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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da resposta inflamatoria na expressdo génica endometrial e
no metabolismo energético em novilhas e vacas. Inicialmente, foi estabelecido um
protocolo para inducdo de um perfil pro-inflamatério sistémico, com base em multiplas
infusdes de LPS. Posteriormente, 22 novilhas foram sincronizadas, inseminadas (DO0) e
divididas em grupo controle (sol. salina) e LPS, iniciando as infusdes no D2. O grupo LPS
recebeu infusdes intravenosas (IV) de solugdo salina + LPS (0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25
mg/Kg). Além da avaliagdo da temperatura retal, foram analisadas as concentragdes
plasmaticas de TNF-o, haptoglobina (Hp), progesterona, AGNE, e BHB, além das
avaliagdes leucométricas. No D15, foram realizadas as bidpsias endometriais, € posterior
andlise por qRT-PCR de genes relacionados ao adesdo celular, sistema imunologico e
desenvolvimento embriondrio. As infusdes de LPS estabeleceram um perfil pro-
inflamatorio caracterizado pelo aumento da temperatura (P<0,05), dos niveis de TNF-a
(P=0,05) e de Hp (P<0,01), além de alteracdo na contagem diferencial de leucocitos. Nao
foi observada altera¢do nos pardmetros metabolicos. Em relagdo ao grupo controle, o grupo
LPS apresentou menor expressao de IDO (P=0,04; fold=0,48) e PTX3 (P=0,01; fold=0,38),
e uma expressdo elevada de MX1 (P=0,02; fold=2,85). Em um segundo trabalho, para
avaliar a influéncia da resposta inflamatdria sobre o metabolismo energético de vacas em
lactacdo, 20 vacas foram divididas em grupos controle (10 mL sol. Salina) e LPS (25 ng
LPS/10 mL sol. salina). Foi avaliada a contagem de células sométicas (CCS), a produgao
leiteira, temperatura reticular, além dos niveis sorologicos de Hp, TNF-a, AGNE ¢ BHB.
No grupo LPS foi observado o aumento da CCS (P<0,0001), queda da producao (P<0,05),
além do aumento da temperatura reticular (P<0,005) e aumento da concentragdo 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 realizagdo dos presentes trabalhaos conclui-se
inicialmente o protocolo utilizado no primeiro trabalho induziu um marcante perfil pro-
inflamatorio, porém, com limitado efeito na expressdo do gene relacionados ao sistema
imunitario, o que sugere uma possivel explicacdo para a sub-fertilidade relacionadas a
alteracdes fisiopatoldgicas em vacas leiteiras. Adicionalemnte, considerando a resposta
inflamatoria induzida pelo LPS intramamario, foi possivel observar evidéncias da relagao
da resposta inflamatéria com o metabolismo energético de vacas em lactacdo, e reafirmar a
participagdo de mediadores inflamatorios na fisiopatogenia de enfermidades metabolicas
em vacas de leite.

Palavras chave: Haptoglobina, inflamagao, TNF-a, 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-a, 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-a (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-a, 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-a, Endometrial genes, BHB, AGNE.
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Capitulo I

Diagrama do experimento 1: Com base nos protocolos de infusdo de
LPS (A e B) as novilhas receberam infusdes em diferentes doses
(ng/Kg) nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10. Foram realizadas colheitas diarias
para dosagem de haptoglobina plasmatica, além de andlises
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 14° dia do experimento.

Diagrama do experimento 2; As novilhas receberam inicialmente
100pg de GnRH (Fertiline; Vetoquinol, Lavaltrie, Quebec) via
intramuscular (IM), juntamente a aplicacao do dispositivo intravaginal
de P4 - CIDR (Zoetis Canada Inc., Kirkland, QC). Sete dias depois o
CIDR foi removido e 250 pg de cloprostenol (Estrumate, PGF,,, MSD
Animal Health Ltd., New Zealand) foi aplicado IM. Apd6s dois dias foi
administrada a tultima inje¢do de GnRH (IM), e a inseminagdo
realizada apds 16 horas.

Temperatura retal média no periodo de seis horas apds a infusdo de
LPS intravenosa. *A e B> C (p <0,05) e ** B=C (p = 0,062).

Niveis plasmaticos médios de haptoglobina durante o periodo do
experimento, considerando a primeira infusio de LPS no dia 0. "A ¢ B
> C (p<0,05); "A > C (p=0,05) ¢ B > A (p=0,01); "B > A e C
(p<0,01); "B > C (p=0,05); *A ¢ B = C (p=0,08); °A > C (p=0,03) ¢ B =

C (p=0,09); /B = C (p=0,09).

Apresentagdo da dinamica da resposta leucométrica (cel/mm’) durante
o periodo experimental . (A) - Leucdcitos totais; (B) - Linfocitos; (C) -
Neutrofilos; (D) Bastonetes e (E) - Mondcitos.

Avaliagdo do comportamento das novilhas com base no tempo médio
diario (min) que os animais permaneceram em estacdo (standing bout)
ou deitados (lying bouts), durante o periodo do experimento.

Temperatura retal média no periodo de seis horas apds a infusdo de
LPS intravenosa (*P<0.01).

Niveis médios plasmaticos de haptoglobina durante o periodo do
experimento, considerando o inicio da infusdo de LPS no dia 2
(*P<0.01).
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Niveis plasmaticos médios de TNF-a nos dias -1, 4, 8, 11 e 13 do
experimento, considerando o inicio da infusdo de LPS no dia 2 (*P =
0.05; **P = 0.01; ***P = 0.04).

Apresentagio da dindmica da resposta leucométrica (cel/mm’) nos
grupos CON e LPS, durante o periodo experimental . (A) - Leucocitos
totais; (B) - Linfocitos; (C) - Neutréfilos; (D) - Bastonetes; (E) -
Eosinéfilos; (F) - Mondcitos (*p=0,01; **p<0,05; ***p<0,01).

Transcricdes de genes endometriais expressos diferentemente apods
repetidas infusdes de LPS (*P = 0,02, **P = 0,01 , ***P < 0,03).

Capitulo 11

Organograma experimental (IA - Inseminagdo artifical; - Infusdes
intramamaria de LPS (25 pg em 10mL) e solugdo salina estéril (10
mL); - Colheita de leite para avaliagdo da producdo diaria e CCS; -
Colheita de amostras sorologicas).

Producdo leiteira durante o periodo experimental apds infusdes
intramamarias de LPS realizadas nos dias 5 ¢ 10 (*P<0,05).

Contagem de células somaticas (CCS) nos grupos LPS e controle
durante o periodo experimental (*P<0,001).

Avaliacdo das infuses intramamarias de LPS (25 pg 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).

Concentragdo soroldgica de haptoglobina durante o periodo
experimental (*P<0,005).

Concentragdo soroldgica de acidos graxos ndo-esterificados (AGNE)
nos grupos LPS e controle (*P<0,05).

Concentragdo sorologica de B-hidroxibutirato (BHB) nos grupos LPS e
controle (*P<0,05; **P=0,053).
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Os genes analisado foram agrupados de acordo com sua funcdo
endométrio durante o inicio da gestacao
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1. Introducao

Atualmente ha uma grande pressdo sobre a pecudria leiteira, inclusive a nivel
mundial, que resulta no elevado padrdo genético dos animais e em niveis de produgdo
cada vez maiores. Inevitavelmente, hd neste cenario uma maior exigéncia sobre o
manejo nutricional, considerando a maior demanda energética requerida, bem como
sobre 0 manejo sanitario, considerando a maior incidéncia de enfermidades no periodo
de transicdo. Além disso, outro importante elemento na cadeia produtiva do leite, que
sofre as consequéncias dos altos indices de produgdo ¢ o manejo reprodutivo. Nesse
contexto, o modelo da resposta inflamatéria da mastite causada por bactérias gram-
negativas, vem sendo bastante utilizado em estudos que objetivam esclarecer a relagdo
entre a inflamagao e os baixos indices de fertilidade (HANSEN et al., 2004), bem como
a participacdo da mastite na predisposicdo de importantes alteragdes metabdlicas, como
por exemplo a cetose e a lipidose hepatica (AMETAIJ et al., 2005; ECKERSALL e
BELL, 2010).

Na esfera reprodutiva, um dos principais entraves economicos da bovinocultura
de leite esta nas perdas embrionarias precoces, que ocorrem principalmente entre os dias
oito e 21 apds a fertilizagdo (ROCHE et al., 1981; DUNE et al., 2000), fazendo do
periodo embrionario e dos fendmenos que ocorrem durante 0 mesmo, aspectos criticos
para a obtencdo de bons indices reprodutivos. Na bovinocultura de leite a taxa de
concepcao média entre os dias 27-31 apos a inseminagdo artificial ¢ de 35 a 45%
(SANTOS et al.,, 2004b; SARTORI et al., 2010). Esta expressiva taxa de perda
embriondria pode estar associada a alteragdes homeostaticas necessarias no suporte da
produgdo leiteira (SARTOTI et al., 2002; CERRI et al., 2012) e ainda a processos
inflamatorios secundarios a exigéncia produtiva, dentre eles a mastite (SANTOS et al.,
2004a).

Além dos efeitos das endotoxinas sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
que leva ao atraso na ovulagdo, a anovulagdo, a auséncia 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 inflamatoria esta ainda relacionada a uma maior
taxa de servico e um maior intervalo entre estros, o que sugere a ocorréncia de morte
embrionaria (BARKER, et al., 1998; SANTOS, et al., 2004a). Nesse contexto, alguns
mediadores inflamatérios como as interleucinas (IL), o fator de necrose tumoral (TNF-

a), o oxido nitrico (ON) e a prostaglandina (PGF2a) sdo apontados como fatores
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limitantes do desenvolvimento embriondario, podendo causar ainda, a morte do embrido
(SOTO et al., 2003; HANSEN et al., 2004).

Apesar do conhecimento sobre a interferéncia de mediadores inflamatorios na
fertilidade, afetando direta ou indiretamente o eixo neuroendocrino ou o embrido,
alguns questionamentos sobre a relagdo entre os mediadores inflamatdrios e o tutero
continuam sem resposta, evidenciando a necessidade de estudos voltados para o
comportamento do endométrio diante desses mediadores, sobretudo os mecanismos
moleculares relacionados a imunotolerancia necessaria para a implantacdo do concepto.
Desta forma, torna-se importante a compreensao da interagdo concepto-maternal para o
estabelecimento e manutencdo da gestacdo, onde ocorre uma complexa regulagdo e
diferenciagdo da expressdo génica 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 ultimo, produzido pelas células do trofoblasto durante a
fase de alogamento embriondrio, favorece a receptividade uterina ao concepto, através
da inibicao da lutedlise e consequente manutencao de niveis satisfatorios 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 agdo do INF-t ¢ da P4
promove a diferenciagdo do padrdo de expressdo de genes relacionados a remodelagao
celular, adesdo e implantacdo, orientacdo e polarizacdo celular e ao transporte de
lipidios e glicose (BAUERSACHS et al., 2006; FORDE et al., 2010).

