDH1 não apresentam as glândulas 

endometriais, resultando na disfunção da implantação embrionária e decidualização 

endometrial. Além disso, foi identificada ainda a habilidade do CDH1 em controlar a 

orientação celular, através da alteração da direção da proliferação celular e da apoptose. 

Através de estudos por meio da inativação dos genes CDH1 e Trp53 no útero, observou-

se uma interrupção na regulação do ciclo celular resultando em um desenvolvimento 

anormal do útero. A expressão do CDH1 no interior das células bi-nucleadas do 

trofoblasto no placentoma de bovinos, sugere a importância do mesmo no processo de 

transição da implantação para a placentação (NAKANO et al., 2005). 

CLD4 (Claudina 4) 

Consideradas importantes moléculas de adesão, as claudinas estão envolvidas 

com a adesão entre células em epitélios simples e de múltiplas camadas. Em relação à 

CLD4, a mesma parece estar envolvida com a adesão entre as células endometriais, 
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regulando, por exemplo, a permeabilidade do epitélio (TSUKITA e FURUSE, 2002). 

Foi observado em bovinos uma elevada expressão de CLD4 durante a fase inicial da 

gestação (BAUERSACHS et al., 2006), bem como durante a fase luteal do ciclo estral 

(MITKO et al., 2008). Em humanos, estudos realizados por meio da técnica de 

microarranjo evidenciaram uma elevada expressão de RNAm do mesmo na fase de 

implantação (CARSON et al., 2002; KAO et al., 2002; BORTHWICK et al., 2003; 

RIESEWIJK et al., 2003).  

EMMPRIN (Extracellular matrix metalloproteinase inducer) 

Conhecido como indutor de metaloproteinase da matriz extracellular, o 

EMMPRIN codifica uma glicoproteína da superfície da membrana celular (MIYAUCHI 

et al., 1990; MIYAUCHI et al., 1991). A mesma tem participação em diferentes 

processo biológicos como na metástase tumoral (MURAMATSU e MIYAUCHI, 2003), 

na ovulação (SMEDTS e CURRY, 2005), no ciclo menstrual (NOGUCHI et al., 2003) e 

no processo de implantação embrionária e placentação (KUNO et al., 1998; CHEN et 

al., 2007; MISHRA et al., 2010). Estudos tem sugerido que a expressão do EMMPRIN 

resulta na ativação de MMPs, porém, sem efeitos na expressão de TIMPs, de forma a 

favorecer a produção e ativação de MMPs (CAUDROY et al., 2002; CHEN et al., 2009; 

GIBSON et al., 2011). A idéia de que o EMMPRIN atua no suporte à implantação 

emrbionária e na placentogênese vem sendo sustentada com base em estudos que 

evidenciam a expressão do mesmo na interface materno-fetal em endométrio de bovinos 

(MISHRA et al., 2010; MISHRA et al., 2012). 

GLYCAM-1 (Glycosylation-dependent cell adhesion molecule 1) 

O GlyCAM-1 é uma glicoproteína responsável pela adesão celular dependente da 

reação de glicosilação, geralmente presente em vênulas endoteliais de linfonodos 

periféricos e mesentéricos (LASKY et al., 1992). Nos linfonodos o GlyCAM-1 atua 

como ligante para as moléculas de adesão presentes na superfície dos leucócitos, a 

selectina-L. Através da ligação entre o GlyCAM-1 e a selectina-L, ocorre a ativação das 

integrinas β1 e β2, resultando na firme adesão entre a integrina e a fibronectina para que 

ocorra o extravasamento dos linfócitos na linfa seundária (ROSEN, 1993; HWANG, 

1996; GIBLIN et al., 1997; DWIR et al., 2001). Estudos apontam para influência da P4 

sobre o padrão de expressão deste gene, evidenciando uma possível participação no 

processo de implantação embrionária (SPENCER, 1999), uma vez que em lavados 

uterinos de ovelhas prenhes, foi identificado um padrão de expressão diferenciado entre 
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os dias 11 e 13 (baixa expresão) e os dias 15 e 17 (elevada expressão) (SPENCER et al., 

2004). 

SPP1 (Secreted Phosphoprotein 1) 

SPP1 é uma glicoproteína, pertencente ao grupo das integrinas, que apresentam-

se ativadas geralmente em processos como a mineralização óssea, metástase tumoral, 

resposta imunológica mediada por células, inflamação e a angiogênese (BUTLER et al., 

1996; WEBER e CANTOR, 1996; GIACHELLI e STEITZ, 2000; DENHARDT et al., 

2001). Esta glicopreína apresenta afinidade a grande variedade de receptores de 

integrina presentes na superfície celular, e muitos desses receptores interferem na 

habilidade de adesão das células. Desta forma, tal interação pode comprometer o 

contato direto entre as células, a adesão entre as células e a matriz extracelular, os 

leucócitos, as células do músculo liso, quimiotaxia das células endoteliais, a 

sobrvivência das células endoteliais e epiteliais, e a migração de células tumorais 

(SINGH et al., 1990; SENGER et al., 1994; HU et al., 1995; LIAW et al., 1995; SMITH 

et al., 1996; DENDA et al., 1998; KATAGIRI et al., 1999). A importância do SPP1 na 

implantação embrionária em ovelhas tem sido referenciada (Johnson et al., 2000), e 

nesse sentido, Gray et al., (2002) demonstraram que ovelhas UGKO (não possuem as 

glândulas endometriais) não apresentam a expressão deste gene. Adicionalmente, sabe-

se que o SPP1 é secretado por células do oviduto, contudo, há evidências de que não há 

estímulos da P4 nesta secreção (GABLER et al., 2003). Por fim, uma importante função 

desenvolvida pelo SPP1 está associada à interação com as interginas αvβ3 presentes no 

epitélio luminal e no trofectoderma do concepto (JOHNSON et al., 2001). 

MMP19 (Matrix metalloproteinases 19) 

As metaloproteinases da matriz (MMPs) celular são endopeptídeos considerados 

dependentes da presença do zinco e através da degradação de moléculas extracelular, 

atuam na degradação na matriz extracelular. Nesse contexto as MMPs estão diretamente 

envolvidas com a fisiologia de processos como o desenvolvimento embrionário e a 

remodelação tecidual, estando envolvidas ainda como a proliferação celular, migração, 

diferenciação, angiogênese, apoptose e defesa do hospedeiro (VISSE e NAGASE, 

2003). A MMP19, uma MMP específica, é expressa em diferentes tecidos em humanos 

como a glândula mamária, a placenta, os pulmões, o pancreas, os ovarios dentre outros 

(PENDÁS et al., 1997). Há evidências de sua atividade durante o crescimento folicular, 
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ovulação e regressão do corpo lúteo, ao considerar sua expressão nas células da teca e 

da granulosa (MURRAY, 1995; SADOWSKI et al., 2003; JO e CURRY, 2004). 

As metaloproteinases da matriz celular desenvolvem importante função no 

processo que possibilita a invasão das células do trofoblasto no endométrio, 

principalmente através da degradação da matriz extracelular (CURRY e OSTEEN, 

2003). A literatura atual ressalta a importância do MMP19 no processo de fixação 

embrionária em bovinos (BAUERSACHS et al., 2008), e ao demonstrar uma elevada 

expressão endometrial dos genes MMP-2, MMP-13, MMP-19 e FURIN, entre os dias 16 

e 19 de gestação, ressalta sua participação no reconhecimento materno da prenhez e no 

início da implantação embrionária (MAMO et al., 2011). 

SERPINA14 (Serine peptidase inhibitors 14) 

Na superfamília de inibidores de proteases estão as serpinas, que desenvolve 

entre outras funções a ligação de moléculas de DNA (GRIGORYEV e WOODCOCK, 

1998; IRVING et al., 2002), formação do eixo dorso-ventral e imunorregulação em 

drosófilas e em outros insetos (LEVASHINA, 1999; LIGOXYGAKIS et al., 2003), 

desenvolvimento embrionário em nematóideos (PAK et al., 2004) e controle da 

apoptose (RAY et al., 1992).  

Foi observado em ovinos, que a formação do complexo entre a SERPINA14 e as 

imunoglobulinas A e M atua de forma a previnir a ação mediada por anticorpos contra o 

concepto semi-alogênico (HANSEN e NEWTON, 1988). Em bovinos, a avaliação da 

expressão gênica endometrial demonstrou elevados níveis de expressão do RNAm da 

SERPINA14 durante o estro, sob influência de elevados níveis de E2, o que não foi 

observado na fase do diestro, sob influência da P4 (BAUERSACHS et al., 2005; 

MITKO et al., 2008b). Por outro lado, quando comparadas vacas prenhes e não prenhes 

no 18º dia, foi observada uma maior expressão de RNAm da SERPINA14 durante a fase 

de pré-implantação (KLEIN et al., 2006). A SERPINA14 é secretado pelo endométrio, 

sob o estímulo da P4, em bovinos, ovinos e suínos (ING et al., 1989; MATHIALAGAN 

and Hansen, 1996; TEKIN et al., 2005). A SERPINA14 tem efeito direto sobre o 

concepto, principalmente quando o mesmo começa a crescer, nutrindo e controlando o 

desenvolvimento do mesmo, e ainda através de ação proteolítica e da supressão da 

resposta imunológica maternal, garantindo a manutenção da gestação. A mesma está 

envolvida ainda na inibição da proliferação dos linfócitos em ovinos durante os dias 13 

e 15 do ciclo estral, entre os dias 15 e 50 da gestação (ULBRICH et al., 2009). 
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MYH9 & MYH10 (Myosin heavy chain) 

A cadeia pesada de miosina possui três diferentes proteínas chamadas IIA, IIB E 

IIC e que são codificadas respectivamente pelos genes MYH9, MYH10, e MYH14 

(SAEZ et al., 1990; SIMONS et al., 1991; LEAL et al., 2003).  A miosina II, presente 

em diveros tecidos, apesar de apresentar marcante similaridade na sequência de 

aminoácidos de suas cadeias (GOLOMB et al., 2004), possui diferentes habilidades no 

que diz respeito a suas atividades motoras, de interações moleculares e de distribuição 

celular (KOLEGA, 1998; WYLIE e CHANTLER, 2001; SANDQUIST et al., 2006; 

ZHOU e WANG, 2008; VICENTE-MANZANARES et al., 2009). O MYH10 está 

envolvido com a exocitose, processo fundamental para a secreção de importantes 

moléculas para o mecanismo de migração celular dos mamíferos (MOCHIDA et al., 

1994; TAKAGISHI et al., 2005). Por outro lado, o MYH9 auxilia na endocitose de 

receptores de quimiocinas em linfóticos T (REY et al., 2007). Por fim, pesquisas 

apontam para a participação do MYH9 e do MYH10 em etapas fundamentais da 

invasão, difusão e migração celular (BETAPUDI et al., 2006). 

MYL12A (Myosin light chain) 

A MYL12A também pertence à família da miosina II e codifica um componente 

do complexo da miosina que não pretence ao sarcômero, com função regulatória sobre 

as ligações do íon cálcio, sendo importante no mecanismo de transdução de sinais, 

formação de citoesqueleto, divisão celular e partição cromossômica (MAGLOTT et al., 

2011). A exemplo da cadeia pesada de miosina, a cadeia leve também possui três 

elementos denominados: cadeia leve reguladora de miosina 12A (MYL12A), cadeia leve  

reguladora de miosina 12B (MYL12B) e cadeia leve reguladora de polipeptídeo 9 

(MYL9) (GRANT et al., 1990). À nível celular, cadeias leves reguladoras condificadas 

por MYL12A e MYL12B são fundamentais para manter a estabilidade do MHC II 

(PARK et al., 2011). 

2.4.3 Genes associados ao crescimento e desenvolvimento embrionário 

Via de sinalização Wnt (Wnt signaling pathway) 

Durante a embriogênese e o desenvolvimento embrionário uma importante via 

de sinalização é a sinalização Wnt, responsável por direcionar a polarização, a 

proliferação e determinar a orientação celular (LOGAN e NUSSE, 2004). Há relatos de 

que a ocorrência de defeitos observados já ao nascimento, canceres e outras doenças, 

podem estar associados a mutações nesta via de sinalização (CLEVERS, 2006). A via 
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de sinalização Wnt é dividida em Canonical wnt signalling e non-canonical wnt 

signalling, sendo esta última composta pelas vias wnt polarity, Wnt-Ca2+ e Wnt- 

atypical protein kinase C (SEMENOV et al., 2007; GRIGORYAN et al., 2008). A via 

de sinalização Canonical wnt, é reponsável pelo controle da programação da expressão 

gênica do desenvolvimento embrionário, regulando a quantidade de co-ativador 

transicional de β-catenina. Uma vez havendo a indisponibilidade de receptores de Wnt, 

a proliferação celular é controlada em consequência da inibição da sinalização Wnt, 

através da degradação da β-catenina. Tal processo de degradação se dá pela ativação de 

um complexo constituído pela proteína estrutural axin, pelo produto do gene 

adenomatous polyposis coli (APC) que possui função de supressão tumoral, pela 

caseína quinase 1 e ainda pela glicogênio sintase quinase 3 (GSK3) (HE et al., 2004).  

A degradação contínua da β-catenina, inviabiliza sua chegada ao núcleo celular, 

pela ação do fator ligante de DNA de células T / fator potencializador linfóide 

(TCF/LEF), promovendo a supressão dos genes-alvo da via de sinalização Wnt. Por 

outro lado, após a ativação da via Wnt/β-catenina ocorre a transdução de sinais por meio 

da ligação entre os ligantes de Wnt e receptores transmembrana denomidados Frizzled 

(Fz) e seu co-receptor, um receptor de lipoproteína de baixa densidade relacionado à 

proteína 6 (LRP6), ou receptor similar como o LRP5. Uma vez formado o complexo 

Wnt-Fz-LRP6, e com a participação da proteína estrutural Dishevelled (Dvl), ocorre a 

fosforilação do LRP6 e, consequentemente, a ativação e o recrutamento do complexo da 

proteína axin aos seus receptores. Esse evento compete diretamente com o processo de 

fosforilação da β-catenina mediado pela axin e com isso ocorre o acúmulo da β-catenina 

e sua migração para o núcleo celular para a formação do TCF/LEF e ativação da 

expressão dos genes-alvo da via de sinalização Wnt. 

Algumas proteínas possuem ação inibitória sob a Wnt, dentre elas a DKK1 e 

DKK2 (Dickkopf-related proteins) (SEMËNOV et al., 2001). Inicialmente, o DKK1 tem 

sido reconhecido por estimular a atividade organizacional de embriões de Xenopus 

(gênero de rã aquática). O mesmo é expresso especificamente na porção anterior do 

mesendoderma (Endoderma + mesoderma) e sua expressão ocorrendo simultaneamente 

a proteínas inibidoras da morfogenética óssea (Bone morphogenetic protein - BMP) 

levam a formação de ectopias (GLINKA et al., 1998). Estudos em peixe-zebra, 

demonstram a participação do DKK1 em partes do processo de gastrulação embrionária 

(HASHIMOTO et al., 2000; SHINYA et al., 2000), e uma vez expresso em excesso, 

promove o desenvolvimento neuronal anterior. 
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Na ausência de ligante da via Wnt ocorre a degradação da β-catenina, por meio 

da ação de um complexo que tem como importante elemento a AXIN. A mesma possui 

dois homologos que apresentam diferentes funções, que são a AXIN1 e a AXIN2. A 

diminuição da expressão da AXIN1 em ratos levou à morte embrionária prematura, 

devido a deformidades induzidas pela duplicação do eixo antero-posterior do eixo 

corporal, como consequência da atividade excessiva na via canonical Wnt  

(GLUECKSOHN-SCHOENHEIMER, 1949; ZENG e SCHULTZ, 2003). A AXIN2 

apresenta uma relação de retroalimentação com a via canonical Wnt, uma vez que a 

mesma induz a expressão da AXIN2, e após expressa a mesma sinaliza células com 

atividade na via Wnt  (JHO et al., 2002; LUSTIG et al., 2002). Sobre a AXIN2 foi 

observado também atividade inibitória sob o a via Wnt, uma vez que camundongos sem 

a AXIN2 evidenciaram o crescimento de tecido específico resultando em má formação 

do crânio (YU et al., 2005) e dos dentes (LAMMI et al., 2004). Outros elementos com 

função na diferenciação tecidual e na organogenese são as glicoproteínas denominadas  

WNTs (CADIGAN e NUSSE, 1997). A expressão de WNT3 tem sido relatada de forma 

discreta nas regiões dorsal e lateral do diencéfalo, no cordão espinhal dorsal de 

embriões em meados da gestação em ratos e em cérebro de adultos (ROELINK e 

NUSSE, 1991; PARR et al., 1993). Uma vez detectada a expressão do WNT3 no estágio 

de gastrulação de ratos foi possível determiner a participação deste gene na produção do 

endoderma e do mesoderma (LIU et al., 1999). 