Cerri et al. (2012) observaram que genes endometriais relacionados ao sistema
imunoldégico como, por exemplo, o MXI1, MX2, CXCL10, PTX3, SERPINGI
(SERPINA14), foram expressos em maior quantidade no 17° dia de gestagdo, enquanto
que genes associados a adesdo celular e remodelacdo tecidual apresentaram uma baixa
expressao, neste mesmo periodo. Adicionalmente, foi observado que a lactagdo exerceu
efeitos negativos sob o padrdo de expressdo endometrial sinalizando possivel relagao
entre a lactagdo e perdas gestacionais precoces. Adicionalmente, Walker et al. (2012)
demonstraram que vacas consideradas sub-férteis apresentaram uma menor expressao
de genes relacionados a tolerancia imunologica ao embrido, assim como de genes
relacionados a prevengdo da luteodlise e ao suporte do desenvolvimento embrionario.

Além do impacto da inflama¢do na reprodugdo, considera-la um fator
predisponente a enfermidades metabdlicas tem sido alvo de diferentes estudos, e nesse
contexto faz-se necessario compreender o importante papel desenvolvido

simultaneamente pelo metabolismo hepéatico na resposta inflamatdria e no metabolismo
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energético de vacas em lactagdo. A filtragem das endotoxinas e mediadores
inflamatorios produzidas em diferentes locais de inflamagdo, ocorre no figado
(AMETAIJ et al., 2005), onde tem inicio a resposta de fase aguda caracterizada pela
producdo das proteinas de fase aguda como por exemplo a haptoglobina e a amiloide
sérica A (CECILIANE et al., 2012), e associada ainda & diminui¢do da consumo de
matéria seca, bem como a alteragdes no metabolismo dos lipidios e da glicose.

Estudos in vivo demonstraram que a exposi¢do de vacas a citocinas pro-
inflamatorias, como o interferon-a (via oral) e o TNF-a (subcutidneo), resultaram
respectivamente em elevados niveis plasmaticos de corpos cetdnicos duas semanas
antes do parto e no acumulo de triglicerideo hepatico no final da lactagdo (BRADFORD
et al., 2009; TREVESI et al., 2009). Além disso, foram observados efeitos negativos na
expressdo de importantes genes hepaticos relacionados a produgdo de glicose, o que
pode expor vacas em lactacdo a um quadro de hipoglicemia, resultando em mobiliza¢ao
da gordura corporea e inevitavelmente, em niveis elavados de AGNE e aumento na
produgdo de corpos cetonicos pelo figado, como por exemplo o beta-hidroxibutirato
(BHB) (JIANG et al., 2008; BRADFORD et al., 2009). Desta forma, a literatura sugere
a resposta inflamatoria como possivel agente precursor de manifestacdes clinicas de
grande importancia na pecuaria leiteira, a exemplo da cetose e da lipidose hepatica.

Diante do exposto, este estudo objetivou: 1) estabelecer, por meio de repetidas
infusdes intravenosas de lipopolissacarideo (LPS), um protocolo de inducdo de resposta
pro-inflamatéria sistémica em novilhas Holandesas ndo-lactantes; 2) avaliar os efeitos
deste protocolo na expressao de genes endometriais de novilhas nao-lactantes no 15° dia
de gestagdo, bem como sobre o metabolismo energético das mesmas; e por fim 3)
avaliar os efeitos da resposta inflamatoria induzida por infusdes intramamarias de LPS,

sobre o metabolismo energético de vacas em lactagdo.
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2. Revisao de Literatura
2.1 Aspectos imunoldgicos da mastite bovina

A elevada produgdo leiteira exigida pelo mercado mundial, associada a situagdo
sanitaria a qual os rebanhos leiteiros sdo submetidos comprometem os mesmo em seus
aspectos produtivos e sanitdrios (FOURICHON et al., 1999). Nesse contexto, insere-se
a mastite como uma afec¢ao de grande incidéncia no mundo, que além de comprometer
a qualidade e producdo de leite, gera altos custos com tratamentos e servigos

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

A mastite bovina caracteriza-se pela resposta inflamatoria da glandula mamaria
causada por alteracdes metabolicas, fisioldgicas, traumas, ou mais frequentemente por
micro-organismos patogénicos infecciosos ou ambientais (JAVIER OVIEDO-BOYSO,
et al., 2007), que ascendem via canal do teto e se multiplicam no interior da glandula
mamaria (DEGO, et al., 2002). Uma vez que os micro-organismos ascendem o canal do
teto, a multiplicagdo bacteriana ocorre de forma progressiva no teto, cisterna da
glandula e por fim, nos tecidos responsdveis diretamente pela producdo do leite

(AKERS e NICKERSON, 2011).

Estruturas anatdmicas sdo consideradas de fundamental importancia na prote¢do
da glandula mamaria frente a agentes infecciosos. O primeiro obstaculo ¢ a pele do teto,
que mantendo-se integra, limita a colonizagdo de micro-organismos da propria pele e do
ambiente (RAINARD e RIOLLET, 2006). O canal do teto representa a segunda
barreira anatomica da glandula, e sua importincia estd associada ao fato que a via
ascendente ¢ a principal forma de infec¢do dos agentes causadores da mastite
(CARNEIRO, 2006). Nesse contexto, o processo de ordenha, bem como o periodo de
intervalo entre as mesmas, compreendem o periodo de maior susceptibilidade para se
instalar a infec¢do, devido a flacidez do esfincter do teto, que apenas uma ou duas horas
apos a ordenha retoma o tonus muscular fechando novamente o canal (KEHRLI e

HARP, 2001; AKERS e NICKERSON, 2011).

Além das barreiras anatomicas, os fatores soluveis ¢ as cé¢lulas da imunidade inata
da glandula mamaria, sdo considerados de grande importancia por atuarem em caso de
falha nas barreiras anatomicas (KOLB, 2002). Os fatores soluveis apresentam
atividades microbicidas, atuando principalmente de trés formas: 1) com atividade
hidrolitica 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
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da lactoferrina; 3) através da atividade liticas sobre a membrana celular microbiana,

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

Uma vez ocorrendo falha nas barreiras anatomicas e solaveis, os micro-
organismos instalam-se na glandula mamaria. A partir deste momento, mediadores
imunoldgicos 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 especifica (TIZARD, 2002).

A acgdo das citocinas na fisiopatologia da glandula mamaria vem sendo bastante
estudada, principalmente as interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) e o fator de necrose
tumoral-a (TNFa) (SORDILLO et al., 1997). As mesmas vém sendo consideradas
marcadores imunoldgicos da glandula mamaria e de grande importancia no diagndstico

e prognoéstico da mastite (ALLUWAIMI, 2004).

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

reprodutivos

O conceito de estresse estd associado a fatores que levam a uma redugdo no
potencial de expressdo genética de um individuo, e ainda a inabilidade de um animal de
se relacionar harmoniosamente com o ambiente. Atualmente, o estresse esta
intimamente relacionado a subfertilidade e vem sendo estudado como um fator de
impacto negativo na eficiéncia reprodutiva de gado de leite (DOBSON & SMITH,
2000). No manejo desses animais, dois tipos de estresse combinam-se comumente, 0O
fisico (altas temperaturas, restricdo hidrica e/ou calorica, descarga elétrica, cirurgia, dor
e doencgas) e o psicolégico (medo, mudanga de manejo e/ou de ambiente, insercdo em
um novo grupo, isolamento) (GRANDIN, 1997, 1998; LYNCH, 2010).
Independentemente do tipo de estresse ao qual os animais sdo submetidos, a resposta
neuroenddcrina estimulada pelo fator estressante leva a ativagdo dos eixos hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) e simpatico-adrenomedular (SAM), e consequentemente a

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

Da mesma forma que ndo ¢ facil definir estresse, classifica-lo como cronico ou
agudo também ndo ¢ algo simples, principalmente ao considerar que existem diferentes
formas de estresse. Porém, ao considerar o estimulo classico ao estresse e scus efeitos
sobre os eixos HPA e SAM, o estresse cronico estd relacionado a predominancia da
resposta do eixo HPA com consequente aumento dos niveis de cortisol (resposta

passiva). Por outro lado, a resposta ao estresse agudo estd associada a elevada
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responsividade do eixo SAM, caracterizada pela producdo 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 inflamatdrio passa a ser
considerada pelo organismo como um fator estressante, podendo ser também
classificada como cronico ou agudo. Neste caso, a resposta ao estresse estd associada a
producdo de citocinas e proteinas de fase aguda (PFA), que podem, direta ou
indiretamente, ativar o eixo HPA e estimular a resposta classica ao estresse, resultando
na liberacdo do cortisol. Assim, a inflamacdo cronica caracteriza-se pelo aumento
moderado, porém constante, de citocinas e PFA, ao passo que, a inflamacao aguda esta
associada a elevacdo dos niveis plasmadticos das citocinas pré-inflamatorias e PFA,
seguido da redugdo a niveis basais uma vez cessado o estimulo (ANDREASEN et al.,

2008).

A estreita relagdo entre o eixo hipotaldmico-pituitario (HP) com o sistema nervoso
central (SNC), e ainda com os hormoénios ¢ mediadores que controlam diferentes
sistemas fisiologicos, demonstra a importdncia deste eixo na resposta ao estresse.
Paralelamente, ao considerar a importancia do eixo HP também sobre a fisiologia da
reproducdo, pode-se considerar que a resposta ao estresse poderd também interferer no
controle neuroenddcrino da reproducdo (MOBERG, 1985). Neste sentido, surgiu a
necessidade de elucidar de que forma o estresse pode interferir no crescimento folicular,
na ovulagdo, na produ¢do dos hormonios reprodutivos e ainda, no comportamento de
cio em vacas de leite (MORRIS et al., 2011). Considerando que a a¢do de mediadores
inflamatorios resulte na liberacdo de cortisol, carcaterizando um feedback negativo com
o objetivo de cessar a resposta imunoldgica, evidéncias apontam para a relacdo entre a
resposta inflamatoria e alteragdes em pardmetros reprodutivos como a qualidade e o
desenvolvimento de oocitos e embrides, a fun¢do ovariana e o ambiente uterino. Uma
vez desafiado imunologicamente por bactérias gram-negativas ou mesmo por infusdes
de endotoxinas, sdo produzidas citocinas como a IL-1, IL-6 e TNF-a, além de
mediadores como PGF,, ¢ 0 6xido nitrico (ON), entre outros. Nesse contexto um baixo
desempenho reprodutivo pode estar associado ao fato que o TNF-a interfere na
maturacao dos oocitos bovinos (SOTO et al., 2003 a) ¢ ainda, estudos t€ém demonstrado
alteragdes em embrides cultivados em meios sobre influéncia do TNF-a, PGF2a, ou

ON, resultando em elevado nimero de apoptose celular ou apresentando um
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insatisfatorio desenvolvimento embrionario para o estagio de blastocisto (PAMPFER et

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

A mastite vem sendo bastante estudada e associada a diminuicdo do desempenho
reprodutivo de rebanhos leiteiros (BARKER et al., 1998; SANTOS et al,. 2004), e neste
sentido Moore et al. (1991) evidenciaram a associagdo epidemioldgica entre a mastite e
alterag¢des no intervalo interestro, em uma propriedade com elevada frequéncia de casos
de mastite por bactérias gram-negativas. Em 2001, estudo realizado por Schrick et al.
com vacas diagnosticadas com de mastite e vacas saudaveis, demonstrou que os animais
com infec¢do necessitaram de um maior nimero de inseminagdes artificiais para se
confirmar a gestacdo, comparado ao grupo de vacas que ndo apresentaram a mesma, 0
que reforga o trabalho de Barker et al. (1998). Nesse contexto, 0 mecanismo pelo qual a
mastite compromete a capacidade reprodutiva em vacas ainda ¢ pouco esclarecido

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

Para que um ciclo ovulatdrio ocorra com sucesso faz-se necessaria a sincronizagao
de uma série de eventos neuroenddcrinos que ocorrem sobre a influéncia do eixo
hipotalamico-pituitario-gonadal. Durante a fase de desenvolvimento folicular a
producdo de GnRH (gonadotrophin-release hormone) controla a liberagdo de FSH
(follicle stimulating hormone), responsavel pelo recrutamento e desenvolvimento dos
foliculos, e de LH (luteinizing hormone), responsavel pela ovulacdo. O crescimento
folicular leva ao aumento na concentragao de estrogeno (E,), o que resulta em feedback
positivo a nivel de hipotadlamo, seguido do pico pré-ovulatorio de GnRH e LH (HAFEZ,
2004).