Um outro importante ligante da via Wnt é o WNT2, sobe o qual há relatos de sua 

interação com o receptor FZD4 nas células da granulosa em ratos (RICKEN et al., 

2002). Além disso, também é descrito na literatura a interação direta entre WNT2 e 

FZD4 em células endoteliais hepáticas (KLEIN et al., 2008). Um outro receptor 

indentificado para o WNT2 é o FZD8 e sua ativação vem sendo estudada em células de 

câncer de pulmão (BRAVO et al., 2013). 

MSX1 (Msh homeboxe 1) 

O gene MSX1 (Murine homeobox 1), codifica proteínas que suprimem o 

processo de transcrição (CATRON et al., 1993; CATRON et al., 1995). Sua expressão 

tem sido relatada em diferentes partes do embrião, como no tubo neural, nos botões dos 

membros, e em derivados da crista neural cranial  (HILL et al., 1989; ROBERT et al., 

1989; ROBERT et al., 1991; LYONS et al., 1992). Considerando que a interação 

epitélio-mesenquimal é um aspecto comum às regiões citadas acima, a interferência do 

MSX1 nesses tecidos em específico passa a ser considerada (WANG e SASSOON, 
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1995). Estudo realizado por Satokata e Maas, (1994) demonstrou que a remoção do 

MSX1 leva a uma série de anormalidades no desenvolvimento, dentre as quais merece 

destaque seus efeitos deletérios nas estruturas crânio-faciais.  

Há evidências de uma elevada expressão do MSX1 no epitélio uterino de ratas 

adultas, seguida porém,  de uma menor expressão após a fase de implantação, de forma 

a regular a morfologia epitelial do útero, bem como manter a responsividade do útero 

adulto aos fatores morfogenéticos e de desenvolvimento endometrial (PAVLOVA et al., 

1994). Em vacas foi identificada uma baixa expressão no endométrio e nos placentomas 

após 60 dias de gestação (ISHIWATA et al., 2003). Ainda em bovinos, estudo in vitro 

demonstrou que a supressão do MSX1 está associada à deficiência da maturação dos 

oócitos e da taxa de clivagem embrionária, além de afetar a expressão de inúmeros 

genes com função importante no desenvolvimento do oócito e do embrião no período de 

pré-implantação (TESFAYE et al., 2010). 

RELN 

Este gene é envolvido no desenvolvimento embrionário de mamíferos, e de 

forma precoce pode ser identificado em embriões de ratos 9,5 dias após a fecundação 

(IKEDA e TERASHIMA, 1997). É observada uma elevada concentração nos primeiros 

dias pós-natal, que declina, apresentando baixo valos em adultos. Além disso foi 

observada atividade do RELN em diferentes regiões embrionárias como no cordão 

espinhal (Yip et al., 2000), na camada granular abaixo da pia-máter em córtex fetal 

humano (Meyer and Wahle, 1999) e no desenvolvimento do corpo estriado em ratos. 

Camundongos portadores de mutação no gene RELN apresentaram ataxia e andar 

cambaleante, além disso esses animais podem desenvolver inúmeras anormalidades 

durante o desenvolvimento, como por exemplo, a inversão da laminação cortical, 

posicionamento anormal dos neurônios e orientação anormal de corpos celulares e 

fibras (FALCONER, 1951; EARLY e DEFECT, 1979).  

As mutações no gene RELN em humanos causam lisencefalia e malformações 

cerebelares (HONG et al., 2000). Cerri et al. (2012) demonstraram haver uma 

diminuição na expressão do RELN em vacas lactantes prenhes, aproximadamente 

metade da expressão observada em vacas lactantes não prenhes, associando a menor 

expressão gênica ao desenvolvimento imaturo de embriões e falhas na gestação. 
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2.5 Metabolismo energético em vaca de leite 

2.5.1 O metabolismo energético no período de transição   

O período de transição entre o final da gestação e o início da lactação, está 

compreendido no período de três semanas pré e três semanas pós-parto e caracteriza-se 

pela mudança na demanda energética do animal e por constantes alterações fisiológicas, 

nutricionais, metabólicas e imunológicas (SORDILLO e RAPHAEL, 2013). 

Concomitantemente ao aumento da demanda energética ocorre a diminuição da 

consumo de matéria seca (CMS) resultando invariavelmente em balanço energético 

negativo (BEN) (BRADFORD, 2011).  A diminuição da CMS em cerca de 20 a 30% 

(PARK et al., 2001) nas semanas que antecedem o parto é associada principalmente à 

elevados níveis de hormônios esteróides na corrente sanguínea (GRUMMER et al., 

2004), devendo ser considerado ainda o aspecto multifatorial deste fenômeno, 

ressaltando a co-participação de fatores como metabólitos sanguíneos, corticosteróides, 

leptina, insulina, peptídeos intestinais e neuropeptídeos (INGVARTSEN e 

ANDERSEN, 2000).  

Neste período, o perfil hormonal caracteriza-se por uma contínua diminuição nas 

concentrações de insulina até o momento do parto, acompanhada pelo aumento da 

somatrotofina no início da lactação. Paralelamente observa-se uma queda nos níveis da 

progesterona no momento do parto, e um aumento transitório nos níveis de estrógeno e 

glicocorticóide (GRUMMER, 1995). 

A elevada demanda energética associada à baixa CMS resulta na diminuição dos 

níveis glicêmicos e da insulinemia, e consequentemente na mobilização da gordura 

corpórea (SORDILLO e RAPHAEL, 2013). Nesse sentido, diante da necessidade do 

equilíbrio dos níveis glicêmicos, em um primeiro momento o organismo eleva a síntese 

de glicose no fígado e diminui a oxidação da glicose nos tecidos periféricos, como por 

exemplo nos músculos. Posteriormente, ocorre a mobilização das reservas de gordura 

corpórea resultando na liberação de ácidos graxos não esterificados (AGNE) na 

circulação sanguínea (OVERTON, 2003). Os níveis circulantes de AGNE devem 

atender a demanda energética do organismo, porém, não ultrapassar sua capacidade de 

metabolização do mesmo pelo fígado (HERDT, 2000), sob o risco de resultar em 

acúmulo de triglicerídeo hepático e comprometimento da gliconeogênese no fígado, 

mecanismo fundamental na manutenção da homeostase (OVERTON, 2003).  

Além da liberação de AGNE, a mobilização da grodura depositada nos 

adipócitos resulta ainda na liberação de glicerol, um importante elemento na produção 
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de triglicerídeos e de glicose via gliconeogênese (CONTRERAS e SORDILLO, 2011). 

O AGNE liberado é transportado na corrente sanguínea pela albumina, podendo ser 

utilizado como fonte de energia pelo tecido periférico, para produção da gordura do leite 

na glândula mamária, ou ainda, ser re-esterificado no fígado, transformado em 

triglicerídeo e incorporado à lipoproteínas de baixo peso molecular (VLDL) (BLOCK, 

2010; EMERY et al., 1992). Os níveis plasmáticos de AGNE oscilam de acordo com o 

período gestacional e de lactação, podendo ser encontrado entre o final da lactação e o 

início do período seco valores médios de 0,2 mM/L. A partir da segunda semana antes 

do parto os níveis plasmáticos começam a aumentar e os valores máximos podem ser 

observados entre o parto e 10 dias após o mesmo, com concentrações médias superiores 

à 0,75 mM/L, a depender do grau de mobilização dos lipídios. Em animais que 

apresentam a cetose, os valores são superiors à 1,0 mM/L (ADEWUYI et al., 2005). 

A β-oxidação do AGNE ocorre nas mitocôndrias e produz a acetilcoenzima A 

(Acetil-CoA), um importante substrato para a produção do ATP no ciclo de Krebs. A 

energia proveniente desse processo é fundamental para a gliconeogênese, que irá 

fornecer energia para o organismo, principalmente para a musculatura cardíaca e 

esquelética (BELL, 1995). A acetil-CoA é também utilizada diretamente como fonte de 

energia principalmente pelo fígado, e ainda pelos rins e intestino delgado (ADEWUYI 

et al., 2005). Porém, se a produção de acetil-CoA superar a capacidade de 

aproveitamento do mesmo pelo ciclo de krebs, ou mesmo não houver oxaloacetato 

suficiente para facilitar a entrada do acetil-CoA no ciclo de Krebs, o metabolismo do 

acetil-CoA é redirecionado para a produção dos corpos cetônicos acetoacetato, acetona 

e beta-hidroxibutirato (BHB) (BLOCK, 2010; SORDILLO e RAPHAEL, 2013). 

2.5.2 Resposta inflamatória e o metabolismo energético 

A relação entre o metabolismo energético e a inflamação vem sendo bastante 

estudada, com ênfase sobre os efeitos negativos das aletrações metabólicas na resposta 

imunológica durante o período de transição em vaca de leite (SORDILLO e RAPHAEL, 

2013; ZARRIN et al., 2014) e principalmente pela ocorrência concomitante de 

alterações metabólicas e doenças infecciosas comumente observadas (HEREDIA et al., 

2012). Por outro lado, a relação inversa onde a resposta inflamatória predispõe 

alterações metabólicas vem também sendo estudada (TREVISI et al., 2009; 

BRADFORD et al., 2009) e aponta os mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-1 e IFN-α) 

como responsáveis por alterções metabólicas como elevados níveis de corpos cetônicos 
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circulantes e acúmulo de triglicerídeo hepático. Contudo, as alterações metabólicas 

secundárias à resposta às toxinas de bactérias gram-negativas podem ocorrer antes 

mesmo da produção do TNF-α, considerada um das primeiras citocinas produzidas em 

uma resposta de fase aguda (FONG e LOWRY, 1990; STEIGER et al., 1993), 

sugerindo não haver a necessidade de um aumento sistêmico deste mediador, mas um 

estímulo local a partir da produção de citocinas pró-inflamatórias (MARTINET et al., 

1988; MILLER et al., 1997). 

As bactérias gram-negativas estão entre as principais causas de infecções 

comuns em vacas de leite como por exemplo na septicemia neonatal, na mastite, na 

pneumonia e na metrite séptica pós-parto (WALDRON et al., 2003), e a resposta diante 

desses microorganimos ocorre pela reação do hospedeiro à endotoxina bacteriana 

(LPS), (LUDERITZ et al., 1984) sendo mediada primariamente por citocinas 

(WALDRON et al., 2003). A resposta do hospedeiro frente ao LPS pode ser 

caracterizada, dentre outras formas, pelo desequilíbrio no metabolismo de carboidratos, 

gordura, proteína e minerais (KLASING et al., 1988), independentemente da 

diminuição da CMS (STEIGER et al., 1999; WALDRON et al., 2003).  

Jiang et al. (2008) demonstram uma menor expressão de genes associados à 

produção de glicose em vacas submetidas a mastite induzida por endotoxina. Nesse 

contexto, uma menor produção de glicose durante a lactação pode levar o animal a uma 

maior taxa de mobilização de gordura, ao aumento na concentração de AGNE e 

consequente aumento na produção hepática de corpos cetônicos. Evidencias apontam 

para a estreita relação entre a resposta inflamatória de fase aguda e o sistema nervoso 

central (HOPKINS, 2007), através da ativação do eixo HPA pelas citocinas pró-

inflamatórias e consequente produção de cortisol. Adicionalmente, Kumsta et al. (2007) 

observaram que a baixa expressão hepática da CBG (corticosteroid-binding globulin), 

uma importante proteína responsável por ligar-se ao cortisol circulante e mantê-lo 

inativo, está associada à atividade de IL-1 e IL-6, resultando em uma maior quantidade 

de cortisol ativo (livre da CBG) circulante. 

Estudos realizados por Waldon et al. (2003) demonstraram que vacas em 

lactação que receberam LPS (IV) apresentaram alteração nos níveis plasmáticos de 

insulina, glucagon e diminuição na relação insulin:glucagon. A capacidade do pâncreas 

em produzir os hormônios reguladores da produção de glicose pode ser alterada pela 

ação de citocinas ou outros mediadores inflamatórios como o óxido nítrico (SPINAS et 
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al., 1999; ANDERSON et al., 2001) ou mesmo pelo aumento na concentração 

plasmática de glicocorticóides. Neste sentido, elevados níveis de glicose após desafios 

com LPS podem ser justificados inicialmente pela glicogenólise hepática, e sua 

posterior manutenção pela gliconeogênese (STEIGER et al., 1993; MIZOCK, 1995).  

Novilhas desafiadas com injeções intravenosas de LPS também demonstraram 

alterações no metabolismo da gordura e de carboidratos, sendo observada uma primeira 

etapa caracterizada por elevados níveis plasmáticos de cortisol e de glicose, seguida de 

indícios de um deficit energético com baixo níveis de glicose plasmática e aumento da 

lipólise (STEIGER et al., 1993). A resposta lipolítica carcateriza-se pelo aumento nos 

níveis plasmáticos de glicerol e de ácidos graxos livres, e dentre os principais 

mediadores estão os elevados níveis de cortisol, ACTH e de catecolaminas, associado 

ao aumento da atividade do sistema nervoso simpático (STEIGER et al., 1993). 

A resposta lipolítica ao estímulo inflamatório resulta no aumento dos níveis 

plasmáticos de AGNE e na dimimuição do BHB, contudo, a explicação para esta 

relação ainda encontra informações incompletas na literatura. Por um lado, o aumento 

nos níveis de AGNE está associado aos níveis elevados do glicorticoides, das 

catecolaminas e à diminuição da CMS (WALDRON et al., 2003), porém, estudos 

demonstram o aumento dos níveis plasmáticos de AGNE em consequência à aplicação 

i.v. de TNF-α recombinante em novilhas independente da diminuição na CMS 

(KUSHIBIKI et al., 2002; WALDRON et al., 2003). Acerca do BHB, sabe-se que a 

cetogênese hepática é a principal fonte deste metabólito durante o período de BEN, 

contudo, em vacas com equilibrado balanço energético esta função cetogênica é 

exercida principalmente pelo epitélio ruminal, por meio do metabolismo do butirato 

(WALDRON et al., 2003). Neste sentido estudos observaram uma diminuição nos 

níveis plasmáticos de BHB em vacas e novilhas após injeções (i.v.) de LPS 

(HUNTANEN et al., 1993; STEIGER et al., 1993; WALDRON et al., 2003), porém 

com justificativas controversas sobre o fenômeno. Waldron et al. (2003) ao observar 

esta alteração em vacas em lactação e com status energético equilibrado, sugeriram uma 

alteração na atividade cetogênica ruminal, não necessariamente à nível de disfunção 

epitelial, mas pela diminuição da CMS e consequentemente menor disponibilidade do 

butirato. Por outro lado, os estudos de Huntenen et al. (1993) e Steiger et al. (1993) 

enfatizam os efeitos inibitórios do LPS sobre a atividade cetogênica hepática, em 

consequência à uma menor CMS, e adicionalmente, apontam para a possibilidade da 

menor concentração de BHB ocorrer em virtude de maiores estímulos ao uso dos corpos 
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cetônicos pelo organismo ou ainda pelos efeitos inibitórios de mediadores inflamatório 

como o TNF-α e a IL-1 sobre a cetogênese hepática (MENON et al., 1992).  

2.6 Indução da resposta inflamatória por infusão de lipopolissacarídeo 

O lipopolissacarídeo (LPS) é um constituinte da membrana de bactérias gram-

negativas, como por exemplo, a Escherichia coli e a Pasteurella multocida, 

produzido durante o crescimento e morte bacteriano. O mesmo, também conhecido 

como uma endotoxina, é responsável por promover a resposta inflamatória, através 

do estímulo à produção de citocinas inflamatórias, quando da ocorrência de uma 

infecção por esse tipo de bactérias (BURVENICH, 1983; SHUSTER et al., 1993). A 

estrutura do LPS é composto basicamente de três partes: o O-polissacarídeo, 

responsável por conferir a soro-especificidade às diferentes bactérias; a porção lipídica, 

responsável pela toxicidade da parede celular e conhecida como “lipid A”; e uma 

terceira porção constituída por açucares como hexoses, hexaminas e heptoses, que 

fazem a ligação entre a porção O-polissacarídeo e a “lipid A” (CALLAHAN e YATES, 

2014).  

A extração do LPS de bactérias gram-negativas pode ser realizada de cinco 

formas diferentes, resultando em produtos com diferentes capacidades antigênicas. 