A principal influéncia do estresse sobre a atividade ovariana estd associada a
redu¢do dos pulsos de GnRH/LH, devido a um inadequado suporte de LH. Desta forma,
havera um crescimento lento dos foliculos, bem como diminui¢ao da producdo de E,, e
consequente efeitos sobre a ovulagdo, podendo gerar auséncia 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 afeccido falharam na manifestacao do
cio ou ndo ovularam. Além disso, 29% desses animais, ao serem submetidos ao
protocolo de sincronizacdo de cio, ndo produziram um foliculo funcional. As falhas
citadas foram associadas a redu¢do da frequéncia do pulso de LH, baixa concentragdo

de estradiol ou baixa reponsividade ao mesmo, e a auséncia 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, ha uma redu¢do no pulso de GnRH/LH, expondo assim, o
ovario a um suporte inadequado de LH. Diferentes situagdes podem levar a diferentes
formas de interferéncia sobre o controle de GnRH/LH como por exemplo, durante um
estresse cronico ou casos severos de laminite, onde o pulso de GnRH/LH estimularéa o
crescimento folicular, ndo sendo porém suficiente para manter o desenvolvimento do

mesmo ¢ levar a ovulagao.

Além dos efeitos sobre os ovarios, os processos infecciosos e suas complexas
respostas inflamatorias podem interferir na eficiéncia reprodutiva afetando o ambiente
uterino e o desenvolvimento de conceptos. Diante de um desafio imunologico, citocinas
pro-inflamatérias como, por exemplo, o0 TNF-a, sdo produzidas e orquestram a resposta
imune. Além disso, o TNFa afeta a funcdo uterina desenvolvendo um importante papel
na regulacdo da produg¢do de PGF,, (MIYAMOTO et al., 2000). Skarzynski et al.
(2000) sugeriram que a acdo do TNFa sobre as células do estroma uterino estimula a
producdo de PGF,,, iniciando assim a lutedlise na espécie bovina, seguido de um
feedback positivo entre a PGF,, uterina e a oxitocina proveniente do CL. Assim, o
elevado nivel de TNFa podem ser seguido do aumento nos niveis de PGF,,, por vezes
suficiente para iniciar a lutedlise e consequentemente levar a perda embrionaria precoce,

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

Outras citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1 a IL-2, podem ser expressas no
endométrio e sdo também consideradas fatores luteoliticos provenientes de processos
infecciosos. Bany e Kennedy (1995) demonstraram evidéncias da producdo de
prostaglandina induzida pela IL-1, através do aumento da expressao da ciclo-oxigenase
2 (COX-2), uma importante enzima envolvida na sintese de PGF,,. Além disso, Leung
et al. (2001), evidenciaram a capacidade da IL-2 em estimular PGF,, durante a fase

luteal tardia.

Desta forma, fica claro o amplo estudo dos efeitos da inflamagdo sobre o controle
neuroenddcrino, assim como sobre os ovarios, 0 que ndo ¢ visto na mesma propor¢ao

sobre o ambiente uterino, mais especificamente em relagdo a expressdo génica uterina.

2.3 Aspectos imunologicos da fase inicial da gestacio e reconhecimento materno-

fetal

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

reprodutivo, em particular o utero, precisa estar preparado e em sincronia com o
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embrido recém-formado, propicionando um rapido crescimento no inicio da frase
embriondria. Adicionalmente, a resposta do endométrio a sinalizacdo da gestagdo, por
parte do concepto, ¢ de fundamental importancia para a inibicdo da lutedlise e a

manuten¢do dos niveis de P4.

Nesta fase inicial da gestacdo, a resposta imunologica desempenha um importante
papel atuando no estabelecimento da mesma ou, em consequéncia de sua ativacdo
inapropriada, pode comprometer a fertilidade (HANSEN, 2011). A a¢do da imunidade
adquirida, no combate a antigenos provenientes dos conceptos, ¢ um exemplo classico
da atuagdo 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 inflamatorio instalado diretamente
no trato reprodutivo, também estd associado a diminui¢do da fertilidade, a exemplo do
que discutiram em seus trabalhos Rozeboom et al. (2000) e Alghamdi et al. (2004),
induzindo a resposta inflamatoria através da infusdo uterina de LPS ou espermatozoides
mortos. Diante do desafio imunolégico, algumas moléculas produzidas podem
comprometer o desenvolvimento embrionario, como por exemplo, a PGF,,, 0 TNFa e o
ON. De acordo como Scenna et al. (2004), PGF,, compromete a capacidade de
embrides bovinos de atingir o estagio de blastocisto, e livrar-se da zona pelucida. Sobre
a acdo do TNFa, dentre outros aspectos, sabe-se que o mesmo induz apoptose em
embrides bovinos (SOTO et al., 2003; LOUREIRO et al., 2007) e segundo dados de El-
Sayed et al. (2006), embrides que ndao desenvolveram uma gestacdo a termo
expressaram mais TNFo no momento da transferéncia, do que aqueles que resultaram
em um gestacdo a termo. Além da responsividade do embrido a diversas moléculas
mencionadas, o trofoblasto também apresenta susceptibilidade, muito provavelmente,
aos fagodcitos, e a agdo litica de células Natural Killer (NK) e de linfocitos ativados pelas

mesmas (Yu et al., 1994; Tekin e Hansen 2003).
2.3.1 Remodelamento endometrial e desenvolvimento embrionario

O utero possui diferentes fungdes como a regulacao do ciclo estral, capacitagdo e
transporte de espermatozoides, desenvolvimento embriondrio inicial, implanta¢do e
suporte da prenhez durantes toda a gestagdo. Desta forma considera-se que o ambiente
uterino ¢ responsavel 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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acdo de hormonios esteroides, citocinas e fatores do crescimento que controlam o
processo de diferenciacdo e proliferacdo endometrial pré e pds-implantacdo (CHEN et

al., 1999).

O processo de comunicagdo e nidagdo concepto-endometrial ocorre a partir do
alongamento do blastocisto eclodido e ¢ de fundamental importancia no estabelecimento
da prenhez. A camada externa do blastocisto é composto por células do trofectoderma,
responsaveis pelo processo de implantagdo que ocorre em trés fases: aposi¢ao, nidacdo e
penetragcdo no epitélio luminal (EL) do utero (GHARIB-HAMROUCHE et al., 1993;
CHAVATTE-PALMER e GUILLOMOT, 2007). Uma fraca ligagdo entre as células do
trofectoderma e o EL do ttero caracteriza a primeira fase deste processo. Em seguida o
processo de adesdo ocorre conferindo maior firmeza na ligacdo e evitando o
deslocamento do blastocisto na luz do tutero. Por fim, proteases liberadas pelo embrido
degradam o EL e ddo inicio ao processo de decidualizacdo através da diferenciagdo das
células do estroma para células deciduais (ENDERS e SCHLAFKE, 1969). Em
ruminantes, a comunica¢do materno-fetal tem inicio através da acdo do IFN-t, expresso
e secretado pelas células do trofectoderma, que sinaliza ao EL do endométrio e modula
a cascata de eventos responsaveis pela sobrevivéncia embrionaria. Multiplos genes
estdo envolvidos na expressdo do IFN-t e estudos in vivo demonstraram que o
blastocisto bovino apresenta o pico de producao de IFN-t entre os dias 15 e 17 apos o

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

O IFN-t tem importante participacdo na inibi¢do da lutedlise, bloqueando a
secre¢do pulsatil de PGF,,, que ¢ fisiologicamente estimulada pela ocitocina. Estudos
realizados em ovelhas avaliaram os efeitos da infusdo sist€émica e intrauterina de IFN-t
recombinante e observaram menor expressao de receptores de estrogenos e ocitocina no
utero (SPENCER et al., 1999). A acdo do IFN-t no utero d4 inicio & uma sequéncia de
transdu¢ao envolvendo o sinal transdutor e ativador de transcrigao (STAT), bem como
os fatores reguladores de Interferon (IRF). Sob o efeito do IFN-t, ocorre nas células do
EL do endométrio a fosforilagdo pela tirosina dos STATsl, 2, 3, 5a/b e 6, e sdo
translocados para o nucleo celular. Além disso, o IFN-t induz a homodimerizag¢ao do
STAT1 que resulta na formag¢ao do fator de transcrigdo GAF (gamma-activated factor),
assim como a heterodimerizacdo do STATI1 e do STAT2, que associados com o IRF-9
resulta na formagao do complexo de fator de transcricdo ISGF3 (IFN-t-stimulated gene
factor 3) (STEWART et al., 2001). Desta forma, as perdas embrionarias, bem como as

falhas no estabelecimento da gestagdo podem ser associadas a falhas na interagdo



30

endométrio IFN-t, ou mesmo a uma secre¢do insuficiente de IFN-t por parte do
concepto. Nesse contexto, os niveis de IFN-t vem sendo utilizados como pardmetro para

estabelecer a qualidade embrionaria (HERNANDEZ-LEDEZMA et al., 1993).
2.4 Genes relacionados a receptividade endometrial

O periodo que antecede a implantagdo embriondria ¢ considerado critico e
caracterizado por modificacdes no ambiente endometrial que possibilita receber o
embrido para as fases seguintes de alongamento e implantacdo. Além disso, uma vez
estabelecido o local da implantacdo sdo liberados sinais que bloqueiam a lutedlise e
mantém a secrecdo de P4. A receptividade endometrial ao embrido esta associada a
mudangas em diferentes aspectos como supressdo do sistema imunoldgico,

morfogénese, desenvolvimento, e implantagao.
2.4.1 Genes relacionados a resposta imune

Considerando que o embrido ¢ reconhecido como um elemento estranho ao
ambiente uterino, faz-se necessario que o endométrio desenvolva mecanismos que
favoregam a imuno-tolerancia, dentre os quais estd a modificagdo da expressao de genes

que modulam a respota immune.
CXCL10 (C-X-C motif chemokine 10)

Dentre as fun¢des das quimiocinas estd a atracdo de leucdcitos através da
secrecdo de pequenos polipeptideos, que se ligam aos receptors de membrana das
células. Reconhece-se atualmente que diferente citocinas participam de processos
reprodutivos como a implantagdo e a ovulagdo (LUSSO, 2006). A presenca de
mediadores soluveis como citocinas, quimiocinas e outros fatores sdo indispensaveis na
fase de aposicdo, durante a implantacdo embriondria, permitindo a comunica¢do
blastocisto-endometrial (DOMINGUEZ et al., 2003). Estudos realizados por Cerri et al.
(2012) demonstrou haver uma expressdo onze vezes maior do CXCL10 em vacas
gestantes em comparacdo com vacas nao gestantes. Além disso, estudos em ovelhas
gestantes demonstrou a presenga de RNAm de CXCL10 em monocitos no estroma sub-
epitelial. Foi observado ainda a expressdo 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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Ha evidéncias de que o CXCL10 potencializa a toxicidade das células T,
estimulando a produgao de citocinas pro-inflamatoria 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, sdo geralmente expressos
em maior quantidade durante a gestagdo, e atuam promovendo a tolerancia imunolédgica
ao atrair células natural killer para o local da implantacio (DOMINGUEZ et al., 2003;
COX et al., 2008; DOMINGUEZ et al., 2008; LI et al., 2010). Além disso, ocorre a
atracdo das células do trofoblasto para o endométrio, e o gene em questdo favorece a
atividade de adesdo do trofoblasto através do estimulo da expressdo 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 observagdes sobre o PTX3 demonstram sua participagdo como
proteina pré-inflamatoria, 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 expressdao do PTX3 nas cartinculas endometriais. A agdo do PTX3 se
da pela ativacdo ou inibicdo da via classica do sistema complemento, através da ligacdo
com o clq (NAUTA et al, 2003; POPOVICI et al., 2008). A infertilidade em
camundongos tem sido associada a deficiéncia de PTX3 (TRANGUCH et al., 2007).
Dentres as células que comumente expressam o PTX3 estdo o epitélio aminidtico,
mesoderma coridnico, vilosidades terminais do trofoblasto e o estroma perivascular
placentério, e sua expressao aumenta durante o a gestacdo 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 ¢
similar ao utilizado pelas células B na producdo de imunoglobulinas. A classificagao
das células T maduras se da através da expressdo das cadeias alfa e beta (aff) ou gama e
delta (yd), elementos esses responsaveis pela ativagdo celular que ocorre pelo contato
direto entre células. As células T yd sdo capazes de indentificar de forma direta, sem a
necessidade da apresentagdo pelo complexo de histocompatibilidade (major
histocompatibility complex - MHC) (JANEWAY et al., 2001). Pesquisas evidenciam a

importancia do gene TRD na regulacdo da interacdo entre o embrido e o ambiente
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materno (SZEKERES-BARTHO et al., 2001) e demonstram haver expressiva presenca
de células T yd no utero de ratas prenhez, comparativamente a ratas ndo prenhez
(HEYBORNE et al., 1992). A capacidade de reconhecer um atigeno sem
necessariamente ser processado e posteriomente apresentado pelo MHC, e ainda a
necessidade do contato direto entre células para sua ativacao, diferentemente das células
T ap, ressaltam a importancia da interagdo entre as células T yo e o conepto.

A fun¢do imunomoduladora das céluas T yd durante a gestagdo em humanos esta
associada ao estimulo a producdo de interleucina 10 (IL-10) e do fator de crescimento
B1 (NAGAEVA et al., 2002; MINCHEVA-NILSSON, 2003), importantes moléculas na
via da imunossupressdo. Em ovelhas, as células T yd 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 a presenca de patdogenos inibe a acdo de
mediadores pro-inflamatdrios associados a resposta inata e adaptativa, além de ser um
importante elemento da fase de resolugdo da inflamagdo (MOORE et al., 1990). O
desenvolvimento cronico de infec¢des bacterianas e virais vem sendo associados a uma
elevada expressdo do genes ds IL-10 e adicionalmente, foi observado que alguns virus
produzem sua propria IL-10 (vIL-10) que suprime a resposta imunoldgica do
hospedeiro (O’GARRA e VIEIRA, 2007; TRINCHIERI, 2007; GABRYSOVA et al.,
2009).

Em humanos a placenta é responsavel pela produgao de IL-10 durante a gestagao
e seus valores diminuem momentos antes do parto (PARADOWSKA et al., 1997;
SIMPSON et al., 1998). Por outro lado, estudos em bovinos sugerem a agao de protecao
da IL-10 sobre embrides em desenvolvimento (IMAKAWA et al., 2005), considerando
a elevada expressao no endométrio de vacas no 18° dia de gestacdo (GROEBNER et al.,
2011a). Considerando os efeitos antiinflamatérios da IL-10, sua possivel fun¢do no
utero no inicio da gestagdo, estd relacionada a regulacdo da resposta inflamatéria
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 ¢

observado no inicio da gestagao 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 mamiferos (HIRATA ¢ HAYAISHI, 1972; COOK
et al., 1980; YOSHIDA et al., 1980; YAMAZAKI et al., 1985), ¢ ¢ ativada mediante
condi¢des patologicas como em infec¢des bacterianas e virais (YOSHIDA et al., 1979)
e tumores (YOSHIDA et al., 1988), resultando em uma acelerada degradagdo do
triptofano nas células infectadas e tumorais. Munn et al. (1998) demonstraram em ratas
que a disfungdo da IDO leva a uma resposta mais expressiva das células T sobre o
concepto, refor¢ando que o embrido ¢ reconhecido como elemento estranho que deve
ser rejeitado. Adicionalmente, em novilhas prenhes foi observado um aumento de 18
vezes na expressado de RNAm do IDO, associado a diminui¢do endometrial de 1-
triptofano e aumento de l-quirunenina entre os dias 12 e 18 de gestagdo (GROEBNER
etal., 2011b).

LIFR (Leukemia inhibitory factor receptor)

O fator de inibi¢do da leucemia (LIF) pertence a familia da interleucina 6 e ¢
considerada ainda uma citocina pleiotrofica. Dentre as inimeras células que expressam
os receptores de LIF estdo os neurdnios, os megacariocitos, macroéfagos, adipocitos,
osteoblastos, além dos rins e células epiteliais do pulmao e de algumas células tumorais
provenientes desses tecidos (HILTON, 1992). Em coelhos ha evidéncias da participagao
do LIFR na comunica¢do feto-maternal, uma vez que foram identificados LIF e LIFR
no utero antes da implantacdo e em blastocistos (LEI et al., 2004). A presenga de LIF e
de LIFR tem sido citada ainda em embrides de camundongos (NICHOLS et al., 1996),
bovinos (ECKERT e NIEMANN, 1998) e humanos (CHEN et al., 1999). Em células
do trofoblasto humano o LIFR esta associado ao crescimento do mesmo, além da
diferenciagdo e modificagdo do ambiente uterino favorecendo a predominancia de
células fundamentais para a sobrevivéncia do concepto, as Tn, (HOEY e LEVINE,
1988; KOJIMA et al., 1995; PICCINNI et al., 1998; KWAK-KIM et al., 2005). Em
ovelhas foi identificada elevada expressdo de RNAm de LIF entre os dias 16 e 20 de
gestacdo e através de estudos imunohistoquimicos foi observado uma maior presenca 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 (Myxovirus)

O MXI e MX2 sao proteinas intracelulares que desenvolvem atividades de defesa

contra virus, através da formacdo de vesiculas, do transporte intracelular e da
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citoquinese (HORISBERGER et al., 1983; HALLER e KOCHS, 2002; RACICOT et
al., 2008). Os mesmos sdo expressos em maior quantidade na fase de pré-implantacdo
no endométrio de vacas (HICKS et al., 2003) e ovelhas (OTT et al., 1998), sob efeito do
IFN-t. Dentre as fungdes do MX1 destaca-se o estimulo ao epitélio glandular, durante a
fase de alongamento embrionario, que resulta na secre¢do de proteinas 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 expressao de MX/ dez vezes maior do que em ovelhas
ciclicas. Adicionalmente, niveis elevados de MX2 foram observados em amostras de
sangue de ovelhas 48-72 horas apos o inicio do alongamento do concepto e da produgao
de IFN-t (YANKEY et al., 2001). Em vacas, foi observada expressdo 15 vezes maior
entre os dias 12 e 15 apds o cio, em animais gestantes, comparado com vacas nao
gestantes (HICKS et al., 2003). Ainda na espécie bovina, em linfécitos de sangue
periférico de animais gestantes, 0 RNAm do MX2 ¢ 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 ¢ produzido por neutrofilos, macrofagos e células epiteliais (BOHM et
al., 1992; JIN et al., 1997; ABE et al., 1991) e esta associada a superficie de mucosas,
como a do pulmao e da cérvix (FRANKEN et al., 1989). O SLPI possui atividade contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, contra virus e fungos, e ainda apresenta
efeito inibitdrio sobre o lipopolissacarideo (LPS) (HIEMSTRA et al., 1996; MCNEELY
et al., 1995; TOMEE et al., 1997). Em endométrio de porcas foi observado expressdo do
SLPI no epitélio glandular e luminal (REED, 1996), e no endométrio de vacas e éguas o
gene também foi identificado durante a gestacio (BADINGA et al., 1994). Estudos
destacam a producao de SLPI pelas células glandulares durante o periodo de
receptividade uterina, ressaltando que ha uma maior expressdo do mesmo em
consequéncia a a¢do da P4, e de que hd uma expressdo elevada durante a fase de

implantacao (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-
IGHGI), também conhecida como cadeia de imunoglobulina (Ig) [gama]-1, ¢ uma das

mais importantes isoformas produzida pelo sistema imunologico. E constituida por trés
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cadeias pesadas denominadas CH1, CH2 e CH3 (DEISENHOFER, 1981). Células
efetoras como neutréfilos, macréfagos, monocitos e as células natural killer (NK), que
induzem citotoxidade mediada por células dependentes de anticorpos, apresentam em
sua superficie CH2 e CH3 (SCHAEDEL e REITER, 2006). Em vacas prenhes foi
identificada relacdo entre uma maior expressdo de RNAm de /GHGI e a lactagdo, e de
acordo com os autores ha uma possivel influéncia do gene no aumento da atividade de
linfocitos B ou no aumento da populacdo de linfocitos B em vacas em lactagdo (CERRI

et al., 2012).
L-selectina (SELL)

A L-selectina ¢ uma proteina ligante expressa pelos neutrofilos, e possui uma
baixa capacidade de interacdo com as células endoteliais, o que permite que os
neutrofilos se desloquem ao longo do endotélio para os locais de possivel infec¢ao.
Avaliagdes imunohistoquimicas em amostras de utero humano, utilizando os anticorpos
MECA-79 e HECA-452, identificaram ampla presenca de L-selectina no lamen epitelial
e no epitélio glandular (LAI et al., 2005; SHAMONKI et al., 2006). Ainda em humanos,
foi observada elevada expressdo no endométrio durante a fase de receptividade a
implantacdo embriondria, 0 que sugere uma importante interacdo entre a L-selectina
encontrada nos blastocistos e os oligossacarideos do epitélio endometrial, promovendo

o inicio do processo de implantagdo embrionaria (FUKUDA e SUGIHARA, 2007).

2.4.2 Genes relacionados a adesao celular
LGALS3BP (Lectin galactoside soluble 3 binding protein)

O gene LGALS3BP, estimulado pela agdo do IFN-t, ¢ responsavel pela
codificacdo de proteinas de adesdo da matriz celular, além de ligar-se a integrina bl,
coldgeno e fibronectina (SASAKI et al. 1998). Além disso, o0 mesmo pode ligar-se a
galectina 1, 3 e 7, promovendo a adesdo entre células por meio da ligacdo das moléculas
de galectina aos components da matriz extracelular (INOHARA et al., 1996; SASAKI
et al., 1998). Por meio de hibridisagdo in situ foi observada elevada expressdo em areas
do epitélio luminal do tutero, o que sugere a relagdo do LGALS3BP com o processo de
adesdo do concepto (WALKER et al., 2010b). Adicionalmente, em trabalho realizado
por Okumu et al. (2011) foi possivel observar menor expresssio de LGALS9 e
LGALS3BP em novilhas prenhez e ndo prenhes até o 13° dia, sendo observado porém,

aumento significativo no 16° dia apenas nas novilhas prenhes.