Os dois principais métodos amplamente utilizados para extração de LPS, que 

conferem satisfatória capacidade antigênica aos produtos, são: o boivin, a base de 

ácido tricloroacético, que proporciona elevada capacidade antigênica ao LPS 

extraído, em decorrência da elevada concentração protéica; e o Westphal, método a 

base de água e fenol resultando em um produto rico em peptídeos, ácidos nucléicos e 

resíduos de açúcar, provenientes da bactéria utilizada para extração (BURVENICH, 

1983). Dentre os sorotipos de E. Coli utilizados com frequência em estudos de indução 

de resposta inflamatória (O55:B5 e O111:B4), o sorotipo O111:B4 vem sendo 

amplamente aplicado em pesquisa, principalmente por sua imunogenicidade (ROSE e 

SEMRAD, 1992; CARROLL et al., 2009; PLESSERS et al., 2015) 

Considerando a capacidade antigênica do LPS, o mesmo vem sendo cada vez 

mais utilizado na indução de resposta inflamatória, possibilitando avaliar diferentes 

aspectos associados a processo inflamatórios e infecciosos, desde a atividade das 

citocinas pró-inflamatórias e proteínas de fase aguda em diferentes modelos de indução 

(BIENIEK et al. 1998; BLUM, 2000; JEFFERY, et al. 2009; PLESSERS, et al. 2014), 

até aspectos mais específicos como a análise de expressão gênica em camundongos 
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submetidos a indução de mastite por LPS (ZENG, et al. 2006) ou a relação do LPS com 

a resposta inflamatória ovariana, podendo prejudicar a progressão meiótica do oócito 

em bovinos (JOHN e SHELDON, 2012).  Indivíduos quando expostos a ação do LPS, 

seja por via intravascular ou extravascular, apresentam inevitavelmente o início de uma 

reação a princípio não específica, mas organizada e bem orquestrada, através da 

resposta de fase aguda (RFA), com o objetivo de controlar a infecção (BAUMANN e 

GAULDIE, 1994; PLESSER, et al. 2015).  

Embora amplamente referenciada como resposta de fase aguda, Ceciliani et al. 

(2012) ressaltam que esta reação pode também ser reconhecida como resposta 

inflamatória sistêmica, considerando que tal característica pode acompanhar um 

processo agudo, bem como, em parte, um processo crônico, podendo ainda atingir 

diferentes órgãos e tecidos. Dentre os aspectos de uma RFA, alguns são bastante 

evidentes como a febre, a leucocitose e a produção de proteínas de fase aguda 

(MURATA et al., 2004). A reação inflamatória tem seu início através de estímulos 

externos (Pathogen Associated Molecular Patterns - PAMP) ou internos (Damaged 

Associated Molecular Pattern - DAMP) ao organismo, reconhecidos pelo sistema 

imunológico. Neste caso o  LPS atua como um PAMP e é reconhecido por elementos do 

sistema imune inato (CECILIANI et al., 2012). O processo de reconhecimento dos 

PAMPs pelo sistema imune inato inicia quando proteínas com afinidade ao LPS se 

ligam ao mesmo e direcionam-o a macrófagos e outras células de defesa, que expressam 

o receptor de membrana CD14. Uma vez ativado o complexo CD14-LPS o mesmo 

interage com o receptor de membrana TLR4, responsável por ativar no interior das 

céluas o fator nuclear κB (NF-κB) produzindo uma cascata de reações intracelular, 

resultando na produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas que regulam a 

resposta inflamatória (CECILIANI et al., 2012; PLESSERS et al., 2015) . 

Uma vez desafiado pelo LPS, o sistema imunológico responde de forma similar a 

resposta do organismo frente às infecções bacterianas (gram-negativas), que 

caracterizam-se pela produção de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α , a IL-1 e a 

IL-6, além de mediadores inflamatórios como os metabólitos do ácido arcadônico, o ON 

e os radicais livres, responsáveis pela letargia, desconforto respiratório, febre, 

hipotensão e taquicardia, além de causar diarreia, alterações leucométricas e no sistema 

de coagulação sanguínea (CULLOR, 1992; WALDRON et al., 2003; CONTI et al., 

2004; PLESSERS et al., 2015). Plessers et al. (2015) ressaltam a precocidade do 

aparecimento dos sinais de desconforto respiratório como a dispnéia, os estertores 
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pulmonares e a tosse, após a administração intravenosa de LPS, mesmo antes do 

aumento sistêmico das citocinas e outros mediadores inflamatórios. A rápida 

apresentação dos sinais respiratórios justifica-se pelo pulmão está entre os órgãos-alvo 

das endotoxinas nos bovinos (OHTSUKA et al., 1997; PREAS et al., 2001), e pela ação 

dos macrófagos intravasculares pulmonares (MIPs) que apresentam uma elevada 

capacidade de reação às endotoxinas, resultando na produção local de mediadores 

inflamatórios como o TNF-α e de metabólitos do ácidos aracdônicos (WINKLER et al., 

1988; SINGH et al., 2004). Dentre esses mediadores está o tromboxano A2, responsável 

por alterações como aumento da pressão na artéria pulmonar e diminuição da 

complacência pulmonar, que juntos resultam no desenvolvimento da dispnéia, 

observado minutos após a infusão i.v. de LPS (ESBENSHADE et al., 1982; OLSON e 

BROWN, 1986; PLESSERS et al., 2015). 
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4. Capítulo I 
Efeitos da resposta inflamatória induzida por infusões intravenosas de LPS sobre a 
expressão gênica endometrial e o metabolismo energético de novilhas Holandesas2 

“RESUMO INTERPRETATIVO” 

Efeitos da resposta inflamatória induzida por infusões intravenosas de LPS sobre a 

expressão gênica endometrial e o metabolismo energético de novilhas Holandesas2. 

Por Fernandes et al. A ocorrência de alterações metabólicas no início da lactação e 

perdas embrionárias na fase incial da gestação são considerados fatores limitantes da 

bovinocultura de leite. Este trabalho objetivou estabelecer um protocolo para induzir um 

estado sistêmico pró-inflamatório e avaliar seus efeitos sobre a fertilidade de novilhas 

Holandesas pela análise da expressão gênica endometrial, bem como sobre o 

metabolismo energético. A resposta inflamatória induzida não alterou os parâmetros 

metabólicos avaliados, porém foi observada interferência sobre genes associados à 

resposta immune no endométrio, principalmente relacionados à imunotolerância ao 

embrião, sugerindo uma possível explicação para a subfertilidade relacionada distúrbios 

fisiopatológicos em vacas de leite. 
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Efeitos da resposta inflamatória induzida por infusões intravenosas de LPS sobre a 

expressão gênica endometrial e o metaboismo energético de novilhas Holandesas2 

CABEÇALHO: EFEITOS DA INFLAMAÇÃO NA EXPRESSÃO GÊNICA 

ENDOMETRIAL 

A.C.C. Fernandes,*,† S. Davoodi,* D. Veira,* M. Ballou,‡ L.E.H. Melo,† R.L.A. Cerri.*1 

* Faculty of Land and Food Systems, The University of British Columbia, Vancouver, 

BC V6T 1Z4  
†Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Medicina Veterinária, 

Recife, Brazil 52171-900  
‡ Department of Animal and Food Sciences, Texas Tech University, Lubbock, TX 

79409 

RESUMO 

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da resposta inflamatória induzida por 

infusões intravenosas (iv) de lipopolissacarídeo (LPS) na expressão gênica endometrial 

de de novilhas não lactantes na fase lútea tardia, assim como sobre o metabolismo 

energético das mesmas. Para tanto, após estabelecimento de um protocolo de infusão iv 

(experimento 1), vinte e duas novilhas (11 meses), foram sincronizadas com o protocolo 

ovsynch e inseridas no grupo controle (CON; n = 11) que recebeu solução salina estéril 

iv, ou no grupo LPS (n = 11) submetido a infusões sequenciais de LPS iv (0,1; 0,25; 

0,5; 0,75; 1,0; 1,25 mg / Kg) a partir do segundo dia após a IA (D0). A cada infusão de 

LPS, as temperaturas retais foram mensuradas durante seis horas. Amostras de sangue 

foram colhidas diariamente, para análise de TNF-α, haptoglobina, progesterona, AGNE, 

BHB, e ainda para avaliações leucométricas. No D15, as biópsias endometriais foram 

realizadas e o material mantido a -80°C até a análise por qRT-PCR de 30 genes alvo 

                                                
1Corresponding author: R.L.A Cerri, Faculty of Land and Food Systems, University of 
British Columbia, Vancouver V6T 1Z4, Canada. Tel.: +1-604-822-5056; Fax: +1-604-
822-6394, E-mail address: ronaldo.cerri@ubc.ca 
2Trabalho editado de acordo com as normas editoriais do periódico Journal of Dairy 
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relacionados ao sistema imunitário, a moléculas de adesão e à receptividade do 

endométrio. Os dados foram verificados quanto à normalidade e à análise de variância 

para medidas repetidas utilizando proc MIXED e UNIVARIATE. Depois de cada 

injecção de LPS, a temperatura foi maior nas 6 primeiras horas no grupo LPS em 

relação ao CON (P<0,05). O TNF-α (P<0,05) e a haptoglobina (P<0,01) aumentaram 

nas novilhas desafiadas. Não houve diferenças na análise de AGNE e BHB (P>0,05). A 

contagem total de leucócitos não foi diferente entre os tratamentos (P=0,29), porém, a 

contagem diferencial demonstrou aumento de neutrófilos segmentados, bastonetes e 

monócitos, e diminuição de linfócitos e eosinófilos no grupo LPS em relação ao grupo 

CON (P<0,01). As concentrações de progesterona durante o período experimental não 

diferença entre os tratamentos. Dentre genes avaliadados, apenas três transcritos foram 

expressos diferentemente. Em relação ao grupo CON, no LPS os genes IDO (P = 0,04; 

Fold = 0,48) e PTX3 (P = 0,01; Fold = 0,38) apresentaram uma menor expressão, 

enquanto que o MX1 (P = 0,02; Fold = 2,85) foi expresso em maior quantidade. As 

infusões de LPS induziram um estado pró-inflamatória sistêmico com limitado, mas 

forte efeito na expressão do gene de transcrições relacionados com o sistema imunitário, 

o que sugere uma possível explicação acerca da sub-fertilidade relacionadas a alterações 

fisiopatológicas em vacas leiteiras. Não foi observado efeito sobre o metabolismo 

energético. 

Palavras-chave: Endomério, inflamação, fertilidade, LPS, AGNE, BHB. 

INTRODUÇÃO 

Parcela considerável das perdas econômicas que comprometem a bovinocultura 

leiteira está associada a processos infecciosos e alteração metabólicas frequentemente 

observados no período de transição, assim como a perdas embrionárias precoces, que 

ocorrem, principalmente, entre os dias 8 e 21 após a fertilização (Roche et al., 1981; 

Dune et al., 2000). Desta forma, julga-se necessário conhecer os efeitos de diferentes 
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alterações fisiopatológicas sob o período embrionário, que de acordo com o Comitê de 

Nomenclatura Reprodutiva em Bovinos (1972), estende-se desde a fecundação até a 

fase final da diferenciação embrionária, por volta do 42º dia. 

Na bovinocultura de leite a taxa de fertilização média é de 80 a 90%, porém, aos 

60 dias após fertilização, apenas 35% confirmam a prenhez (Santos et al., 2004b; 

Sartori et al., 2010). Esta taxa expressiva de perda embrionária pode está associada a 

alterações homeostáticas necessárias no suporte da produção leiteira (Sartoti et al., 

2002; Cerri et al., 2012) e ainda a processos inflamatórios secundários à exigência 

produtiva, dentre eles a mastite (Santos et al., 2004a). 

Aspectos relacionados ao metabolismo energético como os ácidos graxos não 

esterificados (AGNE), o β-hidroxibutirato (BHB), a glicose, a insulina, o fator de 

crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1), dentre outros, tem sido associados a 

diferentes efeitos sobre a fertilidade em vacas primíparas e multíparas (Wathes et al., 

2007; Ospina et al., 2010).  

Considerando que o período de desenvolvimento folicular ocorra em média em 

quarenta dias, e que o período de espera voluntário para a realização da primeira 

inseminação (IA) pós-parto seja de 60 dias, evidências demonstram que o 

desenvolvimento dos folículos selecionados para ovular no início do período de serviço 

ocorra sobre o efeito do balanço energético negativo (BEN) (Ospina et al., 2010). Nesse 

contexto, o BEN tem sido associado à redução da taxa de fertilização e ao aumento no 

período de espera voluntária, no intervalo entre estros e na fase lútea (Taylor et al., 

2003).  Além dos efeitos deletérios sobre o ovário, o BEN também tem sido associado 

ao comprometimento do processo de involução uterina pós-parto, o que pode resultar 

em uma maior exposição do endotélio à resposta inflamatória e danos teciduais (Ospina 

et al., 2010). 
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Além das alterações metabólicas, a resposta inflamatória também vem sendo 

associada ao comprometimento da fertilidade em vacas de leite, com base em pesquisas 

que apontam a inflamação da glândula mamária como um fator de risco para a 

subfertilidade, e correlacionam os efeitos sobre os tecidos uterinos ao período estral no 

qual o processo infeccioso se instala (Barker, et al., 1998; Santos et al., 2004a).  

Sua ocorrência antes da inseminção artificial (IA) pode resultar em atraso na 

ovulação, anovulação, ausência do comportamento de estro e, consequentemente um 

maior intervalo entre o parto e primeira IA (Suzuki et al., 2001; Lavon et al., 2008). 

Nesse contexto, o eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal sofre interferência da resposta 

à endotoxina bacteriana, que inibe a liberação das gonadotrofinas, e consequentemente 

compromete o aporte do hormônio folículo estimulante (FSH) e do hormônio 

luteinizante (LH) para a ovulação, além de interferir na maturação dos oócitos, na 

foliculogênese e na função luteal (Suzuki et al., 2001; Hansen et al., 2004).  

Por outro lado, a ocorrência da mastite entre a IA e a confirmação da gestação, 

está relacionada à uma maior taxa de serviço e um maior intervalo entre estros, o que 

sugere a ocorrência de morte embrionária (Barker, et al., 1998; Santos, et al., 2004a). 

Nesse contexto, alguns mediadores inflamatórios como as interleucinas, o fator de 

necrose tumoral (TNF-α), o óxido nítrico e a prostaglandina (PGF2α) são apontados 

como fatores limitantes do desenvolvimento embrionário, podendo causar ainda, a 

morte embrionária (Soto et al., 2003; Hansen et al., 2004). 

Apesar do conhecimento sobre a interferência de mediadores inflamatórios na 

fertilidade, afetando direta ou indiretamente o eixo neuroendócrino ou o embrião, 

alguns questionamentos sobre a relação entre tais mediadores e o útero continuam sem 

resposta, evidenciando a nessecidade de estudos voltados para o comportamento do 

endométrio diante desses mediadores, e mais precisamente sobre os mecanismos 



	  

	  

88 

moleculares envolvidos nos processos relacionados à imunotolerância ao processo de 

implantação do concepto.  

Assim, faz-se necessário compreender a importância da interação concepto-

maternal para o estabelecimento e manutenção da gestação, onde ocorre uma regulação 

e diferenciação complexa da expressão gênica endometrial, sob efeito principalmente da 

progesterona (P4), estradiol (E2) e do interferon-tau (IFN-t) (Spencer et al., 2008, 

Walker et al., 2010). O IFN-t, produzido pelas células do trofoblasto durante a fase de 

alogamento embrionário, favorece a receptividade uterina ao concepto, através da 

inibição da luteólise e consequente manutenção de níveis satisfatórios de P4, além de 

regular genes importantes no endometrio (IFN-stimulated genes – ISG) (Hansen et al., 

1999; Spencer et al., 2008; Brooks et al., 2014). A ação do INF-t e da P4 promove a 

diferenciação do padrão de expressão de genes relacionados a remodelação celular, 

adesão e implantação, orientação e polarização celular e ao transporte de lipídio e 

glicose (Bauersachs et al., 2006; Forde et al., 2010). 

Cerri et al. (2012) observaram que genes endometriais relacionados ao sistema 

imunológico como, por exemplo, o MX1, MX2, CXCL10, PTX3, SERPING1 

(SERPINA14), apresentaram níveis elevados de expressão no 17º dia de gestação, 

enquanto que genes associados à adesão celular e remodelamento tecidual apresentaram 

uma baixa expressão, neste mesmo período. Adicionalmente, foi observado que a 

lactação exerceu efeitos negativos sob o padrão de expressão endometrial sinalizando 

possível relação entre a lactação e perdas gestacionais precoces. Além disso, Walker et 

al. (2012) demonstraram que vacas consideradas sub-férteis apresentaram uma menor 

expressão de genes relacionados à tolerância imunológica ao embrião, e aqueles 

relacionados a prevenção da luteólise e suporte para desenvolvimento embrinário. 