TIMP-2 (Tissue inhibitor of metalloproteinases)
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A TIMP-2 ¢ 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 formacdo de um complexo constituido com o pro-MMP2 e o
MMP de membrana tipo 1 (STRONGIN et al., 1995). Estudos demonstram uma elevada
expressdo 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 expressao de TIMP2, que
ocorrendo na regido de transi¢do entre as células epiteliais e do estroma, pode levar a
ativacdo do MMP2, através da ativagdo do complexo TIMP2/MMPI14/pro-MMP?2
(CURRY e OSTEEN, 2003). Dessa forma, o TIMP2 estimula as MMP2 que sdo
responsaveis pela liberagdo de fatores do crescimento facilitando a receptividade uterina

durante o periodo que o embrido esta alongando.
CDH1 (Caderina-E)

Durante o processo de adesdo celular a presenca do CDHI ¢ de fundamental
importancia na manuten¢cdo da diferenciacdo celular e na manuten¢do da estrutura
normal do tecido epitelial. Além disso, a caderina-E ¢ responsavel pela interacdo do
complexo catenina-citoesqueleto no espago citoplasmatico e dos dimeros de caderina-E
com as c¢lulas vizinhas (TAKEICHI, 1995). Estudo realizado por Reardon et al. (2012)
evidenciou a existéncia de diferentes fungdes do CDHI e apontou 0 mesmo como um
elemento critico na regulagdo da formagdo e desenvolvimento uterino. Inicialmente
apontou-se que Uteros neonatos sem a expressdo do CDHI ndo apresentam as glandulas
endometriais, resultando na disfun¢do da implantacdo embrionaria e decidualizagdo
endometrial. Além disso, foi identificada ainda a habilidade do CDHI em controlar a
orientacdo celular, através da alteragcdo da dire¢ao da proliferacao celular e da apoptose.
Através de estudos por meio da inativagdo dos genes CDHI e Trp53 no utero, observou-
se uma interrup¢do na regulacdo do ciclo celular resultando em um desenvolvimento
anormal do utero. A expressdo do CDHI no interior das células bi-nucleadas do
trofoblasto no placentoma de bovinos, sugere a importancia do mesmo no processo de

transicao da implantagdo para a placentacdo (NAKANO et al., 2005).

CLD4 (Claudina 4)

Consideradas importantes moléculas de adesdo, as claudinas estdo envolvidas
com a adesdo entre células em epitélios simples e de multiplas camadas. Em relacdo a

CLD4, a mesma parece estar envolvida com a adesdo 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 expressdo de CLD4 durante a fase inicial da
gestacdo (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 expressdo de RNAm do mesmo na fase de
implantacdo (CARSON et al., 2002; KAO et al., 2002; BORTHWICK et al., 2003;
RIESEWIIK et al., 2003).

EMMPRIN (Extracellular matrix metalloproteinase inducer)

Conhecido como indutor de metaloproteinase da matriz extracellular, o
EMMPRIN codifica uma glicoproteina da superficie da membrana celular (MIY AUCHI
et al., 1990; MIYAUCHI et al., 1991). A mesma tem participacdo em diferentes
processo bioldgicos como na metéstase tumoral (MURAMATSU e MIYAUCH]I, 2003),
na ovulacdo (SMEDTS ¢ CURRY, 2005), no ciclo menstrual (NOGUCHI et al., 2003) ¢
no processo de implantagdo embrionaria e placentacdo (KUNO et al., 1998; CHEN et
al., 2007; MISHRA et al., 2010). Estudos tem sugerido que a expressdo do EMMPRIN
resulta na ativagdo de MMPs, porém, sem efeitos na expressdo de TIMPs, de forma a
favorecer a produgdo e ativagdo de MMPs (CAUDROY et al., 2002; CHEN et al., 2009;
GIBSON et al., 2011). A idéia de que o EMMPRIN atua no suporte a implantagao
emrbiondria e na placentogénese vem sendo sustentada com base em estudos que
evidenciam a expressdo 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 glicoproteina responsavel pela adesdo celular dependente da
reagdo de glicosilagdo, geralmente presente em vénulas endoteliais de linfonodos
periféricos e mesentéricos (LASKY et al., 1992). Nos linfonodos o GlyCAM-1 atua
como ligante para as moléculas de adesdo presentes na superficie dos leucdcitos, a
selectina-L. Através da ligagdo entre o GlyCAM-1 e a selectina-L, ocorre a ativagdo das
integrinas B1 e B2, resultando na firme adesdo entre a integrina e a fibronectina para que
ocorra o extravasamento dos linfécitos na linfa seundaria (ROSEN, 1993; HWANG,
1996; GIBLIN et al., 1997; DWIR et al., 2001). Estudos apontam para influéncia da P4
sobre o padrao de expressdo deste gene, evidenciando uma possivel participagdo no
processo de implantagdo embriondria (SPENCER, 1999), uma vez que em lavados

uterinos de ovelhas prenhes, foi identificado um padrao de expressdo diferenciado entre
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os dias 11 e 13 (baixa expresdo) e os dias 15 e 17 (elevada expressdo) (SPENCER et al.,
2004).

SPP1 (Secreted Phosphoprotein 1)

SPP1 ¢ uma glicoproteina, pertencente ao grupo das integrinas, que apresentam-
se ativadas geralmente em processos como a mineralizacdo dssea, metastase tumoral,
resposta imunologica mediada por células, inflamagdo e a angiogénese (BUTLER et al.,
1996; WEBER ¢ CANTOR, 1996; GIACHELLI e STEITZ, 2000; DENHARDT et al.,
2001). Esta glicopreina apresenta afinidade a grande variedade de receptores de
integrina presentes na superficie celular, e muitos desses receptores interferem na
habilidade de adesdo das células. Desta forma, tal interacdo pode comprometer o
contato direto entre as células, a adesdo entre as células e a matriz extracelular, os
leucocitos, as células do musculo liso, quimiotaxia das células endoteliais, a
sobrvivéncia das células endoteliais e epiteliais, e a migra¢do 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 importancia do SPP1 na
implantacdo embriondria em ovelhas tem sido referenciada (Johnson et al., 2000), e
nesse sentido, Gray et al., (2002) demonstraram que ovelhas UGKO (n3o possuem as
glandulas endometriais) ndo apresentam a expressao deste gene. Adicionalmente, sabe-
se que o SPP1 ¢ secretado por células do oviduto, contudo, héd evidéncias de que ndo ha
estimulos da P4 nesta secrecdo (GABLER et al., 2003). Por fim, uma importante fun¢do
desenvolvida pelo SPP1 esta associada a interacdo com as interginas avp3 presentes no

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

MMP19 (Matrix metalloproteinases 19)

As metaloproteinases da matriz (MMPs) celular sdo endopeptideos considerados
dependentes da presenca do zinco e através da degradacdo de moléculas extracelular,
atuam na degradacdo na matriz extracelular. Nesse contexto as MMPs estdo diretamente
envolvidas com a fisiologia de processos como o desenvolvimento embriondrio e a
remodelagdo tecidual, estando envolvidas ainda como a proliferacdo celular, migracao,
diferenciagdo, angiogénese, apoptose e defesa do hospedeiro (VISSE e NAGASE,
2003). A MMP19, uma MMP especifica, ¢ expressa em diferentes tecidos em humanos
como a glandula mamdria, a placenta, os pulmdes, o pancreas, os ovarios dentre outros

(PENDAS et al., 1997). Ha evidéncias de sua atividade durante o crescimento folicular,
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ovulagdo e regressdo do corpo luteo, ao considerar sua expressdo nas células da teca e
da granulosa (MURRAY, 1995; SADOWSKI et al., 2003; JO e CURRY, 2004).

As metaloproteinases da matriz celular desenvolvem importante fungdo no
processo que possibilita a invasdo das células do trofoblasto no endométrio,
principalmente através da degradacdo da matriz extracelular (CURRY e OSTEEN,
2003). A literatura atual ressalta a importancia do MMP19 no processo de fixacdo
embrionaria em bovinos (BAUERSACHS et al., 2008), ¢ ao demonstrar uma elevada
expressao endometrial dos genes MMP-2, MMP-13, MMP-19 e FURIN, entre os dias 16
e 19 de gestagdo, ressalta sua participa¢do no reconhecimento materno da prenhez e no

inicio da implantagdo embrionaria (MAMO et al., 2011).

SERPINA14 (Serine peptidase inhibitors 14)

Na superfamilia de inibidores de proteases estdo as serpinas, que desenvolve
entre outras fungdes a ligacdo de moléculas de DNA (GRIGORYEV e WOODCOCK,
1998; IRVING et al., 2002), formag¢ao do eixo dorso-ventral e imunorregulacdo em
drosofilas ¢ em outros insetos (LEVASHINA, 1999; LIGOXYGAKIS et al., 2003),
desenvolvimento embrionario em nematdideos (PAK et al., 2004) e controle da

apoptose (RAY et al., 1992).

Foi observado em ovinos, que a formagdao do complexo entre a SERPINAI4 e as
imunoglobulinas A e M atua de forma a previnir a acdo mediada por anticorpos contra o
concepto semi-alogénico (HANSEN e NEWTON, 1988). Em bovinos, a avaliagdo da
expressdo génica endometrial demonstrou elevados niveis de expressio do RNAm da
SERPINA14 durante o estro, sob influéncia de elevados niveis de E,, o que ndo foi
observado na fase do diestro, sob influéncia da P4 (BAUERSACHS et al., 2005;
MITKO et al., 2008b). Por outro lado, quando comparadas vacas prenhes e nao prenhes
no 18° dia, foi observada uma maior expressao de RNAm da SERPINA14 durante a fase
de pré-implantagdo (KLEIN et al., 2006). A SERPINA14 ¢ secretado pelo endométrio,
sob o estimulo da P4, em bovinos, ovinos e suinos (ING et al., 1989; MATHIALAGAN
and Hansen, 1996; TEKIN et al., 2005). A SERPINAI4 tem efeito direto sobre o
concepto, principalmente quando o mesmo comega a crescer, nutrindo e controlando o
desenvolvimento do mesmo, e ainda através de acdo proteolitica e da supressao da
resposta imunoldgica maternal, garantindo a manutengdo da gestagdo. A mesma esta
envolvida ainda na inibi¢do da proliferacdo dos linfocitos em ovinos durante os dias 13

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

A cadeia pesada de miosina possui trés diferentes proteinas chamadas I1A, I1IB E
IIC e que sdo codificadas respectivamente pelos genes MYHY, MYHI10, e MYHI4
(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 sequéncia de
aminoacidos de suas cadeias (GOLOMB et al., 2004), possui diferentes habilidades no
que diz respeito a suas atividades motoras, de interagdes moleculares e de distribuicdo
celular (KOLEGA, 1998; WYLIE ¢ CHANTLER, 2001; SANDQUIST et al., 2006;
ZHOU e WANG, 2008; VICENTE-MANZANARES et al., 2009). O MYHI0 esta
envolvido com a exocitose, processo fundamental para a secre¢do de importantes
moléculas para o mecanismo de migracdo celular dos mamiferos (MOCHIDA et al.,
1994; TAKAGISHI et al., 2005). Por outro lado, 0 MYH9 auxilia na endocitose de
receptores de quimiocinas em linfoticos T (REY et al., 2007). Por fim, pesquisas
apontam para a participagdo do MYH9 e do MYHI0 em etapas fundamentais da
invasdo, difusdo e migracao celular (BETAPUDI et al., 2006).

MYLI12A (Myosin light chain)

A MYLI2A4 também pertence a familia da miosina II e codifica um componente
do complexo da miosina que ndo pretence ao sarcdmero, com funcio regulatéria sobre
as ligagdes do ion cdlcio, sendo importante no mecanismo de transdug¢do de sinais,
formagdo de citoesqueleto, divisdo celular e particdo cromossdmica (MAGLOTT et al.,
2011). A exemplo da cadeia pesada de miosina, a cadeia leve também possui trés
elementos denominados: cadeia leve reguladora de miosina 12A (MYL12A4), cadeia leve
reguladora de miosina 12B (MYLI2B) e cadeia leve reguladora de polipeptideo 9
(MYL9) (GRANT et al., 1990). A nivel celular, cadeias leves reguladoras condificadas
por MYLI24A e MYLI2B sao fundamentais para manter a estabilidade do MHC II
(PARK et al., 2011).

2.4.3 Genes associados ao crescimento e desenvolvimento embrionario

Via de sinalizacio Wnt (Wnt signaling pathway)

Durante a embriogénese e o desenvolvimento embriondrio uma importante via
de sinalizagdo ¢ a sinalizagdo Wnt, responsavel por direcionar a polarizacdo, a
proliferacdo e determinar a orienta¢ao celular (LOGAN e NUSSE, 2004). H4 relatos de
que a ocorréncia de defeitos observados j4 ao nascimento, canceres e outras doengas,

podem estar associados a mutagdes nesta via de sinalizagdo (CLEVERS, 2006). A via
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de sinalizacdo Wnt ¢ dividida em Canonical wnt signalling e non-canonical wnt
signalling, sendo esta ultima composta pelas vias wnt polarity, Wnt-Ca’" e Wat-
atypical protein kinase C (SEMENOV et al., 2007; GRIGORYAN et al., 2008). A via
de sinalizacdo Canonical wnt, é reponsavel pelo controle da programagdo da expressao
génica do desenvolvimento embrionario, regulando a quantidade de co-ativador
transicional de B-catenina. Uma vez havendo a indisponibilidade de receptores de Wnt,
a proliferacdo celular ¢ controlada em consequéncia da inibicdo da sinalizagdo Wnt,
através da degradacdo da B-catenina. Tal processo de degradagdo se da pela ativacdo de
um complexo constituido pela proteina estrutural axin, pelo produto do gene
adenomatous polyposis coli (APC) que possui funcdo de supressdo tumoral, pela

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

A degradacdo continua da B-catenina, inviabiliza sua chegada ao nucleo celular,
pela acdo do fator ligante de DNA de células T / fator potencializador linfoide
(TCF/LEF), promovendo a supressdo dos genes-alvo da via de sinalizagdo Wnt. Por
outro lado, ap0s a ativacdo da via Wnt/p-catenina ocorre a transdugdo de sinais por meio
da ligacdo entre os ligantes de Wnt e receptores transmembrana denomidados Frizzled
(Fz) e seu co-receptor, um receptor de lipoproteina de baixa densidade relacionado a
proteina 6 (LRP6), ou receptor similar como o LRP5. Uma vez formado o complexo
Whnt-Fz-LRP6, e com a participacdo da proteina estrutural Dishevelled (Dvl), ocorre a
fosforilagdo do LRP6 e, consequentemente, a ativagdo e o recrutamento do complexo da
proteina axin aos seus receptores. Esse evento compete diretamente com o processo de
fosforilacdo da B-catenina mediado pela axin e com isso ocorre o acimulo da B-catenina
e sua migragdo para o nucleo celular para a formag¢do do TCF/LEF e ativagdo da

expressao dos genes-alvo da via de sinalizagdo Wnt.

Algumas proteinas possuem ag¢do inibitoria sob a Wnt, dentre elas a DKKI e
DKK?2 (Dickkopf-related proteins) (SEMENOV et al., 2001). Inicialmente, o DKK/ tem
sido reconhecido por estimular a atividade organizacional de embrides de Xenopus
(género de rd aquatica). O mesmo ¢ expresso especificamente na por¢do anterior do
mesendoderma (Endoderma + mesoderma) e sua expressao ocorrendo simultaneamente
a proteinas inibidoras da morfogenética 0ssea (Bone morphogenetic protein - BMP)
levam a formacdo de ectopias (GLINKA et al., 1998). Estudos em peixe-zebra,
demonstram a participacdo do DKKI em partes do processo de gastrulagdo embriondria
(HASHIMOTO et al., 2000; SHINYA et al., 2000), e uma vez expresso em excesso,

promove o desenvolvimento neuronal anterior.
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Na auséncia de ligante da via Wnt ocorre a degradacdo da B-catenina, por meio
da agdo de um complexo que tem como importante elemento a AXIN. A mesma possui
dois homologos que apresentam diferentes fungdes, que sdo a AXINI e a AXIN2. A
diminuicdo da expressdo da AXINI em ratos levou a morte embriondria prematura,
devido a deformidades induzidas pela duplicacdo do eixo antero-posterior do eixo
corporal, como consequéncia da atividade excessiva na via canonical Wnt
(GLUECKSOHN-SCHOENHEIMER, 1949; ZENG e SCHULTZ, 2003). A AXIN2
apresenta uma relacdo de retroalimentagdo com a via canonical Wnt, uma vez que a
mesma induz a expressdo da AXIN2, e apds 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 inibitoria sob o a via Wnt, uma vez que camundongos sem
a AXIN2 evidenciaram o crescimento de tecido especifico resultando em ma formagao
do cranio (YU et al., 2005) e dos dentes (LAMMI et al., 2004). Outros elementos com
funcdo na diferenciagdo tecidual e na organogenese sdo as glicoproteinas denominadas
WNTs (CADIGAN e NUSSE, 1997). A expressao de WNT3 tem sido relatada de forma
discreta nas regides dorsal e lateral do diencéfalo, no corddo espinhal dorsal de
embrides em meados da gestacdo em ratos e em cérebro de adultos (ROELINK e
NUSSE, 1991; PARR et al., 1993). Uma vez detectada a expressdo do WNT3 no estagio
de gastrulagdo de ratos foi possivel determiner a participacdo deste gene na produgdo do
endoderma e do mesoderma (LIU et al., 1999).

Um outro importante ligante da via Wnt ¢ o WNT2, sobe o qual ha relatos de sua
interagdo com o receptor FZD4 nas células da granulosa em ratos (RICKEN et al.,
2002). Além disso, também ¢ descrito na literatura a interacdo direta entre WNT2 e
FZD4 em células endoteliais hepaticas (KLEIN et al., 2008). Um outro receptor
indentificado para o WNT2 ¢ o FZDS e sua ativagdao vem sendo estudada em células de

cancer de pulmdo (BRAVO et al., 2013).

MSX1 (Msh homeboxe 1)

O gene MSXI (Murine homeobox 1), codifica proteinas que suprimem o
processo de transcricdo (CATRON et al., 1993; CATRON et al., 1995). Sua expressao
tem sido relatada em diferentes partes do embrido, como no tubo neural, nos botdes dos
membros, ¢ 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 interagdo
epitélio-mesenquimal ¢ um aspecto comum as regides citadas acima, a interferéncia do

MSXI nesses tecidos em especifico passa a ser considerada (WANG e SASSOON,
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1995). Estudo realizado por Satokata e Maas, (1994) demonstrou que a remog¢do do
MSXI leva a uma série de anormalidades no desenvolvimento, dentre as quais merece

destaque seus efeitos deletérios nas estruturas cranio-faciais.

Ha evidéncias de uma elevada expressdao do MSXI no epitélio uterino de ratas
adultas, seguida porém, de uma menor expressao apos a fase de implantacdo, de forma
a regular a morfologia epitelial do ttero, bem como manter a responsividade do utero
adulto aos fatores morfogenéticos e de desenvolvimento endometrial (PAVLOVA et al.,
1994). Em vacas foi identificada uma baixa expressao no endométrio e nos placentomas
apos 60 dias de gestacdo (ISHIWATA et al., 2003). Ainda em bovinos, estudo in vitro
demonstrou que a supressdo do MSX/ esta associada a deficiéncia da matura¢do dos
oocitos e da taxa de clivagem embriondria, além de afetar a expressdo de iniimeros
genes com fun¢do importante no desenvolvimento do odcito e do embrido no periodo de

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

RELN

Este gene ¢ envolvido no desenvolvimento embriondrio de mamiferos, e de
forma precoce pode ser identificado em embrides de ratos 9,5 dias apds a fecundagdo
(IKEDA e TERASHIMA, 1997). E observada uma elevada concentragio nos primeiros
dias pods-natal, que declina, apresentando baixo valos em adultos. Além disso foi
observada atividade do RELN em diferentes regides embriondrias como no cordao
espinhal (Yip et al., 2000), na camada granular abaixo da pia-mater em cortex fetal
humano (Meyer and Wabhle, 1999) e no desenvolvimento do corpo estriado em ratos.
Camundongos portadores de mutacdo no gene RELN apresentaram ataxia e andar
cambaleante, além disso esses animais podem desenvolver inimeras anormalidades
durante o desenvolvimento, como por exemplo, a inversdao da laminacdo cortical,
posicionamento anormal dos neurdnios e orientacdo anormal de corpos celulares e

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

As mutagdes no gene RELN em humanos causam lisencefalia e malformagdes
cerebelares (HONG et al.,, 2000). Cerri et al. (2012) demonstraram haver uma
diminuicdo na expressdo do RELN em vacas lactantes prenhes, aproximadamente
metade da expressdo observada em vacas lactantes ndo prenhes, associando a menor

expressao génica ao desenvolvimento imaturo de embrides e falhas na gestagao.
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2.5 Metabolismo energético em vaca de leite
2.5.1 O metabolismo energético no periodo de transicao

O periodo de transicdo entre o final da gestagdo e o inicio da lactagdo, esta
compreendido no periodo de trés semanas pré e trés semanas pds-parto e caracteriza-se
pela mudanga na demanda energética do animal e por constantes alteragdes fisiologicas,
nutricionais, metabodlicas e imunoldgicas (SORDILLO e RAPHAEL, 2013).
Concomitantemente ao aumento da demanda energética ocorre a diminuicdo da
consumo de matéria seca (CMS) resultando invariavelmente em balango energético
negativo (BEN) (BRADFORD, 2011). A diminui¢ao da CMS em cerca de 20 a 30%
(PARK et al., 2001) nas semanas que antecedem o parto ¢ associada principalmente a
elevados niveis de hormdnios esteréides na corrente sanguinea (GRUMMER et al.,
2004), devendo ser considerado ainda o aspecto multifatorial deste fendmeno,
ressaltando a co-participacdo de fatores como metabdlitos sanguineos, corticosterdides,
leptina, insulina, peptideos intestinais e neuropeptideos (INGVARTSEN e
ANDERSEN, 2000).