Este estudo objetivou: 1) estabelecer, por meio de infusões intravenosas de 

lipopolissacarídeo (LPS), um protocolo de indução de resposta pró-inflamatória 
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sistêmica em novilhas Holandesas não-lactantes, e 2) avaliar seus efeitos sobre a 

expressão de genes endometriais de novilhas não-lactantes no 15º dia de gestação, bem 

como sobre os níveis plasmáticos de AGNE e BHB. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi realizado no centro de educação e pesquisa em gado de leite 

da Universidade da Columbia Britânica, em Agassiz, Canadá (Dairy Education and 

Research Centre at the University of British Columbia), de acordo com as práticas 

preconizadas pelo Canadian Animal Care Council (CACC, 2009), e aprovado pelo 

comitê local de bem-estar animal. Dividido em dois momentos complementares, o 

experimento 1 objetivou estabelecer o protocolo de indução de resposta inflamatória, a 

ser utilizado no experimento 2, o qual avaliou a interferência da resposta inflamatória na 

expressão de genes endometriais de novilhas no 15º dia de gestação e no metabolismo 

energético. 

Experimento 1 

Animais e delineamento experimental. Inicialmente, com o objetivo de avaliar o 

perfil da resposta inflamatória frente a diferentes estímulos, treze novilhas nulíparas não 

lactantes, criadas no sistema de free stall e com idade média de 11 meses, foram 

dividades em grupo controle (CON, n=3) e grupos LPS-A (n=5) e LPS-B (n=5), 

submetidos a protocolos destintos de infusão intravenosa (i.v.) de LPS de Escherichia 

coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) a cada 48 h por 12 dias. Considerando 

como D0 o primeiro dia de infusão, novilhas do grupo CON receberam infusões de 2 mL 

de solução salina; o grupo LPS-A foi submetido às doses 0,1; 0,1; 0,25; 0,25; 0,5; 0,75 

µg/Kg, e o LPS-B,  0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 µg/Kg em 2 mL de solução salina 

(Figura 1). A temperatura retal foi aferida após cada infusão, por seis horas, com 
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intervalo de uma hora entre as aferições, e foi realizada a pesagem das novilhas nos dias 

0, 7 e 14. 

As amostras de sangue foram colhidas, diariamente pela manhã e previamente às 

infusões, através da veia ou artéria coccigea medial, em tubos Vacutainer de 10 mL 

contendo EDTA (Becton & Dickinson Vacutainer systems, Rutherford, NJ). 

Posteriormente foram centrifugadas a 2.000 g por 15 min para obtenção do plasma e 

armazenadas a -80ºC para posterior avaliação dos níveis plasmáticos de haptoglobina. 

Adicionalmente, foram realizadas avaliações leucométrica (Cole, 1984; Jain, 1993; 

Trall, 2007) nos dias 0, 1, 2, 5, 8, 11 e 14. 

Para a quantificação plasmática da haptoglobina utilizou-se o Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA), com base na formação do complexo haptoglobina-

hemoglobina, estimando a diferença de atividade de peroxidase no plasma (Makimura e 

Suzuki, 1982). A reação colorimétrica foi avaliada através do leitor de ELISA 

(Gemini™ EM; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) configurado para leitura de 

comprimento de onda de 450 nm. 

Considerando a interferência da resposta inflamatória no comportamento dos 

animais, as novilhas foram monitoradas por 21 dias através de sensores de atividade 

locomotora (IceTag™, IceRobotics Ltd, Midlothian, Scotland, UK.) acoplados na 

lateral do membro posterior de cada novilha. O monitoramento iniciou oito dias antes 

da primeira infusão, o que possibilitou estabelecer o comportamento padrão das 

novilhas, sendo realizado o download do Icetag a cada 7 dias através de software 

específico (IceTag Analyzer for IceTag™, IceRobotics Ltd, Midlothian, Scotland, UK). 

Para tanto, os aspectos avaliados foram: frequência com que os animais levantaram e 

deitaram, o tempo de permanência em estação e em decúbito, bem como o número de 

passos dados a cada período de duas horas. 
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Experimento 2 

Animais e delineamento experimental. Trinta e três novilhas novilhas não-

lactantes, com idade média de onze meses, foram submetidas ao protocolo de 

sincronização ovsynch (Pulsey et al., 1995), em associação com o dispositivo 

intravaginal de P4, das quais vinte e duas resposnderam ao protocolo e foram 

inseminadas no dia 0 (Figura 2). As mesmas foram distribuídas em dois grupos 

experimentais, os quais a partir do dia 2 passaram a receber infusões i.v, a cada 48 

horas, até o 12º dia após a IA. O grupo controle (CON, n=11) foi submetido a infusões 

de solução salina, enquanto que o grupo LPS (n=11), de acordo com o protocolo LPS-B 

do experimento 1, recebeu doses crescentes (0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 µg/Kg) de 

LPS. Após as infusões, a temperatura retal foi aferida a cada hora, durante seis horas.   

Amostras de sangue e ultrassonografia retal. As amostras de sangue foram 

colhidas diariamente, através da veia ou artéria coccígea medial, em tubos vacutainer de 

10 mL com EDTA (Becton & Dickinson Vacutainer systems, Rutherford, NJ). Nos dias 

de infusão, as amostras foram colhidas imediatamente antes das mesmas e em seguida 

centrifugadas a 2.000 g por 15 min para obtenção do plasma e posterior armazenamento 

a -80ºC. 

Nesta fase do experimento as análises leucométricas foram realizadas diariamente 

(Cole, 1984; Jain, 1993; Trall, 2007) e as alíquotas plasmáticas foram submetidas ao 

ELISA para a determinação das concentrações de TNF-α, haptoglobina e P4. 

A quantificação da haptoglobina seguiu a mesma metodologia aplicada ao 

experimento 1, enquanto que os níveis plasmáticos de TNF-α foram determinados 

utilizando o kit de ELISA para TNF-α bovino (RayBio®, Gerorgia, USA), que se aplica 

à avaliação quantitativa do TNF-α em plasma e soro bovino, com leitura realizada à 450 

nm. Por fim, os níveis de progesterona foram determinados através de ELISA 
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competitivo, por meio de um kit comercial  (Ovucheck Plasma, Biovet Inc., Quebec, 

CA). 

A avaliação dos parâmetros metabólicos foi realizada com base na análise dos 

níveis plsamáticos, AGNE e BHB. Foi realizado ensaio enzimático colorimétrico para a 

quantificação de AGNE (HR Series AGNE-HR, WAKO Diagnostics, Mountain View, 

CA), com base na reação de acilação da coenzima A (CoA) que resulta em um produto 

de cor púrpura mensurado colorimetricamente à 550nm. A quantificação do BHB foi 

determinada por meio de reações de enzima acoplada (β-Hydroxybutyrate Assay Kit, 

Sigma-Aldrich, St Louis, MO) resultando em produtos colorimétricos identificados à 

450nm, proporcional à quantidade de BHB presente na amostra. 

Através de ultrassom portátil (Ibex Pro; E.I. Medical Imaging, Loveland, CO), 

equipado com uma probe de 7.5 MHz, as novilhas foram acompanhadas durante a 

realização do ovsynch, bem como dois dias após o término do mesmo, para avaliar a 

resposta das novilhas ao protocolo de sincronização. 

A dinâmica folicular em ambos os ovários foi avaliada e os folículos classificados 

de acordo com o diâmetro, onde < 5 mm, 5-10 mm e > 10 mm , foram considerados 

pequeno, médio e grande, respectivamente. Após a ovulação, a ultrassonografia foi 

realizada a cada dois dias para avaliação do dimâmetro dos CLs durante o período de 

infusão do LPS. 

Lavado uterino e biopsia endometrial. No 15º dia após a IA, foi realizada coleta 

de embrião, bem como do fluido uterino para a dosagem do INT-t, seguida da biópsia 

endometrial. Previamente, as novilhas foram submetidas à anestesia epidural, utilizando 

2 mL de lidocaína a 2% (Bimeda-MTC Animal Health Inc., Cambridge, ON), e limpeza 

completa da genitália externa.  
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Para lavagem uterina e coleta de embrião, a cervix foi transpassada com o auxilio 

do cateter de foley (Fr=20), e foi utilizada solução comercial (Bioniche Animal Health 

Canada Inc., Belleville, ON). Os primeiros 20 mL de fluido uterino recuperado, após 

passar pelo micro-filtro, foi armazenado em tubos de 50 ml (Fisherbrand™, UK), para 

posterior dosagem de INT-t.  

Imediantamente após a lavagem do útero, deu-se início à biópsia endometrial 

introduzindo no útero a arma de biópsia (Kevorkian-Younge; Fine Surgicals, 

Hempstead, NY, USA), guiando a mesma para o corno uterino ipsilateral ao CL. Cerca 

de 100-200 mg de tecido endometrial foi recolhido de cada novilha. O material foi 

armazenado imediatamente em tubos de 2,0 mL livres de DNase e RNase, contendo 

RNAlater (QIAGEN, Ambion, TX, USA), para estabilizar o RNA das amostras, e 

posteriormente estocado à -20ºC. 

Quantificação de IFN-t no lavado uterino. O IFN-t foi quantificado através da 

técnica de Western dot blot, como descrito por  Satterfield et al. (2006).  Uma alíquota 

de 100 µl do lavado uterino de cada novilha foi diluída com 100 µl de solução tampão 

salina de 10 mM (TBS) e paralelamente, uma membrana de nitrocellulose (Healthcare-

Life Sciences, Pittsburgh, PA) foi embebida com TBS e levada ao sistema dot blot 

(BioRad, Herculse, CA), apoiada em um papel filtro de Whatman. Os poços foram 

inicialmente lavados com 200 µl de TBS, para posterior adição das amostras uterinas 

diluídas, e em seguida, lavados novamente com 200 µl de TBS.  

Durante uma hora, a membrana foi mantida à temperatura ambiente para secagem 

e posteriormente bloqueada com solução a 5% de leite/TBS com 0.1% Tween 20 

(TBST). A membrana foi então incubada, à 4ºC durante a noite, em soro primário de 

coelho com anti IFN-t ovino, à uma diluição de 1:1000 em 5% leite/TBST. Foi então 

realizada mais uma lavagem por 30 minutos em TBST e posteriormente incubada com 
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conjugado de peroxidase de horseadish com anti-IgG de coelho (Thermo Scientific, 

Waltham, MA) à uma diluição de 1:5.000 diluído em 5% leite/TBST por uma hora, à 

temperatura ambiente. Por fim, foi realizada outra lavagem por 30 minutos em TBST. A 

reação ao IFN-t foi detectada utilizando o substrato quimioluminescente (Supersignal 

West Pico, Thermo Scientific, Waltham, MA) e quantificado por um software de análise 

de imagem (Image Lab 4.1 software, Bio-Rad, Hercules, CA). O resultado foi expresso 

em valor total relativo de INT-t no fluido uterino, de acordo com o volume de fluido 

recuperado. 

Para avaliação da expressão gênica, foram consideradas prenhes as novilhas que 

apresentaram concentração de INT-t no fluido uterino, maior que aquela observada no 

fluido no qual foi recuperado o menor embrião. 

Extração de RNA. O RNA total foi extraído das amostras de tecido por meio da 

associação do TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) e o kit commercial de extração 

PureLink (Invitrogen, Carlsbad, CA). Foi considerada a relação de 100:1 entre 

tecido:TRIzol (mg:mL) para todas as amostras, onde para cada 50-100mg de tecido, foi 

utilizado 1 mL de TRIzol. O RNA extraído foi avaliado quantitativamente e 

qualitativamente por espectrofotometria (Nano drop 2000, Thermo scientific, 

Wilmington, DE). 

Design dos primers. As sequências de primers (forwards e reverse) foram 

construídas de acordo com sequências de RNAm bovino (National Center for 

Biotechnology Information - NCBI), através da Primer Quest PCR (Integrated DNA 

Technologies, Coralville, IA). Informações como sequência do primer, tamanho de 

fragmento e identificação do gene estão disponíveis na tabela 1. 

Transcriptase reversa e síntese do cDNA. Para o processamento e obtenção dos 

fragmentos de cDNA (QuantiTect Rev. Transcription Kit, Qiagen), tubos contendo 12,5 

µl de solução de RNA das amostras (2.500ng de RNA + água livre de nuclease) 
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receberam 12,25 µl de solução de DNAse (2,5 µl da enzima DNAse I, 1,0 µl da reação 

tampão DNAse e 8,75 µl de água livre de nuclease) e em seguida incubadas à 37ºC por 

10 minutos. Desta forma a contaminação por DNA proveniente do processo de extração 

de RNA foi minimizada. 

Após incubação, 0,25 µL de EDTA foi adicinado a cada tubo, para evitar a 

utilização de cátions divalentes como Mg2+ and Ca2+, pela ação da DNAse I, e previnir 

ainda, a clivagem do RNA associada aos cátions. Os tubos foram novamente incubados 

por 10 min, a 75ºC. 

Uma vez submetidas as amostras à DNAse, foi realizado o procedimento de 

transcrição reversa para síntese do cDNA, através do uso de kit comercial (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). Para realização da reação de cadeia de polymerase pela 

transcriptase reversa (RT-PCR), 5 µl de RNA, submetido à ação da DNAse I na etapa 

anterior, foi adicionado a tubos contendo 5 µl de solução reagente contendo 1µl de 10X 

primers aleatórios, 0,4 µl de 0,8 mM de trifosfato de desoxirribonucleosídeo, 1 µl de 

10X buffer, 0,5 µl de 50 U/µl de transcriptase reversa, 0,25 µl de 40,000 U/mL de 

inibidor de RNAse (New England Bio Labs, Ipswich, MA) e 1,85 µl de água livre de 

nucleases.  

Por fim, a solução foi centrifugada à 2.000 rpm a 4ºC,  posteriomente levadas ao 

termociclador (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e submetida ao seguinte protocolo: 10 

minutos a 25ºC, 120 minutos a 37ºC, por fim 5 minutos a 85ºC e por fim 4ºC para 

finalizar a reação. O produto da reação foi mantido à -20ºC até a realização da reação da 

PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR). 
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PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR). Para a análise das transcrições e 

expressões gênicas, 30 genes foram avaliados considerando seus impactos na 

receptividade endometrial, adesão celular e resposta imunológica endometrial no 15º dia 

de gestação (Tabela 2). 

A quantificação relativa da transcrição de RNAm foi realizada utilizando a qRT-

PCR como descrito previamente por Cerri at al. (2012) e o gene GAPDH foi 

considerado o controle endógeno normalizando o nível de RNAm de cada gene. Para a 

realização da qRT-PCR foi preparado uma solução contendo 12,5 µl de SYBR Green 

mix (QuantiFast SYBR Green PCR Kit, Qiagen, Valencia, CA), 2 µl de primers 

(forward and reverse), 8 µl de água para PCR (Sigma Aldrich) e 2.5 µl de amostra de 

cDNA. No procedimento de qRT-PCR (Step One Plus, Applied Biosystems, Foster 

City, CA) as amostras foram submetidas ao seguinte protocolo: programa de 

desnaturação realizado à 95ºC por 5 minutos, seguido do programa de amplificação 

constituído por 40 ciclos de três etapas: 95ºC por 15 segundos, 60ºC por um minuto, e 

72ºC por 20 segundos. Foram consideradas para análise apenas reações com valores de 

Ct (cycle threshold) menor do que 35 ciclos. As sequências de nucleotídeos utilizadas 

para amplificar cada gene testado estão apresentadas na tabela 1.  

Análises estatisticas. Os resultados da qRT-PCR foram analisados de acordo com 

os valores médios de Ct para cada transcrição. O valor de Ct do GAPDH, gene de 

referência, foi calculado e normalizado possibilitando o cálculo dos valores de delta (Δ) 

Ct, enquanto que mudanças em transcrições específicas e em relativa abundância foram 

calculadas pelo método delta delta (ΔΔ) Ct (Livak e Schmittgen, 2001). O procedimento 

Univariate do software estatístico SAS versão 9.3 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, 

NC, USA) foi utilizado para avaliar os dados quanto a normalidade, e quando 

necessário transforma-los (log). Medidas repetidas foram analizadas utilizando o 

procedimento Mixed do SAS. 
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RESULTADOS 

Experimento 1 

A avaliação da temperatura retal demonstrou que os protocolos LPS-A e LPS-B 

induziram uma resposta febril semelhante atingindo o pico da temperatura, em média, 

quarto horas após as infusões (Gráfico 1). Em relação ao peso dos animais, não foi 

observada influência de nenhum dos protocolos estudados (p = 0,98).  

Foi observada influência dos protocolos LPS-A e LPS-B sobre os níveis 

plasmáticos de haptoglobina, porém, o protocolo LPS-B demonstrou uma maior 

capacidade de manter níveis moderadamente elevados em relação ao grupo controle, 

principalmente no período final do experimento. Tal aspecto está bem caracterizado 

entre os dias 4 e 7, uma vez que os animais LPS-A apresentaram queda acentuada, por 

vezes, igualando-se aos valores do grupo controle. Por outro lado, os animais LPS-B, no 

mesmo período, apresentaram uma queda mantendo valores superiores ao grupo 

controle, ou tendência em se manter superior (Gráfico 2). 

Os protocolos avaliados influenciaram também os valores leucométricos totais de 

forma discreta e pontual, considerando que durante o experimento, apenas no dia 11 

foram observados valores superiores nos animais LPS-A (p=0,018) e LPS-B (p<0,001), 

em relação ao controle. No dia 14, foi observada a manutenção da diferença entre os 

animais LPS-A e o controle (p=0,015), porém, não entre LPS-B e o controle (p=0,9) 

(Gráfico 3.A). Em relação aos diferentes tipo celulares, o linfócitos apresentaram-se 

elevados nas novilhas LPS-B em relação ao grupo controle também no dia 11 (p=0,031) 

(Gráfico 3.B). Os maiores valores de neutrófilos seguimentados foram encontrados nos 

dias 1 e 11, sob efeito principalmente do protocolo LPS-B, tendência seguida sempre 

pelos animais LPS-A (Gráfico 3C). Os bastonetes apresentaram-se elevados nos animais 

LPS-A nos dias 1, 5 e 14, enquanto que nas novilhas LPS-B, valores elevados em 

relação ao controle foram observados apenas nos dias 11 e 14 (Gráfico 3.D) Por fim, 
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outro grupo celular que merece destaque são os monócitos, que foram observado em 

maior quantidade nos animais LPS-A (0,003) e LPS-B (p=0,025) em relação aos 

controles, no dia 14 do experimento (Gráfico 3.E).  

A avaliação da interferência dos perfis inflamatórios estabelecidos, sobre o 

comportamento das novilhas, demonstrou que durante alguns períodos do experimento, 

os animais submetidos ao LPS permaneceram menos tempo deitados do que os animais 

controle (p<0,0001) (Gráfico 4). Porém, ao quantificar os passos realizados, não foi 

observada diferença entres os três grupos avaliados (p>0,05), o que sugere que o tempo 

a mais que os animais desafiados se apresentaram em estação, não necessariamente 

desenvolveram atividade ou deslocaram-se, sugerindo uma baixa atividade neste 

período, podendo está associado à letargia consequente ao estado inflamatório induzido. 

Experimento 2 

Avaliação da resposta inflamatória e parâmetros metabólicos. O monitoramento 

da temperatura retal após as infusões de LPS, a exemplo do que foi observado no 

experimento 1, demonstrou variação significativa (P<0,05) dos valores médios entre os 

grupos CON e LPS, desde a primeira hora após aplicação (CON = 38,5ºC e LPS = 

39,3ºC), até a última aferição, período no qual o grupo CON apresentou temperatura 

estável de 38,5ºC e o grupo LPS 38,9ºC. O pico da temperature atingido pelo grupo LPS 

ocorreu, em média, entre a 4º e 5º hora após as aplicações, atingindo em média 40,05ºC 

(Gráfico 5). 

Considerando a primeira infusão realizada no D2 do experimento, os níveis 

plasmáticos de haptoglobina no grupo LPS apresentaram-se superiores aos encontrados 

no grupo CON (P < 0,01), sendo obstervada esta diferença desde o D3 até o D13, com 

valores máximos sendo atingidos em média no D4 (Gráfico 6). Comportamento 

semelhande foi observado nos níveis plasmáticos de TNF-α com valores superiores no 
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grupo LPS, nos dias 8 (P = 0,05), 11 (P = 0,01) e 13 (P = 0,04), em relação ao CON 

(Gráfico 7). 

Em relação aos valores médios de leucócitos totais, com exceção dos dias 11 e 13, 

nos quais o grupo LPS apresentou valores médios superiores (P < 0,01) aos 

apresentados pelo CON, não foi observada interferência do LPS nos demais dias do 

experimento (p = 0,29). Apesar de pouco influenciar na contagem de leucócitos totais, o 

protocolo utilizado alterou a distribuição dos diferentes tipos de leucócitos no grupo 

LPS em relação ao CON, resultando em uma menor contagem de linfócitos durante o 

período do experimento (p < 0,05), assim como de eosinófilos entre os dias 7 e 12 (p < 

0,05). Por outro lado, foi observado aumento na contagem de neutrófilos segmentados 

durante o período do experimento (p < 0,05), de bastonetes, a partir do dia 5 (p < 0,01), 

e de monócitos nos dias 7 e 13 do experimento (p < 0,01) (Gráfico 8 A-F). 

Não foi observada diferença entre as concentrações plasmáticas de AGNE e BHB 

entre os grupos CON e LPS (p>0,05). 

Monitoramento ovariano, progesterona e interferon-tau. O monitoramento 

ovariano das novilhas previamente à IA certificou a responsividades das mesmas ao 

protocolo de sincronização e confirmou que não houve alterações pré-ovulatórias. Além 

disso não foi observada diferença nos diâmetros dos corpos lúteos, durante a realização 

do experimento. 

Os níveis plasmáticos de P4 não apresentaram diferença entre os grupos estudados 

(p > 0,05), assim como os valores de INT-t apresentados pelas novilhas prenhes (p > 

0,05) (Tabela 3).  

Expressão gênica endometrial. A expressão de genes associados à adesão celular 

e ao crescimento e desenvolvimento embrionário não sofreram interferência do perfil 

pró-inflamatório induzido nas novillhas. Porém, dentre os genes asssociados à resposta 

imunológica endometrial, os genes PTX3 (p = 0,01) e IDO (p = 0,03) apresentam uma 
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expressão aproximadamente duas vezes menor, no grupo LPS em relação ao CON. 

Enquanto que o gene MX1 (p = 0,02) apresentou uma expressão cerca de três vezes 

maior no LPS, em relação ao CON (Gráfico 9). Os demais genes avaliados para 

resposta imune endometrial não foram alterados pelo perfil inflamatório induzido.  

DISCUSSÃO 

Apesar da ampla utilização do LPS na indução de resposta inflamatória, não se 

encontra na literatura um protocolo estabelecido para indução de uma resposta sistêmica 

longa e moderada, e que possa interferir no sistema reprodutivo. Desta forma, o 

protocolo LPS-B foi escolhido considerando que o mesmo, a princípio, melhor se 

adequou ao perfil pró-inflamatório longo e moderado almejado para o estudo. Neste 

sentido, será detalhada na discussão a resposta inflamatória induzida pelo protocolo 

LPS-B, a partir de então referenciado apenas como LPS, bem como sua interferência na 

expressão gênica endometrial. 

Apesar da resposta inflamatória bem caracterizada, apresentando elevados níveis 

circulantes de TNF-α, não foi oberservada alteração nos níveis de AGNE e BHB, 

diferentemente do trabalho de Steiger et al. (1999), que após infusões intravenosas de 

LPS em novilhas associou o aumento de AGNE à uma maior atividade do sistema 

nervoso simpático em resposta ao LPS, e baixos níveis de BHB à ação inibitória de 

TNF-α e IL-1 sobre a cetogênese hepática. Porém, os dados do presente estudo 

corroboram a afirmação de Yuan et al. (2013), sugerindo que o TNF-α isoladamente não 

pode ser responsabilizado pela alteração no metabolismo da glicose e de lipídios, 

devendo-se assim avaliar a variabilidade dos efeitos da inflamação sobre o metabolismo 

energético considerando o grau de mobilização de gordura (balanço energético) ao qual 

os animais estão submetidos (Minuti et al., 2015).  

O desafio intravenoso com LPS nas novilhas gerou uma resposta imunológica 

rápida e eficiente, iniciada pela produção de citocinas pirogênicas, como a IL-6 e o 



	  

	  

101 

TNF-α (Blatteis, 2007; Jackson et al., 1990), que ao ativarem o centro da febre no 

hipotálamo, foram responsáveis pela elevação da temperatura retal desde a primeira 

hora após as infusões, atingindo temperatura máxima média de 40,03ºC, quatro horas 

após. Comportamento semelhante foi observado por Jackson et al, (1990), quando vacas 

lactantes desafiadas com 100 µg de LPS i.v, apresentam temperatura retal de 40,3ºC, 

quarto horas e meia após o início do desafio. Da mesma forma observado por Carroll et 

al. (2009), que induziram um aumento de temperatura de 40,2ºC, também quarto horas e 

meia após a infusão i.v. de 2,5 µg/Kg de LPS.  

A resposta induzida pode ser melhor caracterizada pela avaliação dos níveis 

plasmáticos de TNF-α e haptoglobina durante o período experimental. O nível 

plasmático elevado de TNF-α, observado nas novilhas testadas, apontam para uma 

resposta pró-inflamatória, sob marcante influência dos macrófagos e monócitos que 

produzem ainda a interleucina-1 beta (IL1-β) e a interleucina-6 (IL-6), induzindo a 

produção hepática de proteínas de fase aguda (PFA) como a haptoglobina, proteína 

amiloide sérica A, a ceruloplasmina e a proteína C reativa (Heinrich et al., 1990). A 

liberação de citocinas pró-inflamatórias são responsáveis ainda por alterações 

hormonais, metabólicas e bioquímicas, resultando na produção de componentes 

metabólicos como as prostaglandinas, leucotrienos e o óxido nítrico, além de inúmeras 

alterações clínicas como febre, anorexia, diarréia, perda de peso, taquicardia, taquipnéia 

e depressão (Gruys et al., 2005; Eckersall et al., 2010; Elker et al., 2014).  

Dentre as PFA de importância para ruminantes, a haptoglobina se destaca como 

moderadora inflamatória, por sua interação com as células de defesa e os patógenos 

(Ceciliane et al., 2012). Seus níveis plasmáticos elevam-se consideravelmente diante de 

processos inflamatórios como mastite, pneumonia, enterite, endocardite, abcessos, além 

de infecções experimentais (Ohtsuka et al., 2001; Eckersall, 2000).  
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A forma como esta PFA se apresentou nas novilhas submetidas ao LPS, 

demonstra inicialmente uma resposta inflamatória aguda com um aumento considerável 

desde as primeiras vinte e quarto horas do início do experimento, atingindo níveis 

máximos 48 horas após a primeira infusão. De forma semelhante, Elker et al. (2014), 

observaram níveis máximos de haptoglobina, 18 horas após injeção de 0,5 µg/Kg de 

LPS intravenosa em bezerros. O aumento dos níveis plasmáticos de haptoglobina 

também pode ser observado através da infusão intramamária de LPS, como observou 

Suojala et al. (2008), vinte e quarto horas após infusão de 1.500 unidades formadoras de 

colônia. Porém, neste caso os níveis máximos foram observados apenas 60 a 68 horas 

após a infusão, considerando a necessidade de uma resposta local preceder a resposta 

sistêmica (Jackson et al.,1990). 

A dinâmica apresentada pela haptoglobina durante o período do experimento 

mostra uma diminuição  marcante dos níveis plasmáticos a partir de 72 horas após a 

primeira infusão, porém mantendo níveis moderadamente elevados até o final do 

tratamento. Esta dinâmica sugere um processo de cronificação da resposta inflamatória, 

principalmente se considerarmos o status inflamatório crônico como um aumento 

moderado, porém permanente, de citocinas e mediadores de fase aguda (Krabbe et al., 

2004).  

Mesmo considerando a dificuldade de se induzir uma resposta inflamatória 

crônica in vivo, os resultados do presente estudo podem ser comparados ao estudo 

realizado em humanos por Taudorf et al. (2004) que objetivou induzir uma resposta 

inflamatória sistêmica de baixa intensidade, por meio de infusões em bolus de baixas 

doses de LPS, e elevou em duas a dez vezes os níveis plasmáticos de citocinas, 

assemelhando-se aos níveis encontrados em processos inflamatórios crônicos em 

humanos (Erikstrup et al., 2006).  
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As avaliações leucométricas reafirmam o perfil pró-inflamatório estabelecido nas 

novilhas desafiadas, ao tempo que, a não diferenciação do número dos leucócitos totais 

entre os grupos CON e LPS, possibilita classificar como moderada a respota 

inflamatória induzida. A maior contagem de neutrófilos segmentados, observada 

durante o período do experimento no grupo LPS se dá em resposta a ação da IL-1 e do 

TNF-α na medula óssea, que é estimulada a elevar o número circulante dessas células, 

contribuindo para uma resposta imunológica eficiente (Yates e Callahan, 2014).  Porém, 

o estímulo contínuo para a produção e liberação de neutrófilos na corrente sanguínea, 

leva ao esgotamento do estoque de células maduras, e consequente aparecimento na 

corrente sanguínea dos neutrófilos jovens, os bastonetes. A neutrofilia com desvio à 

esquerda, como é conhecido o aumento na produção de bastonetes, foi observada nas 

novilhas desafiadas a partir do quinto dia do experimento, quando as novilhas já haviam 

recebido a segunda infusão de LPS.  

Por outro lado, a exemplo do que foi observado na dinâmica da haptoglobina na 

fase final do experimento, o leucograma sinaliza um processo de cronificação da 

resposta induzida, através do aparecimento dos monócitos nos dias sete e doze, 

acompanhados de quadros de linfopenia e eosinopenia. Este perfil justifica-se pela 

manutenção da resposta inflamatória, durante um período prolongado, que eleva os 

níveis de cortisol circulante, na tentativa de minimizar os danos dos mediadores 

inflamatórios nos diferentes tecidos. De acordo com Travessi e Bertoni (2009), níveis 

circulantes de glicocorticoides elevados são responsáveis pela diminuição dos níveis 

circulantes de linfócitos B, T e células natural killer, e ainda pelo quadro de 

eosinopenia. Nesse contexto, tem-se que vacas adultas após longos períodos de estresse, 

e durante um processo inflamatório ou endotoxemia, apresentam uma inversão na 

relação neutrófilo:linfócito (Nemi et al., 1993). 
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Dentre as diversas formas de relacionar as perdas embrionárias precoces com a 

produção dos mediadores inflamatórios, está a indução prematura da luteólise pela 

produção de PGF2α. Diferentes tecidos, dentre eles o endométrio, são estimulados a 

produzir PGF2α, pela ação de TNFα e da IL1-β (Hansen, et al., 2004). Porém, no 

presente estudo, mesmo com os níveis plasmáticos de TNFα apresentando valores 

crescentes, não foi observada diferença nos níveis plasmáticos de P4 entre os grupos 

CON e LPS, assim como nos diâmetros dos CLs, sinalizando que neste caso não houve 

interferência na função luteal, pelo menos até o 15º dia de gestação. Nesse contexto, 

faz-se relevante ressaltar o estudo de Skarzynski et al. (2003), que consideraram como 

dose dependente o efeito do TNFα sobre o CL, e que fatores luteolíticos importantes 

como a PGF2α e o óxido nítrico (ON) foram produzidos após a infusão de baixa dose de 

TNFα (1 µg), resultando em um ciclo estral mais curto. Porém, dose elevada desta 

mesma citocina (10 µg) resultou no prolongamento do ciclo estral, e estimulou a 

produção de P4 e PGE2 (importantes para manutenção do CL), além de inibir a secreção 

de leucotrieno C4 (LTC4), um produto importante da cascata do ácido aracdônico na via 

de síntese da PGF2α.  

Por fim, na tentativa de melhor entender o comportamento do endométrio, no 15º 

dia de gestação, diante da ação sistêmica de mediadores pró-inflamatórios, a avaliação 

da expressão gênica endometrial demonstrou não haver, neste caso, alteração na 

expressão dos genes associados a adesão celular e desenvolvimento do concepto. 

Contudo, a alteração no padrão de expressão de genes de proteínas associadas a resposta 

imunológica, como a indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), a Pentraxin-3 (PTX3) e 

proteína mixovírus resistente (MX1), que influenciados pelo IFN-t apresentam elevado 

padrão de expressão no início da gestação, pode sinalizar uma possível alteração no 

mecanismo de imunotolerância ao embrião e inviabilizar o estabelecimento do mesmo. 
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Nesse contexto, considerando o concepto um elemento semi-alogênico, o mesmo 

é protegido na fase de pré-implantação por uma regulação delicada entre as funções pró-

inflamatória e antiinflamatória materna (Walker et al., 2010; Groebner et al., 2011).  