Neste periodo, o perfil hormonal caracteriza-se por uma continua diminui¢do nas
concentragdes de insulina até o momento do parto, acompanhada pelo aumento da
somatrotofina no inicio da lactagdo. Paralelamente observa-se uma queda nos niveis da
progesterona no momento do parto, € um aumento transitério nos niveis de estrogeno e
glicocorticdide (GRUMMER, 1995).

A elevada demanda energética associada a baixa CMS resulta na diminui¢@o dos
niveis glicémicos e da insulinemia, e consequentemente na mobilizacio da gordura
corporea (SORDILLO e RAPHAEL, 2013). Nesse sentido, diante da necessidade do
equilibrio dos niveis glicémicos, em um primeiro momento o organismo eleva a sintese
de glicose no figado e diminui a oxidacgdo da glicose nos tecidos periféricos, como por
exemplo nos musculos. Posteriormente, ocorre a mobiliza¢do das reservas de gordura
corporea resultando na liberagdo de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) na
circulagdo sanguinea (OVERTON, 2003). Os niveis circulantes de AGNE devem
atender a demanda energética do organismo, porém, ndo ultrapassar sua capacidade de
metabolizacdo do mesmo pelo figado (HERDT, 2000), sob o risco de resultar em
acimulo de triglicerideo hepatico e comprometimento da gliconeogénese no figado,
mecanismo fundamental na manuten¢ao da homeostase (OVERTON, 2003).

Além da liberagdo de AGNE, a mobilizagdo da grodura depositada nos

adipdcitos resulta ainda na liberagdo de glicerol, um importante elemento na produgao
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de triglicerideos e de glicose via gliconeogénese (CONTRERAS e SORDILLO, 2011).
O AGNE liberado ¢ transportado na corrente sanguinea pela albumina, podendo ser
utilizado como fonte de energia pelo tecido periférico, para producao da gordura do leite
na glandula mamaria, ou ainda, ser re-esterificado no figado, transformado em
triglicerideo e incorporado a lipoproteinas de baixo peso molecular (VLDL) (BLOCK,
2010; EMERY et al., 1992). Os niveis plasmaticos de AGNE oscilam de acordo com o
periodo gestacional e de lactagdo, podendo ser encontrado entre o final da lactagdo e o
inicio do periodo seco valores médios de 0,2 mM/L. A partir da segunda semana antes
do parto os niveis plasmaticos comegam a aumentar e os valores maximos podem ser
observados entre o parto e 10 dias apoés o mesmo, com concentracdes médias superiores
a 0,75 mM/L, a depender do grau de mobilizacdo dos lipidios. Em animais que

apresentam a cetose, os valores sdo superiors a 1,0 mM/L (ADEWUYT et al., 2005).

A B-oxidagdo do AGNE ocorre nas mitocondrias e produz a acetilcoenzima A
(Acetil-CoA), um importante substrato para a producdo do ATP no ciclo de Krebs. A
energia proveniente desse processo ¢ fundamental para a gliconeogénese, que ira
fornecer energia para o organismo, principalmente para a musculatura cardiaca e
esquelética (BELL, 1995). A acetil-CoA ¢ também utilizada diretamente como fonte de
energia principalmente pelo figado, e ainda pelos rins e intestino delgado (ADEWUYI
et al, 2005). Porém, se a producdo de acetil-CoA superar a capacidade de
aproveitamento do mesmo pelo ciclo de krebs, ou mesmo ndo houver oxaloacetato
suficiente para facilitar a entrada do acetil-CoA no ciclo de Krebs, o metabolismo do
acetil-CoA ¢ redirecionado para a producdo dos corpos cetdonicos acetoacetato, acetona

e beta-hidroxibutirato (BHB) (BLOCK, 2010; SORDILLO e RAPHAEL, 2013).
2.5.2 Resposta inflamatoria e o metabolismo energético

A relacdo entre o metabolismo energético e a inflamagdo vem sendo bastante
estudada, com énfase sobre os efeitos negativos das aletragdes metabdlicas na resposta
imunoldgica durante o periodo de transicdo em vaca de leite (SORDILLO e RAPHAEL,
2013; ZARRIN et al., 2014) e principalmente pela ocorréncia concomitante de
alteracdes metabolicas e doengas infecciosas comumente observadas (HEREDIA et al.,
2012). Por outro lado, a relagdo inversa onde a resposta inflamatéria predispde
alteragdes metabolicas vem também sendo estudada (TREVISI et al., 2009;
BRADFORD et al., 2009) e aponta os mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-1 e IFN-a)

como responsaveis por altergdes metabdlicas como elevados niveis de corpos cetdnicos
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circulantes e acimulo de triglicerideo hepatico. Contudo, as alteragdes metabolicas
secunddrias a resposta as toxinas de bactérias gram-negativas podem ocorrer antes
mesmo da produ¢d@o do TNF-a, considerada um das primeiras citocinas produzidas em
uma resposta de fase aguda (FONG e LOWRY, 1990; STEIGER et al., 1993),
sugerindo ndo haver a necessidade de um aumento sistémico deste mediador, mas um
estimulo local a partir da producdo de citocinas pro-inflamatérias (MARTINET et al.,

1988; MILLER et al., 1997).

As bactérias gram-negativas estdo entre as principais causas de infec¢des
comuns em vacas de leite como por exemplo na septicemia neonatal, na mastite, na
pneumonia e na metrite séptica pos-parto (WALDRON et al., 2003), e a resposta diante
desses microorganimos ocorre pela reacdo do hospedeiro a 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 desequilibrio no metabolismo de carboidratos,
gordura, proteina e minerais (KLASING et al., 1988), independentemente da
diminui¢do da CMS (STEIGER et al., 1999; WALDRON et al., 2003).

Jiang et al. (2008) demonstram uma menor expressdo de genes associados a
producdo de glicose em vacas submetidas a mastite induzida por endotoxina. Nesse
contexto, uma menor producdo de glicose durante a lactacdo pode levar o animal a uma
maior taxa de mobilizacdo de gordura, ao aumento na concentragdo de AGNE e
consequente aumento na producdo hepatica de corpos cetonicos. Evidencias apontam
para a estreita relacdo entre a resposta inflamatoria de fase aguda e o sistema nervoso
central (HOPKINS, 2007), através da ativacdo do eixo HPA pelas citocinas pro-
inflamatorias e consequente produgdo de cortisol. Adicionalmente, Kumsta et al. (2007)
observaram que a baixa expressdo hepatica da CBG (corticosteroid-binding globulin),
uma importante proteina responsavel por ligar-se ao cortisol circulante e manté-lo
inativo, estd associada a 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
lactacdo que receberam LPS (IV) apresentaram alteracdo nos niveis plasmaticos de
insulina, glucagon e diminui¢do na relagdo insulin:glucagon. A capacidade do pancreas
em produzir os hormonios reguladores da produgdo de glicose pode ser alterada pela

acdo de citocinas ou outros mediadores inflamatorios como o 6xido nitrico (SPINAS et
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al., 1999; ANDERSON et al, 2001) ou mesmo pelo aumento na concentragcdo
plasmatica de glicocorticoides. Neste sentido, elevados niveis de glicose apds desafios
com LPS podem ser justificados inicialmente pela glicogenolise hepdatica, e sua

posterior manutencao pela gliconeogénese (STEIGER et al., 1993; MIZOCK, 1995).

Novilhas desafiadas com injegdes intravenosas de LPS também demonstraram
alteracdes no metabolismo da gordura e de carboidratos, sendo observada uma primeira
etapa caracterizada por elevados niveis plasmaticos de cortisol e de glicose, seguida de
indicios de um deficit energético com baixo niveis de glicose plasmatica e aumento da
lipolise (STEIGER et al., 1993). A resposta lipolitica carcateriza-se pelo aumento nos
niveis plasmaticos de glicerol e de 4acidos graxos livres, e dentre os principais
mediadores estdo os elevados niveis de cortisol, ACTH e de catecolaminas, associado

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

A resposta lipolitica ao estimulo inflamatdrio resulta no aumento dos niveis
plasmaticos de AGNE e na dimimui¢do do BHB, contudo, a explicacdo para esta
relacdo ainda encontra informagdes incompletas na literatura. Por um lado, o aumento
nos niveis de AGNE estd associado aos niveis elevados do glicorticoides, das
catecolaminas e a diminuicdo da CMS (WALDRON et al., 2003), porém, estudos
demonstram o aumento dos niveis plasmaticos de AGNE em consequéncia a aplicagao
i.v. de TNF-a recombinante em novilhas independente da diminui¢do na CMS
(KUSHIBIKI et al., 2002; WALDRON et al., 2003). Acerca do BHB, sabe-se que a
cetogénese hepatica ¢ a principal fonte deste metabolito durante o periodo de BEN,
contudo, em vacas com equilibrado balanco energético esta fun¢do cetogénica ¢
exercida principalmente pelo epitélio ruminal, por meio do metabolismo do butirato
(WALDRON et al., 2003). Neste sentido estudos observaram uma diminui¢do nos
niveis plasmaticos de BHB em vacas e novilhas apds injecdes (i.v.) de LPS
(HUNTANEN et al., 1993; STEIGER et al., 1993; WALDRON et al., 2003), porém
com justificativas controversas sobre o fendmeno. Waldron et al. (2003) ao observar
esta alteracdo em vacas em lactacdo e com status energético equilibrado, sugeriram uma
alteracdo na atividade cetogénica ruminal, ndo necessariamente a nivel de disfungao
epitelial, mas pela diminui¢do 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 inibitorios do LPS sobre a atividade cetogénica hepatica, em
consequéncia @ uma menor CMS, e adicionalmente, apontam para a possibilidade da

menor concentragdo de BHB ocorrer em virtude de maiores estimulos ao uso dos corpos
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cetdnicos pelo organismo ou ainda pelos efeitos inibitorios de mediadores inflamatério

como o TNF-a e a IL-1 sobre a cetogénese hepatica (MENON et al., 1992).
2.6 Induciao da resposta inflamatoria por infusio de lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) ¢ 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 responsavel por promover a resposta inflamatoria, através
do estimulo a producdo de citocinas inflamatoérias, quando da ocorréncia de uma
infec¢do por esse tipo de bactérias (BURVENICH, 1983; SHUSTER et al., 1993). A
estrutura do LPS ¢ composto basicamente de trés partes: o O-polissacarideo,
responsavel por conferir a soro-especificidade as diferentes bactérias; a porgao lipidica,
responsavel pela toxicidade da parede celular e conhecida como “/lipid A”; e uma
terceira por¢do constituida por agucares como hexoses, hexaminas e heptoses, que
fazem a ligacdo entre a por¢do O-polissacarideo e a “/ipid A” (CALLAHAN e YATES,
2014).