Uma importante via antiinflamatória que auxilia na manutenção no concepto, é a 

imunossupressão das células T, principalmente sua atividade na interface materno-fetal, 

através de uma menor disponibilidade do L-triptofano (Trp) (Walker et al., 2010; 

Groebner et al., 2011). A atividade da enzima IDO é responsável pelo catabolismo do 

Trp, que diminui a disponibilidade do mesmo para as células T, e libera metabólitos (3-

OH-Kynurenine e ácido 3-OH-anthranilic) que são responsáveis pela apoptose dessas 

células. Por este motivo, o endométrio de vacas gestantes apresentam expressão do 

RNAm do IDO elevada, acompanhada de uma maior atividade enzimática, o que 

viabiliza o processo de implantação (Walker et al., 2010; Groebner et al., 2011; Cerri et 

al., 2012).  

Outra proteína importante no processo de tolerância imunológica é a PTX3, que 

segundo Nauta et al. (2003), pode atuar amplificando a resposta imune inata contra 

agente invasores e oferecer suporte ao processo de remoção de debris celulares, ou pode 

proteger determinados tecidos contra a ativação indesejada do sistema complemento. O 

pradrão elevado de expressão do gene PTX3 no endométrio gravídico de mulheres 

(Popovici et al., 2008) e de vacas no 17º dia de gestação (Cerri et al., 2012), demonstra 

a importância do mesmo na modulação da ação do sistema complemento, e a exemplo 

do IDO, torna possível a implantação embrionária.   

A expressão aproximadamente três vezes menor dos genes IDO e PTX3, 

observada nas novilhas do grupo LPS em relação ao CON, pode sinalizar uma possível 

ação dos mediadores pró-inflamatório envolvidos na respota inflamatória sistêmica, 

sobre o perfil antiinflamatório necessário para estabelecer a imunotolerância ao 

embrião. Os resultados encontrados ratificam os estudos de Walker et al. (2012) que ao 
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avaliarem a expressão gênica endometrial no início da gestação de vacas consideradas 

férteis e sub-férteis, observaram que no grupo de sub-férteis, os genes IDO e PTX3 

também foram expressos em menor quantidade do que no grupo de vacas férteis. Neste 

estudo foi observado ainda que as vacas sub-férteis apresentaram também uma menor 

expressão de genes relacionados à prevenção da luteólise, desenvolvimento e 

crescimento embrionário. 

Além da supressão de genes responsáveis pelo perfil antiinflamatório endometrial 

no início da gestação, como o IDO e PTX3, a desregulação aparente na expressão do 

MX1, expresso aproximadamente 3,5 vezes mais no grupo LPS em relação ao CON, 

fortalece a idéia de uma possível mudança no perfil imunológico endometrial. 

Fisiologicamente, sob efeito do IFN-t, ocorre uma maior expressão do MX1, conferindo 

maior proteção a infecções virais (Hansen et al., 2011) e de acordo com Racicot et al. 

(2012) o MX1 está também associado a secreção de proteína para o ambiente uterino.  

CONCLUSÃO 

O protocolo sugerido foi capaz de induzir uma resposta pró-inflamatória 

sistêmica, que apesar de efeito limitado sob a expressão gênica endometrial, apresentou 

efeito considerável sobre a transcrição de genes relacionados ao sistema imune, 

sugerindo uma possível explicação para a subfertilidade relacionadas a diferentes 

situações fisiopatológicas em vacas de leite. Conclui-se ainda que na avaliação da 

interferência de mediadores inflamatórios sobre o metabolismo energético deve ser 

considerado o estatus energético ao qual o animal está submetido.  
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 Gráficos, figuras e tabelas 

 

Figura 1. Diagrama do experimento 1; Com base nos protocolos de infusão de LPS (A e B) 

as novilhas receberam infusões em diferentes doses (µg/Kg) nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10. 

Foram realizadas colheitas diárias para dosagem de haptoglobina plasmática, além de 

análises leucométricas (L) nos dias 0, 1, 2, 5, 8, 11 e 14. De forma complementar, o 

comportamento das novilhas foi monitorado (IceTag™, IceRobotics Ltd, Midlothian, 

Scotland, UK) por 21 dias, desde o dia -7 até o 14º dia do experimento.   
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Figura 2. Diagrama do experimento 2; As novilhas receberam inicialmente 100µg de 

GnRH (Fertiline; Vetoquinol, Lavaltrie, Quebec) via intramuscular (IM), juntamente à 

aplicação do dispositivo intravaginal de P4 - CIDR (Zoetis Canada Inc., Kirkland, QC). 

Sete dias depois o CIDR foi removido e 250 µg de cloprostenol (Estrumate, PGF2α, 

MSD Animal Health Ltd., New Zealand) foi aplicado IM. Após dois dias foi 

administrada a última injeção de GnRH (IM), e a inseminação realizada após 16 horas. 

A partir do D2, as novilhas receberam seis infusões intravenosas de LPS nas dosagens 

de 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 µg/Kg, com intervalos de 48 horas. Por fim no D15 foi 

realizada a coleta de embrião e de fluido uterino, bem como a biópsia endometrial. 

 

 

 

 

 
Gráfico 1. Temperatura retal média no período de seis horas após a infusão de LPS 

intravenosa. *A e B > C (p < 0,05) e ** B = C (p = 0,062). 
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Gráfico 2. Níveis plasmáticos médios de haptoglobina durante o período do 

experimento, considerando a primeira infusão de LPS no dia 0. *A e B > C (p≤0,05); 
**A > C (p=0,05) e B > A (p=0,01); ***B > A e C (p<0,01); †B > C (p=0,05); ¥A e B = C 

(p=0,08); ∂A > C (p=0,03) e B = C (p=0,09); ƒB = C (p=0,09). 

  
3.A) *A e B > C (p<0,01); ** A > C (p=0,01) e B = C (p=0,09) 

 
 

 
3.B) * B > C (p<0,05) 
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3.C) * A e B > C (p<0,05; p<0,01); ** A > C (p<0,05) 

 
 

 
3.D) *A > C (p < 0,05); ** B > C (p < 0,01); *** A e B > C (p < 0,05) 

 
 

 
3.E) *A e B > C (p<0,05) 

 
Gráfico 3. Apresentação da dinâmica da resposta leucométrica (cel/mm3) durante o 

período experimental . (A) - Leucócitos totais; (B) - Linfócitos; (C) - Neutrófilos; (D) 

Bastonetes e (E) - Monócitos. 
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Gráfico 4.  Avaliação do comportamento das novilhas com base no tempo médio diário 

(min) que os animais permaneceram em estação (standing bout) ou deitados (lying 

bouts), durante o período do experimento (*p < 0,05). 

 

 
Gráfico 5. Temperatura retal média no período de seis horas após a infusão de LPS 

intravenosa (*p < 0.01). 

 
Gráfico 6. Níveis médios plasmáticos de haptoglobina durante o período do 

experimento, considerando o início da infusão de LPS no dia 2 (*p < 0.01). 
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Gráfico 7. Níveis plasmáticos médios de TNF-α nos dias -1, 4, 8, 11 e 13 do 

experimento, considerando o início da infusão de LPS no dia 2 (*P = 0.05; **P = 0.01; 

***P = 0.04). 

 

8.A   
 

8.B    
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8.C   
 

8.D  
  

8.E  
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8.F    
Gráfico 8. Apresentação da dinâmica da resposta leucométrica (cel/mm3) nos grupos 

CON e LPS, durante o período experimental . (A) - Leucócitos totais; (B) - Linfócitos; 

(C) - Neutrófilos; (D) - Bastonetes; (E) - Eosinófilos; (F) - Monócitos (*p=0,01; 

**p<0,05; ***p<0,01). 

 
Gráfico 9. Transcrições de genes endometriais expressos diferentemente após repetidas 
infusões de LPS (*P = 0,02, **P = 0,01 , ***P ≤ 0,03). 
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Tabela 1: Sequência dos primers para análise da transcrição realizada em amostras do 
endométrio 

Sequência	  de	  primers	  utilizados	  para	  análise	  da	  qPCR	  do	  tecido	  endometrial	  	  

Símbolo	  
do	  gene	  

Número	  de	  
identificação	   Primer	   Sequência	  do	  Primer	  

Comprimento	  
do	  produto	  

(pb)	  

GAPDH	   NM_001034034.2	  
F	   GAG	  ATC	  CTG	  CCA	  ACA	  TCA	  A	  

83	  
R	   CTT	  CTC	  CAT	  GGT	  AGT	  GAA	  GAC	  

LGALSBP3	   NM_001046316.2	  
F	   CTC	  TGT	  CTC	  CTG	  GTC	  TTT	  

127	  
R	   GGG	  ATT	  GGA	  CTT	  GGA	  GTA	  

SERPINA14	   NM_174821.2	  
F	   GAC	  AGA	  GTC	  ACC	  TCA	  GAT	  A	  

91	  
R	   CAT	  CGA	  GAA	  TAC	  CTC	  CTT	  TC	  

CLD4	   NM_001014391.2	  
F	   CCC	  TCA	  TCG	  TCA	  TCT	  GTA	  T	  

99	  
R	   CCT	  TGG	  AGC	  TCT	  CAT	  CAT	  

IDO	   NM_001101866.2	  
F	   AGC	  TAT	  GGT	  CTC	  CTT	  GAG	  

121	  
R	   GCC	  TCC	  AGT	  TCC	  TCT	  ATT	  

MSX1	   NM_174798.2	  
F	   AAG	  CAG	  TAC	  CTG	  TCC	  ATC	  

88	  
R	   GGT	  TCT	  GAA	  ACC	  AGA	  TCT	  TC	  

SPP1	   NM_174178.2	  
F	   GGA	  CTT	  CAC	  ATC	  ACA	  CAT	  AG	  

97	  
R	   CTC	  GCT	  ACT	  GTT	  GGT	  TTC	  

IL-‐10	   NM_174088.1	  
F	   GCT	  CAG	  CAC	  TAC	  TCT	  GTT	  

97	  
R	   GTT	  GGC	  AAG	  TGG	  ATA	  CAG	  

AXIN1	   NM_001191398.1	  
F	   GCC	  ATC	  TAC	  CGC	  AAA	  TAC	  

93	  
R	   CGA	  GAT	  GCA	  GTC	  CTT	  TAT	  G	  

IGLL1	   NM_001083800.1	  
F	   GGA	  AGC	  AGC	  ACG	  AAT	  ATC	  

99	  
R	   GGG	  TCG	  ATA	  CTT	  ATC	  TTC	  ATA	  G	  

TIMP2	   NM_174472.4	  
F	   GGT	  CAC	  GGA	  GAA	  GAA	  CAT	  

126	  
R	   TCC	  TCG	  ATG	  TCC	  AGA	  AAC	  

MX2	   NM_173941.2	  
F	   CCA	  ATC	  AGA	  TCC	  CGT	  TCA	  

115	  
R	   TGA	  AGC	  AGC	  CAG	  GAA	  TAG	  

TRD	   XM_603355.3	  
F	   GTC	  GCT	  TGT	  TTG	  GTG	  AAG	  

104	  
R	   CCA	  GGT	  GAG	  ATG	  GCA	  ATA	  

CDH1	   NM_001002763.1	  
F	   CTG	  AGA	  ACG	  AGG	  CTA	  ATG	  T	  

132	  
R	   GGT	  CTG	  TGA	  CGA	  CGA	  TAA	  A	  

RELN	   NM_001206458.1	  
F	   GGG	  TGT	  GCC	  AAT	  CAA	  TTC	  

100	  
R	   CTG	  GGT	  AAC	  AGC	  CTT	  CTT	  

EMMPRIN	   NM_001075371.2	  
F	   GGT	  CAC	  CAT	  CAT	  CTT	  CAT	  CTA	  

73	  
R	   AGA	  GCC	  TAT	  GTC	  TTC	  ATC	  ATC	  

LIFR	   NM_001192263.1	  
F	   GCT	  CTT	  GGA	  ATG	  GGA	  AAT	  AG	  

98	  
R	   CCA	  GAC	  TGA	  GAT	  GAG	  TTA	  CA	  

SLPI	   NM_001098865.2	  
F	   GCC	  TTG	  GAG	  ATG	  AGA	  AAC	  

96	  
R	   GGT	  CCA	  GAC	  ATT	  CAG	  TTC	  

MYL12A	   NM_001015640.2	  
F	   CAC	  CAT	  TCA	  GGA	  GGA	  TTA	  C	  

100	  
R	   GTC	  AAT	  AGG	  TGC	  TTC	  TCT	  G	  

MYH10	   NM_174834.1	  
F	   GAC	  TAC	  CAG	  CGT	  GAA	  TTA	  G	  

115	  
R	   CCT	  GCA	  ACT	  GAA	  GGA	  TTT	  
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MYH9	   NM_001192762.1	  
F	   GAC	  AAG	  AGT	  GGC	  TTT	  GAG	  

96	  
R	   GTT	  CAC	  CTT	  CAC	  CTT	  CTT	  C	  

IGHG1	   DQ452014.1	  
F	   GAC	  CCT	  CTG	  TCT	  TCA	  TCT	  

146	  
R	   GTT	  TAC	  CTC	  CAC	  GTT	  GTC	  

FDZ4	   NM_001206269.1	  
F	   GTT	  CCA	  TCT	  GGT	  GGG	  TTA	  TTC	  

106	  
R	   GCT	  GCG	  ATG	  TGG	  AAA	  TAA	  GA	  

FZD8	   XM_005214320.1	  
F	   CCT	  ATA	  TGC	  CCA	  ACC	  AGT	  TC	  

122	  
R	   CAT	  GCT	  GCA	  CAG	  GAA	  GAA	  

WNT3	   NM_001206024.1	  
F	   AGA	  AGC	  GGA	  AGG	  AGA	  AGT	  

83	  
R	   CAC	  GTC	  ATA	  GAT	  GCG	  GAT	  AC	  

AXIN2	   NM_001192299.1	  
F	   GGA	  GAA	  ATG	  CGT	  GGA	  TAC	  TT	  

103	  
R	   GTA	  GAT	  CGC	  TTT	  GGC	  TAC	  TC	  

GSK3B	   NM_001101310.1	  
F	   GGG	  TCA	  TTT	  GGT	  GTC	  GTG	  TAT	  C	  

97	  
R	   GAT	  CTG	  GAG	  CTC	  TCG	  GTT	  CTT	  A	  

GLYCAM1	   NM_174828.2	  
F	   CCT	  CTG	  CTC	  AGT	  TCA	  TCA	  GG	  

97	  
R	   TCT	  GAT	  CAC	  AAT	  TTG	  CTC	  TTT	  GG	  

SELL	   NM_001076141.1	  
F	   GGT	  GGG	  AAC	  CAA	  CAA	  ATC	  

86	  
R	   CAC	  AGT	  CCT	  CCT	  TAC	  TCT	  TC	  

WNT2	   NM_001013001.1	  
F	   TCC	  TGT	  GAC	  CCA	  AAG	  AAG	  

98	  
R	   GCA	  AAC	  TTG	  ATC	  CCA	  TAG	  TC	  

CXCL10	   NM_001046551.2	  
F	   GTG	  TAC	  CTC	  TCT	  CTA	  GGA	  ATA	  C	  

107	  
R	   GGA	  TTG	  ACT	  TGC	  AGG	  AAT	  G	  

PTX3	   NM_001076259.2	  
F	   CGC	  TGA	  TGC	  TGT	  GAT	  TTC	  

101	  
R	   CCA	  CCG	  AGT	  CAC	  CAT	  TTA	  

DKK1	   NM_001205544.1	  
F	   CCA	  TGG	  GCT	  GGA	  GAT	  ATT	  

100	  
R	   GTG	  AAG	  CCT	  GGA	  AGA	  ATT	  AC	  

MMP19	   NM_001075983.1	  
F	   ATC	  TTG	  AAC	  CTA	  CCG	  TCT	  AC	  

83	  
R	   GCC	  ACA	  TTG	  CTC	  CAA	  TAC	  

APC	   NM_001075986.2	  
F	   GAG	  CCC	  TTC	  ACA	  GAA	  TGA	  

118	  
R	   CTC	  AGG	  ATA	  CAC	  GGG	  ATA	  AG	  

FZD7	   NM_001144091.1	  
F	   GGG	  TGT	  GCC	  AAT	  CAA	  TTC	  

138	  
R	   CTG	  GGT	  AAC	  AGC	  CTT	  CTT	  

CTNNB1	   NM_001076141.1	  
F	   CCC	  TTT	  GTC	  CAG	  CAA	  ATC	  

119	  
R	   CTG	  TGT	  TCC	  ACC	  CAT	  AGA	  

MX1	   NM_1733940.2	  
F	   AGT	  CCA	  TCC	  GAC	  TAC	  ATT	  TC	  

102	  
R	   CTT	  CTT	  CTG	  CCT	  CCT	  TCT	  C	  
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Tabela 2: Os genes analisado foram agrupados de acordo com sua função no endométrio 

durante o início da gestação 

Adesão celular Sistema imunológico Desenvolvimento do concepto 

SPP1 IDO APC 

CLD4 SELL RELN 

CDH1 SLPI DKK1 

TIMP2 LIFR FZD4 

MYH10 TRD MSX1 

MMP19 MX2 AXIN2 

MYL12A MX1 WNT2 

SERPINN IL10 GSK3β 

EMMPRIN PTX3 CTNNB1 

LGALSBP3 IGHG1 - 

- CXCL10 - 
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Tabela 3. Níveis plasmáticos médios de progesterona (ng/mL) nos dias -1, 3, 6, 9 e 11, 

bem como de IFN-tau (intensidade de banda) no D15 após a IA, que não apresentaram 

diferenças entre os grupos LPS e CON. 

 LPS CON 
P-value 

Média (±) Média (±) 

P4 / D-1 0,54 (±0,63) 0,49 (±0,66)  0,95 

P4 / D 3 0,99 (±0,63) 0,91 (±0,66)  0,93 

P4 / D 6 3,67 (±0,63)  2,93 (±0,66)  0,41 

P4 / D 9 5,29 (±0,64)  5,24 (±0,66) 0,95 

P4 / D 11 7,07 (±0,65) 8,30 (±0,66) 0,19 

IFN-t 6,27 (±2,89) 10,71 (±3,08) 0,31 
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5. Capítulo II 

Avaliação de aspectos inflamatórios e metabólicos após infusão intramamária   de 

LPS em vacas em lactação 

“RESUMO INTERPRETATIVO” 
Avaliação de aspectos inflamatórios e metabólicos após infusão intramamária 

de LPS em vacas em lactação. Por Fernandes et al. As alterações metabólicas são 

responsáveis por grandes perdas na bovinocultura de leite, e ocorrem por falhas no 

manejo nutricional e sanitário. Neste sentido, o presente estudo objetivou avaliar a 

resposta inflamatória induzida por infusões intramamárias de LPS, e sua interação com 

o metabolismo energético de vacas em lactação. Com isso, foi possível observar 

evidências da alteração no perfil do metabolismo energético em vacas de leite 

associadas à resposta inflamatória, o que reforça a participação de mediadores 

inflamatórios na patogênese de alterações metabólicas comumente observadas no 

período de transição. 
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Avaliação de aspectos inflamatórios e metabólicos após infusão intramamária de 
LPS em vacas em lactação 
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Avaliação de aspectos inflamatórios e metabólicos após infusão intramamária de 
LPS em vacas em lactação 

O objetivo deste estudo foi avaliar a influência da resposta inflamatória, induzida 

pela infusão intramamária de LPS, nos parâmetros metabólicos a partir da análise dos 

ácidos graxos livres (AGNE) e do β-hidroxibutirato (BHB).  Para tanto, 20 vacas em 

lactação foram divididas aleatoriamente em grupos CON (n=10), submetido a duas 

infusões de soluçõe salinas estéreis, e LPS (n=10), o qual recebeu 25 µg LPS diluídos 

10 mL de solução salina. Nos dias de infusão, a temperatura reticular foi avaliada 

durante 14 horas a partir do momento da infusão. Foram colhidas amostras de leite para 

avaliação da produção diária e análise da CCS entre os dias 4 e 14. Além disso, para a 

análise da haptoglobina, TNF-α, AGNE e BHB foram obtidas amostras sorológicas nos 

dias 1, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 14 e 15. Com isso, foi possível observar sinais da resposta local 

já nas primeiras dez horas após a infusão, a partir do aumento da CCS no grupo LPS 

(P<0,0001). Foi observada ainda queda acentuada na producão leiteira após o desafio 

com LPS (P<0,05). A resposta sistêmica foi evidenciada inicialmente pelo aumento da 

temperatura reticular média do grupo LPS nas duas infusões em relação ao CON 
                                                
2Corresponding author: R.L.A Cerri, Faculty of Land and Food Systems, University of 
British Columbia, Vancouver V6T 1Z4, Canada. Tel.: +1-604-822-5056; Fax: +1-604-
822-6394, E-mail address: ronaldo.cerri@ubc.ca	  
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(P<0,005), atingindo índices máximos entre 8 e 7 horas após as infusões. 

Adicionalmente, apesar de não observada alteração nos níveis sorológicos de TNF-α 

(P>0,05), o aumento da concentração de haptoglobina no grupo LPS (P<0,0001) 

demonstra o envolvimento sistêmico na resposta inflamatória induzida, através da 

participação do metabolismo hepático na produção das PFA. Na avaliação dos 

parâmetros metabólicos o grupo LPS apresentou valores elevados de AGNE no dia 9 

(P<0,05) e de BHB também no dia 9 (P<0,05) e 10 (P=0,05), o que sugere a indução de 

uma reposta lipolítica, porém, com menor intesidade do que esperado. Desta forma, 

considerando a resposta inflamatória induzida pelo LPS intramamário, foi possível 

observar evidências da relação da resposta inflamatória com o metabolismo energético 

de vacas em lactação, o que reafirma a participação de mediadores inflamatórios na 

fisiopatogenia de enfermidades metabólicas em vacas de leite e apontam para a 

necessidade de maiores esclarecimentos acerca da pacrticipação de diferentes 

mediadores inflamatórios e metabólitos nestas enfermidades.  

Palavras-chave: Proteínas de fase aguda, inflamação, BHB, AGNE. 

INTRODUÇÃO 

As bactérias gram-negativas são comumente relacionadas às doenças infecciosas 

na produção de ruminantes, causando infecções gastrointestinais, pulmonares, 

septicemias neonatais, e ainda metrite e mastite (Waldron et al., 2003; Radostits et al., 

2007), o que compromete o desempenho da produção leiteira. Além disso, estudos 

sugerem os efeitos negativos da inflamação sobre o metabolismo energético, uma vez 

observada a estreita relação da mesma com a síndrome do fígado gorduroso e com 

comprometimento da atividade metabólica do fígado, com consequências ainda sobre a 

fertilidade, considerando o comprometimento do metabolismo dos hormônios esteróides 

(Ametaj et al., 2005; Bradford et al., 2009; Zabeli et al., 2015).  
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Os sinais clínicos oriundos da infecção por bacterias gram-negativas ocorrem 

principalmente pela interação entre o sistema imunológico do hospedeiro e o 

lipopolissacarídeo (LPS), um importante constituínte da parede bacteriana considerado 

uma endotoxina (Steiger et al., 1999). Dentre as primeiras células que mediam a 

resposta à nível sistêmico, e alteram o perfil imunológico, estão os macrófagos 

hepáticos, ou células de kupffer, que induzem a produção de diversas citocinas como o 

fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina-1 (IL-1), e IL-6. Desta forma, o 

metabolismo hepático é um importante mediador da resposta inflamatória, uma vez que 

o fígado é responsável por filtrar as toxinas produzidas em locais de inflamação, como 

por exemplo o LPS proveniente do útero ou da glândula mamária, produzindo a 

resposta de fase aguda (Ametaj et al., 2005), uma resposta inespecífica carcacterizada 

pela produção das proteínas de fase aguda como por exemplo a haptoglobina e a serum 

amiloide A (Ceciliane et al., 2012).  

A resposta inflamatória está relacionada ainda às alterações no metabolismo 

energético, bem como à diminuição da consumo de matéria seca (CMS), o que pode 

agravar o balanço energético negativo, observado sobretudo no período de transição 

(Waldron et al., 2003; Plaizier et al., 2008). Durante uma resposta de fase aguda podem 

ser observadas alterações no metabolismo dos lipídios e da glicose, como o aumento na 

taxa de lipólise, seguido do aumento plasmático dos níveis de ácidos graxos não-

esterificados (AGNE), e um expressivo aumento da glicemia em um primeiro momento 

da resposta aguda, seguido por um período de hipoglicemia  (Kushibiki et al. 2000; 

Jiang et al., 2008). Estudos in vivo demonstraram que a exposição de vacas a citocinas 

pró-inflamatórias, como o interferon-α (via oral) e o TNF-α (subcutâneo), resultaram 

respectivamente em elevados níveis plasmáticos de corpos cetônicos duas semanas 

antes do parto e no acúmulo de triglicerídeo hepático no final da lactação (Bradford et 

al., 2009; Trevesi et al., 2009). Adicionalmente, foram observados efeitos negativos na 
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expressão de importantes genes hepáticos relacionados à produção de glicose, o que 

pode expor vacas em lactação a um quadro de hipoglicemia, resultando em mobilização 

da gordura corpórea e inevitavelmente, a elavdos níveis de AGNE e aumento na 

produção de corpos cetônicos pelo fígado, à exemplo do o beta-hidroxibutirato (BHB) 

(Jiang et al., 2008; Bradford et al., 2009). Desta forma, a literatura sugere a resposta 

inflamatória como possível agente precuror de alterações metabólicas como a cetose e a 

lipidose hepática, duas importantes manifestações clínicas de grande impacto na 

pecuária leiteira. 

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a resposta inflamatória induzida por 

infusões intramamárias de LPS, e sua interação com o metabolismo energético de vacas 

em lactação. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi realizado no centro de educação e pesquisa em gado de leite 

da Universidade da Columbia Britânica, em Agassiz, Canadá (Dairy Education and 

Research Centre at the University of British Columbia), de acordo com as práticas 

preconizadas pelo Canadian Animal Care Council (CACC, 2009), e aprovado pelo 

comitê local de bem-estar animal. 

Animais e delineamento experimental.  

Foram utilizadas 20 vacas da raça Holandesa em lactação, primíparas e 

multíparas, apresentando no início do experimento em média 62 dias em lactação (±7). 

As mesmas eram ao submetidas ao sistema de free stall com camas de areia, ordenhadas 

duas vezes ao dia com uma produção média de 35 Kg de leite por vaca por dia. O 

manejo nutricional da fazenda não foi alterado para a realização do experimento, 

estando em conformidade com o que é preconizado pelo conselho nacional de pesquisa 

aplicado no Canadá (National Research Council - NRC, 2001), para atender às 
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necessidades dos animais com base no período da lactação. Os animais eram 

alimentados duas vezes ao dia (manhã e tarde), recebendo dieta composta por silagem 

de milho, silagem de capim e feno, sendo oferecidos ainda grãos como fonte protéica e 

vitaminas e minerais. Além disso, os animais possuiam livre acesso à água. 

De forma a homogeneizar os animais utilizados, e considerando que os mesmos 

estavam sendo normalmente sincronizados e inseminados, foi considerado o D0 (dia da 

inseminação) o início do experimento, e a partir daí os animais foram inseridos 

aleatoriamente nos grupos controle (CON) e LPS, e receberam infusões intramamárias 

após a ordenha matinal nos dias 5 e 10, por meio de uma cánula intramária estéril 

(Figura 1). O grupo CON recebeu duas infusões de 10 mL de solução salina estéril, ao 

tempo que os animais LPS receberam duas infusões de 10 mL da mesma solução salina 

contendo 25 µg de LPS de E. coli cepa 0111:B4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).  

Como critério de inclusão dos animais no experimento foi utilizada a CCS, 

exigindo-se valores < 200.000 cel/mL nas avaliações que antecederam o início das 

análises, além da exigência da não apresentação de sinais clínicos de mastite e não 

terem sido tratados para mastite nos 30 dias que antecederam o início do experimento. 

Além disso animais com elevados níveis de haptoglobina e AGNE antes do início das 

infusões não foram inseridos nas análises. 

Avaliação da temperatura corpórea.  

Após as infusões realizadas nos dias cinco e 10 do experimento a temperatura 

corpórea foi monitorada durante 14 horas através de um sensor reticular de temperatura 

(TempTrack®, DVM Systems, LLC, Greeley, CO) inserido no retículo de por via oral. 

O mesmo apresentava estrutura cilíndrica com 95 mm por 23 mm de dimensão. A 

leitura do sensor ocorria quando o animal deixava a sala de ordenha, ao passar por um 

leitor fixo, e as informações eram então enviadas para um computador central para 
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futuras análises, sendo possível identificar um aumento de 0,8°C na temperatura basal 

do animal (Adams et al., 2013). 

Colheita e análise de amostras de leite e de sangue 

Durante o período experimental as amostras de leite foram colhidas no D1, D4 e 

D5 pela manhã (AM) com o objetivo de avaliar a CCS antes do início das infusões, e 

em seguida para avaliar os efeitos do LPS foram colhidas amostras no D5/PM (10 horas 

após a 1ª infusão), no D6/AM (24 horas após a 1ª infusão), D6/PM (34 horas após 1ª a 

infusão), no D9/AM (24 horas antes da segunda infusão), D10/AM (momento antes da 

2ª infusão), D10/PM (10 horas após a 2ª infusão), D11/AM (24 horas após a 2ª infusão), 

D11/PM (34 horas após a 2ª infusão) e D14 (quatro dias após a segunda infusão).  

As amostras de sangue foram colhidas através da veia coccigea medial, em tubos 

vacutainer de 10 mL sem EDTA (Becton & Dickinson Vacutainer systems, Rutherford, 

NJ). As mesmas foram obtidas após as ordenhas matinais, em seguida centrifugadas à 

2.000 g por 15 min para obtenção do soro e posteriormente armazenado a -20ºC. As 

alíquotas sorológicas foram submetidas ao ELISA para a determinação das 

concentrações de haptoglobina (dias 0, 1, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 14, 15), de TNF-α (dias 0, 4, 

5, 6, 9, 10, 11, 15) e de parâmetros relacionados ao metabolismo energético (dias 4, 5, 

6, 9, 10, 11 e 14), . 

Os níveis sorológicos de haptoglobina foram determinados através do Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay (ELISA), com base na formação do complexo 

haptoglobina-hemoglobina, estimando a diferença de atividade de peroxidase no plasma 

(Makimura e Suzuki, 1982). A reação colorimétrica foi avaliada através do leitor de 

ELISA (Gemini™ EM; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) configurado para 

leitura de comprimento de onda de 450 nm. A concentração sorológica do TNF-α foi 

determinada utilizando o kit de ELISA para TNF-α bovino (RayBio®, Gerorgia, USA), 
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que se aplica à avaliação quantitativa destea citocina em plasma e soro bovino, com 

leitura realizada à 450 nm. A avaliação dos parâmetros metabólicos foi realizada com 

base na análise dos níveis sorológicos, ácidos graxos não-esterificados (AGNE) e β-

hidroxibutirato (BHB). Foi realizado ensaio enzimático colorimétrico para a 

quantificação de AGNE (HR Series AGNE-HR, WAKO Diagnostics, Mountain View, 

CA), com base na reação de acilação da coenzima A (CoA) que resulta em um produto 

de cor púrpura mensurado colorimetricamente à 550nm. A quantificação do BHB foi 

realizada por meio de reações de enzima acoplada (β-Hydroxybutyrate Assay Kit, 

Sigma-Aldrich, St Louis, MO) resultando em produtos colorimétricos identificados à 

450nm, proporcional à quantidade de BHB presente na amostra. 

Análises estatísticas.  

O procedimento Univariate do software estatístico SAS versão 9.3 (SAS/STAT, 

SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) foi utilizado para avaliar os dados quanto a sua  

normalidade, e quando necessário foi realizada a transformação logarítimica (log). 

Medidas repetidas foram analizadas utilizando o procedimento Mixed também do SAS.  

RESULTADOS 

Os animais desafiados com infusões intramamárias de LPS, em relação ao grupo 

controle, apresentaram uma menor produção leiteira após o início das infusões (p<0,05). 

Durante o período experimental os animais desafiados produziram em média 5L de leite 

por dia a menos do que os animais controle, sendo observado os menores valores nos 

dias 6, 7, 11 e 13, com com produção média diária de 27 L. Neste  mesmo período, o 

grupo CON apresentou uma produção média diária de 34 L (Gráfico 1). Na avaliação da 

CCS, após a transformação logarítimica dos dados, foi observada diferença entre os 

grupos LPS (1.816 x103 cel/mL) e o grupo controle (201 x x103 cel/mL). 

Adicionalmente, a CCS apresentou dinâmica semelhante após ambas as infusões, 
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demonstrando aumento significativo 10 horas após às infusões (p<0,0001), e 

manutenção dos valores elevados em relação ao grupo CON por pelo menos 34 horas. A 

avaliação quatro dias após os desafios demonstrou o reestabelecimento dos valores 

normais na CCS (Gráfico 2).  

O monitoramento da temperatura reticular após as infusões de LPS demonstrou 

variação significativa (P<0,005) entre os grupos CON e LPS. Esta variação foi 

observada seis horas após a primeira infusão (CON = 39,5ºC e LPS = 40,7ºC) (Gráfico 

3.A), ao passo que após a segunda infusão o aumento de temperatura foi observado já a 

partir de três horas (CON = 39,6ºC e LPS = 40,7ºC) (Gráfico 3.B). Os valores máximos 

observados ocorreram entre sete e oito horas após as infusões, atingindo em média 

40,8ºC. Sobre os níveis sorológicos de haptoglobina foram observados valores elevados 

no grupo LPS 24 horas após a primeira infusão (P<0,0001), com a manutenção dos 

valores elevados nos dias 9, 10, 11, 14 e 15 (Gráfico 4). Contudo, na análise dos valores 

sorológicos de TNF-α não foi observeda diferença (P>0,05) entre os grupos CON e LPS 

(Tabela 1). 

Na avaliação dos parâmetros metabólicos não foi observado efeito do tratamento 

sobre os níveis de AGNE entre os grupos, porém, no dia nove os animais desafiados 

apresentaram elevada concentração em relação ao grupo controle (P<0,05) (Gráfico 5). 

Os níveis sorológicos de BHB apresentaram-se elevados no grupo LPS (10,3 mg/dL) 

em relação ao controle (8,3 mg/dL) (P<0,05). A exemplo do AGNE, o BHB apresentou 

valores elavados em relação ao grupo controle (P<0,05) no dia nove no dia dez (P=0,05) 

(Gráfico 6). Adicionalmente, o grupo LPS apresentou valores numericamente superiores 

desses metabólitos após o início do desafio. 

DISCUSSÃO 

Os resultados referentes à produção leiteira e a contagem de células somáticas 

evidenciam a ocorrência da resposta inflamatória local após as infusões, caracterizando 
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o impacto da mastite na produtividade de vacas de leite. Os valores da CCS 

assemelham-se aos dados apresentados por Rainard e Paape (1997), que ressaltam ainda 

o marcante aumento após a infusão intramamárias de LPS, apesar da baixa concentração 

circulante de TNF-α, a exemplo do que foi observado no presente estudo. Também 

Leean Suojala et al. (2008) observaram aumento na CCS após desafiarem vacas com 

Escherichia coli por via intramamária, porém com contagem superior à 24 x106 cel/mL 

e por um período maior do que observado no presente estudo, o que sugere uma 

variação na amplitude da resposta a depender do mediador utilizado na infusão. A 

expressiva migração de leucócitos para a glândula mamária, responsável pelo aumento 

súbtido da CCS, representa uma importante fase da ativação da resposta imune inata 

diante de bactérias gram-negativas, que se dá pela interação direta entre o LPS e os 

receptores CD14 das membrana dos neutrófilos (Leean Suojala et al., 2008).  

O aumento da temperatura reticular nas vacas do grupo LPS demonstra a 

interação entre os mediadores inflamatórios e o SNC, interferindo no controle 

hipotalâmico da termorregulação. Neste sentido, citocinas pirogênicas como a IL-1, IL-

6 e o TNF-α apresentam em comum a mesma via de sinalização que resulta na ativação 

do fator nuclear κB (FNκB), consequentemente na expressão da cicloxigenase-2 (COX-

2) e por fim na produção da PGE2. Elevados níveis de PGE2 na região do hipotálamo 

denominada órgão vascular da lâmina terminal (organum vasculosum laminae 

terminalis - OVLT) eleva a liberação de neurotranmissores e cAMP, ativando neurônios 

termossensíveis e causando ainda alterações comportamentais (Dinarello, 2004; 

Ceciliani et al., 2012). Além da atuação direta das citocinas, os receptores de membrana 

do tipo toll (Toll-like receptors - TLR), que utilizam a mesma área de sinalização 

citoplasmática dos receptores de IL-1, também participam de forma ativa no estímulo à 

produção de PGE2, e consequentemente na termorregulação à nível de hipotálamo (Gay 

e Keith, 1991). 
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O comportamento dos níveis sorológicos da haptoglobina (Hp) sinaliza para a 

atividade dos macrófagos e monócitos na glândula mamária, que ao interagirem com o 

LPS produzem as citocinas pró-inflamatórias responsáveis pela atração dos neutrófilos 

para o local da inflamação, assim como pelo estímulando hepático à resposta de fase 

aguda (RFA) (Burverick et al., 2003). A resposta inflamatória sistêmica, bem como o 

estímulo hepático à produção de proteínas de fase aguda (PFA), tem sido associados à 

absorção de citocinas para a circulação, e não necessariamente ao extravasamento de 

LPS da glândula mamária (Kushibiki et al., 2003). Neste sentido, Minuti et al. (2015) 

correlaciona a ativação do sistema imune diante do LPS não apenas à resposta local na 

glândula mamária, mas também ao metabolismo hepático que resulta na RFA e na 

alteração do metabolismo de lipídios. 

A ação das citocinas pró-inflamatórias no estímulo da produção das proteínas de 

fase aguda (PFA) no fígado, se dá por diferentes vias. A IL-6 estimula a fosforilação do 

fator de transcrição de IL-6 que é então transportado ao núcleo celular, onde direciona a 

transcrição dos genes associados à resposta de fase aguda (RFA). Por outro lado, a IL-1 

e o TNF-α atuam degradando o elemento inibidor (IκB) do fator nuclear de transcrição 

(NFκB), resultando na ativação dos genes da RFA no núcleo celular (Jensen e 

Whitehead, 1998; Eckersall, 2000). Há indícios de que aumento na produção de TNF-α 

pelos macrófagos da glândula mamária, em reposta ao LPS, são os responsáveis pelo 

aumento dos níveis séricos do mesmo através do estravazamento para a corrente 

sanguínea, considerando o aumento da permeabilidade na glândula mamária (Hoeben et 

al. 2000). Porém, contraditoriamente, Lehtolainen et al. (2004) desafiaram vacas com 

LPS (100µg/5mL) intramamário e não observaram alteração níveis séricos desta 

citocina, apesar da elevada concentração da mesma no leite e do aumento de proteínas 

de fase aguda no sangue e no leite, o que sugere a existência do estímulo à produção de 

PFA mesmo sem alteração nos níveis sistêmicos de TNF-α. De forma complementar e 
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semelhante aos resultados do presente estudo, Ohtsuka et al. (2001) demonstraram que 

vacas com mastite, naturalmente infectadas, apresentaram elevados níveis séricos de 

Hp, sem alteração nos níveis sérico de TNF-α, porém com elevados níveis de IL-1, o 

que ratifica o importante papel desenvolvido também pela IL-1 na RFA. Neste sentido, 

considerando a importância do TNF-α na resposta inflamatória inicial do hospedeiro, 

que induz a produção de IL-1, IL-6 e IL-8 auxiliando no processo de migração das 

células polimorfonucleares, e ainda a importância da IL-8 que pode ser produzida 

mesmo na ausência do TNF-α, a interação entre as citocinas pró-inflamatórias e seus 

reflexos na fisiopatologia da mastite necessitam de mais estudos. 

Além da participação na produção de mediadores da RFA, o fígado desenvolve 

ainda papel fundamental no equilíbrio metabólico de vacas de leite, sobretudo no início 

da lactação (Minuti et al., 2015), período no qual há uma maior susceptibilidade a 

alterações metabólicas devido à elevada demanda energética. Nesse contexto, 

considerando que a homeostase energética depende de processos como a lipólise e a 

oxidação de ácidos graxos livres (AGNE), os níveis circulantes de metabólitos como 

AGNE e BHB podem auxiliar na avaliação do status energético desses animais. A 

dinâmica apresentada pelos níveis circulantes de AGNE e BHB no presente estudo 

possibilita considerar a alteração no metabolismo energético dos animais desafiados, 

porém, de forma menos expressiva do que imaginado inicialmente, provavelmente 

minimizada pela queda acentuada na produção leiteira dos animais do grupo LPS, o que 

diminuiu a demanda energética desses animais, ou ainda pela magnitude da respospa 

inflamatória induzida. Considerando ainda que o aumento de BHB nestes casos ocorre 

principalmente em consequência à elevada taxa de oxidação do ácidos graxos livres, os 

valores de AGNE observados no dia 9 podem ter sido precedidos por valores elevados 

também nos dias 7 e/ou 8.   
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Apesar de não observada alteração nos níveis sorológico de TNF-α, considerado 

um dos primeiros imunomoduladores da RFA e um importante mediador das alterações 

metabólicas (Bradford et al., 2009), as vacas desafiadas evidenciaram mudanças no 

metabolismo energético. Contraditoriamente às afirmações que associam elevados 

níveis de AGNE ao aumento na concentração sistêmica de TNF-α, estudos sinalizam 

para a ocorrência de alterações metabólicas previamente a mudanças nas concentrações 

sistêmicas de TNF-α, o que sugere um estímulo a partir da produção local de citocinas 

pró-inflamatórias (Martinet et al., 1988; Miller et al., 1997). A ação local de citocinas 

como o TNF-α e a IL-1 estimulam a produção de IL-6, outro importante mediador da 

resposta sistêmica (Miller et al., 1997), que ativa o sistema nervoso simpático, 

resultando no aumento da concentração de ACTH, cortisol e catecolaminas, importantes 

mediadores da resposta lipolítica (Steinger et al., 1999). A princípio o aumento dos 

níveis de AGNE e BHB sinaliza para uma maior demanda energética que resulta em 

mobilização de triglicerídeos na tentativa de preservar nutrientes escassos como a 

glicose e os aminoácidos (Peel e Bauman, 1987; Kushibiki et al., 2003), porém, a longo 

prazo a manutenção desta resposta pode predispor a enfermidades metabólicas.  

Uma vez excedida a capacidade hepática de oxidação do AGNE em CO2, observa-

se uma maior taxa de re-esterificação dos ácidos graxos produzindo triglicerídeos 

(TGA), assim como um elevada taxa de oxidação dos ácidos graxos e produção de 

Acetil-CoA. Os triglicerídeos são re-esterificados e transportados como liproteínas de 

baixo peso molecular (VLDLs), porém, os ruminantes possuem uma lenta taxa de 

remoção de VLDL do fígado, fazendo com que esta via de eliminação do AGNE 

facilmente se exceda, ocorrendo o acúmulo de triglicerídeo hepático e predispondo a 

ocorrência da lipidose hapática (Oetzel, 2007; Grummer, 2008). O aumento na produção 

do Acetil-CoA também reflete a sobrecarga no metabolismo hepático, e neste caso pode 

resultar em uma produção de acetil-CoA maior do que a capacidade de aproveitamento 
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do mesmo pelo ciclo de Krebs, resultando na sua conversão em corpos cetônicos 

(acetoacetato, β-hidroxibutirato e acetona), o que evita seu acúmolo na circulação 

(Sugden et al., 2001). Apesar de ser utilizado como fonte de energia por importantes 

tecidos, o excesso de corpos cetônicos pode afetar negativamente o comportamento e o 

desempenho dos animais, e predispor à ocorrência da cetose bovina. 

Nesse sentido, os elevados valores de BHB apresentados pelos animais do grupo 

LPS em relação ao CON, sugerem a saturação do metabolismo hepático e o 

comprometimento da completa oxidação do AGNE em acetil-CoA (Bell, 1995). Esse 

resultado confronta os dados apresentados por Steiger et al. (1999) e Waldron et al. 

(2003), que após infusão de LPS durante 100 min (1mL/min) observaram baixos valores 

de BHB associados ao aumento de AGNE. Nestes casos, os baixos níveis de BHB 

foram associados à redução da cetogênese hepática pela ação de citocinas, à diminuição 

da cetogênese ruminal, e ainda à possibilidade da utilização dos corpos cetônicos como 

fonte de energia no momento em que considerável parcela da glicose está 

disponibilizada para o sistem imune (Waldron et al., 2006). Nesse contexto, 

considerando que as alterações metabólicas frente ao LPS são dose-dependentes 

pressupõe-se que a dose única utilizada por Steiger et al. (1999) e Waldron et al. (2006), 

não foi suficiente para transpor esse que parecer ser o primeiro comportamento do BHB 

após o desafio com LPS, o qual precede a fase de saturação do ciclo de Krebs na 

utilização do acetil-CoA.  

Por fim, ao admitir a co-participação de mediadores inflamatórios na ocorrência 

do BEN, a presença dos mesmos no período de transição pode predispor importantes 

afecções comumente observadas neste período. Nesse contexto, níveis elevados de 

AGNE foram recentemente associados à ocorrência de hipocalcemia pós-parto, retenção 

de placenta e do deslocamento de abomaso, (Adewuyi et al., 2005; Klevenhusen et al., 

2015), havendo ainda indícios da participação do BHB na imunossupressão associado 



	  

	  

139 

ao BEN, uma vez que o mesmo foi associado à diminuição da atividade neutrofílica 

(Grinberg et al., 2008). Desta forma, reafirma-se que as consequências de processos 

inflamatórios, ocorrendo sobre tudo no período de transicão, devem ser compreendidos 

de forma ampla e associados a distúrbios fisiopatológicos, à queda da produção e ao 

menor desempenho reprodutivo de vacas de leite. 

CONCLUSÃO 

O protocolo utilizado induziu uma resposta inflamatória local, evidenciada pelo 

aumento na CCS e pela acentuada queda na produção leiteira, assim como uma resposta 

inflamatória sistêmica, caracterizada pelo aumento nas concentrações sorológicas de 

haptoglobina. Foi possível observar a interferência da resposta inflamatória no 

metabolismo energético, porém, ressalta-se que a queda na produção leiteira pode ter 

minimizado os efeitos da inflamação sobre este metabolismo. Por fim, os resultados 

reafirmam a participação de mediadores inflamatórios na fisiopatogenia de 

enfermidades metabólicas em vacas de leite e apontam para a necessidade de maiores 

esclarecimentos acerca da pacrticipação de diferentes mediadores inflamatórios e 

metabólitos nestas enfermidades.  
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Gráficos, figuras e tabelas 
 

 
Figura 1. Organograma experimental (IA - Inseminação artifical;  - Infusões 
intramamária de LPS (25 µg em 10mL) e solução salina estéril (10 mL);  - Colheita 
de leite para avaliação da produção diária e CCS;  - Colheita de amostras 
sorológicas). 
 
 

 
Gráfico 1. Produção leiteira durante o período experimental após infusões 
intramamárias de LPS realizadas nos dias 5 e 10  (*P<0,05). 
 
 
 

 
Gráfico 2. Contagem de células somáticas (CCS) nos grupos LPS e controle durante o 

período experimental (*P<0,001).  
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Gráfico 3. Avaliação das infuses intramamárias de LPS (25 µg de LPS de E. coli cepa 
0111:B4) realizadas no dia 5 (A) e no dia 10 (B) (*P<0,05; **P<0,001; ***P<0,005). 
 
 
 
 
 
 
 



	  

	  

146 

 
Gráfico 4. Concentração sorológica de haptoglobina durante o período experimental 

(*P<0,005). 

 

 

 
Gráfico 5. Concentração sorológica de ácidos graxos não-esterificados (AGNE) nos 

grupos LPS e controle (*P<0,05). 
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Gráfico 6. Concentração sorológica de β-hidroxibutirato (BHB) nos grupos LPS e 

controle (*P<0,05; **P=0,053). 

Tabela 1. Concentração sorológica de fator de necrose tumoral (TNF-α) nos grupos LPS 

e controle. 

Dias	  
Controle	   LPS	  

P-‐value	  Média	  
(ng/mL)	   S	   Média	  

(ng/mL)	   S	  

0	   0.534	   0.158	   0.513	   0.230	   0,76	  
4	   0.745	   0.704	   0.520	   0.234	   0,36	  
5	   0.716	   0.631	   0.456	   0.160	   0,17	  
6	   0.730	   0.640	   0.443	   0.139	   0,15	  
9	   0.657	   0.548	   0.453	   0.139	   0,35	  
10	   0.652	   0.479	   0.450	   0.140	   0,28	  
11	   0.640	   0.443	   0.404	   0.118	   0,12	  
15	   0.668	   0.431	   0.447	   0.131	   0,17	  

 
 
 
 
 

 