A extracdo do LPS de bactérias gram-negativas pode ser realizada de cinco
formas diferentes, resultando em produtos com diferentes capacidades antigénicas.
Os dois principais métodos amplamente utilizados para extracdo de LPS, que
conferem satisfatéria capacidade antigénica aos produtos, sdo: o boivin, a base de
acido tricloroacético, que proporciona elevada capacidade antigénica ao LPS
extraido, em decorréncia da elevada concentragdo protéica; e o Westphal, método a
base de 4gua e fenol resultando em um produto rico em peptideos, acidos nucléicos e
residuos de acucar, provenientes da bactéria utilizada para extragio (BURVENICH,
1983). Dentre os sorotipos de E. Coli utilizados com frequéncia em estudos de indugdo
de resposta inflamatéria (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 antigénica do LPS, o mesmo vem sendo cada vez
mais utilizado na indugdo de resposta inflamatoria, possibilitando avaliar diferentes
aspectos associados a processo inflamatérios e infecciosos, desde a atividade das
citocinas pro-inflamatorias e proteinas de fase aguda em diferentes modelos de indugao
(BIENIEK et al. 1998; BLUM, 2000; JEFFERY, et al. 2009; PLESSERS, et al. 2014),

até aspectos mais especificos como a andlise de expressdo génica em camundongos
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submetidos a indu¢@o de mastite por LPS (ZENG, et al. 2006) ou a relacdo do LPS com
a resposta inflamatoria ovariana, podendo prejudicar a progressdo meiodtica do odcito
em bovinos (JOHN e SHELDON, 2012). Individuos quando expostos a acdo do LPS,
seja por via intravascular ou extravascular, apresentam inevitavelmente o inicio de uma
reagdo a principio ndo especifica, mas organizada e bem orquestrada, através da
resposta de fase aguda (RFA), com o objetivo de controlar a infeccio (BAUMANN e
GAULDIE, 1994; PLESSER, et al. 2015).

Embora amplamente referenciada como resposta de fase aguda, Ceciliani et al.
(2012) ressaltam que esta reagdo pode também ser reconhecida como resposta
inflamatoria sistémica, considerando que tal caracteristica pode acompanhar um
processo agudo, bem como, em parte, um processo cronico, podendo ainda atingir
diferentes orgdos e tecidos. Dentre os aspectos de uma RFA, alguns sdo bastante
evidentes como a febre, a leucocitose e a producdo de proteinas de fase aguda
(MURATA et al., 2004). A reagdo inflamatdria tem seu inicio através de estimulos
externos (Pathogen Associated Molecular Patterns - PAMP) ou internos (Damaged
Associated Molecular Pattern - DAMP) ao organismo, reconhecidos pelo sistema
imunoldgico. Neste caso o LPS atua como um PAMP e ¢ reconhecido por elementos do
sistema imune inato (CECILIANI et al., 2012). O processo de reconhecimento dos
PAMPs pelo sistema imune inato inicia quando proteinas com afinidade ao LPS se
ligam ao mesmo e direcionam-o a macrofagos 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, responsavel por ativar no interior das
céluas o fator nuclear kB (NF-kB) produzindo uma cascata de reagdes intracelular,
resultando na produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas que regulam a

resposta inflamatoria (CECILIANI et al., 2012; PLESSERS et al., 2015) .

Uma vez desafiado pelo LPS, o sistema imunolédgico responde de forma similar a
resposta do organismo frente as infecgdes bacterianas (gram-negativas), que
caracterizam-se pela producdo de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a, a IL-1 e a
IL-6, além de mediadores inflamatorios como os metabolitos do acido arcadonico, o ON
e os radicais livres, responsaveis pela letargia, desconforto respiratorio, febre,
hipotensdo e taquicardia, além de causar diarreia, alteragdes leucométricas e no sistema
de coagulacdo sanguinea (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 respiratéorio como a dispnéia, os estertores
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pulmonares e a tosse, apdés a administragdo intravenosa de LPS, mesmo antes do
aumento sistémico das citocinas e outros mediadores inflamatérios. A rapida
apresentacdo dos sinais respiratdrios justifica-se pelo pulmao estd entre os o6rgaos-alvo
das endotoxinas nos bovinos (OHTSUKA et al., 1997; PREAS et al., 2001), e pela acdo
dos macréfagos intravasculares pulmonares (MIPs) que apresentam uma elevada
capacidade de reacdo as endotoxinas, resultando na producdo local de mediadores
inflamatorios como o TNF-a e de metabolitos do acidos aracdonicos (WINKLER et al.,
1988; SINGH et al., 2004). Dentre esses mediadores estd o tromboxano A2, responsavel
por alteragdes como aumento da pressdo na artéria pulmonar e diminui¢do da
complacéncia pulmonar, que juntos resultam no desenvolvimento da dispnéia,
observado minutos ap6s a infusdo i.v. de LPS (ESBENSHADE et al., 1982; OLSON e
BROWN, 1986; PLESSERS et al., 2015).
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4. Capitulo I

Efeitos da resposta inflamatoria induzida por infusdes intravenosas de LPS sobre a
expressio génica endometrial e 0 metabolismo energético de novilhas Holandesas

“RESUMO INTERPRETATIVO”
Efeitos da resposta inflamatoria induzida por infusées intravenosas de LPS sobre a
expressio génica endometrial e 0 metabolismo energético de novilhas Holandesas’.
Por Fernandes et al. A ocorréncia de alteracdes metabolicas no inicio da lactagdo e
perdas embriondrias na fase incial da gestacdo sdo considerados fatores limitantes da
bovinocultura de leite. Este trabalho objetivou estabelecer um protocolo para induzir um
estado sist€émico pro-inflamatdrio e avaliar seus efeitos sobre a fertilidade de novilhas
Holandesas pela andlise da expressdo génica endometrial, bem como sobre o
metabolismo energético. A resposta inflamatéria induzida ndo alterou os parametros
metabodlicos avaliados, porém foi observada interferéncia sobre genes associados a
resposta immune no endométrio, principalmente relacionados a imunotolerancia ao
embrido, sugerindo uma possivel explicagdo para a subfertilidade relacionada distirbios

fisiopatologicos em vacas de leite.
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Efeitos da resposta inflamatoria induzida por infusdes intravenosas de LPS sobre a
expressio génica endometrial e 0 metaboismo energético de novilhas Holandesas®
CABECALHO: EFEITOS DA INFLAMACAO NA EXPRESSAO GENICA
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da resposta inflamatdria induzida por
infusdes intravenosas (iv) de lipopolissacarideo (LPS) na expressdo génica endometrial
de de novilhas ndo lactantes na fase lutea tardia, assim como sobre o metabolismo
energético das mesmas. Para tanto, apds estabelecimento de um protocolo de infusdo 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 solucdo salina estéril
iv, ou no grupo LPS (n = 11) submetido a infusdes sequenciais de LPS iv (0,1; 0,25;
0,5; 0,75; 1,0; 1,25 mg / Kg) a partir do segundo dia apds a IA (DO0). A cada infusdo de
LPS, as temperaturas retais foram mensuradas durante seis horas. Amostras de sangue
foram colhidas diariamente, para andlise de TNF-a, haptoglobina, progesterona, AGNE,
BHB, e ainda para avaliagdes leucométricas. No D15, as biopsias endometriais foram

realizadas e o material mantido a -80°C até a andlise por qRT-PCR de 30 genes alvo

'Corresponding 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

*Trabalho editado de acordo com as normas editoriais do periédico Journal of Dairy
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relacionados ao sistema imunitdrio, a moléculas de adesdo e a receptividade do
endométrio. Os dados foram verificados quanto a normalidade e a analise de varidncia
para medidas repetidas utilizando proc MIXED e UNIVARIATE. Depois de cada
injeccdo de LPS, a temperatura foi maior nas 6 primeiras horas no grupo LPS em
relacdo ao CON (P<0,05). O TNF-a (P<0,05) e a haptoglobina (P<0,01) aumentaram
nas novilhas desafiadas. Nao houve diferengas na analise de AGNE ¢ BHB (P>0,05). A
contagem total de leucocitos ndo foi diferente entre os tratamentos (P=0,29), porém, a
contagem diferencial demonstrou aumento de neutrdfilos segmentados, bastonetes e
monocitos, e diminui¢do de linfocitos e eosinodfilos no grupo LPS em relagdo ao grupo
CON (P<0,01). As concentragdes de progesterona durante o periodo experimental ndo
diferenga entre os tratamentos. Dentre genes avaliadados, apenas trés transcritos foram
expressos diferentemente. Em relacdo 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 expressao,
enquanto que o MXI1 (P = 0,02; Fold = 2,85) foi expresso em maior quantidade. As
infusdes de LPS induziram um estado pro-inflamatoria sistémico com limitado, mas
forte efeito na expressao do gene de transcri¢des relacionados com o sistema imunitario,
o que sugere uma possivel explica¢do acerca da sub-fertilidade relacionadas a alteragdes
fisiopatologicas em vacas leiteiras. Nao foi observado efeito sobre o metabolismo
energético.
Palavras-chave: Endomério, inflamagao, fertilidade, LPS, AGNE, BHB.
INTRODUCAO

Parcela consideravel das perdas econdomicas que comprometem a bovinocultura
leiteira estd associada a processos infecciosos e alteracdo metabodlicas frequentemente
observados no periodo de transi¢do, assim como a perdas embrionarias precoces, que
ocorrem, principalmente, entre os dias 8 e 21 apds a fertilizagdo (Roche et al., 1981;

Dune et al., 2000). Desta forma, julga-se necessario conhecer os efeitos de diferentes
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alteracdes fisiopatoldgicas sob o periodo embriondrio, que de acordo com o Comité de
Nomenclatura Reprodutiva em Bovinos (1972), estende-se desde a fecundagdo até a
fase final da diferenciagdo embrionaria, por volta do 42° dia.

Na bovinocultura de leite a taxa de fertilizagdo média ¢ de 80 a 90%, porém, aos
60 dias apods fertilizagdo, apenas 35% confirmam a prenhez (Santos et al., 2004b;
Sartori et al., 2010). Esta taxa expressiva de perda embrionaria pode esta associada a
alteracdes homeostaticas necessarias no suporte da produgdo leiteira (Sartoti et al.,
2002; Cerri et al., 2012) e ainda a processos inflamatorios secundérios a exigéncia
produtiva, dentre eles a mastite (Santos et al., 2004a).

Aspectos relacionados ao metabolismo energético como os acidos graxos nao
esterificados (AGNE), o B-hidroxibutirato (BHB), a glicose, a insulina, o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), dentre outros, tem sido associados a
diferentes efeitos sobre a fertilidade em vacas primiparas e multiparas (Wathes et al.,
2007; Ospina et al., 2010).

Considerando que o periodo de desenvolvimento folicular ocorra em média em
quarenta dias, e que o periodo de espera voluntdrio para a realizacdo da primeira
inseminacdo (IA) pos-parto seja de 60 dias, evidéncias demonstram que o
desenvolvimento dos foliculos selecionados para ovular no inicio do periodo de servigo
ocorra sobre o efeito do balango energético negativo (BEN) (Ospina et al., 2010). Nesse
contexto, o BEN tem sido associado a reducdo da taxa de fertilizagdo e ao aumento no
periodo de espera voluntéria, no intervalo entre estros e na fase lutea (Taylor et al.,
2003). Além dos efeitos deletérios sobre o ovario, o BEN também tem sido associado
ao comprometimento do processo de involugdo uterina pds-parto, o que pode resultar
em uma maior exposicao do endotélio a resposta inflamatéria e danos teciduais (Ospina

etal., 2010).
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Além das alteragdes metabolicas, a resposta inflamatoria também vem sendo
associada ao comprometimento da fertilidade em vacas de leite, com base em pesquisas
que apontam a inflamacdo da glandula mamadaria como um fator de risco para a
subfertilidade, e correlacionam os efeitos sobre os tecidos uterinos ao periodo estral no
qual o processo infeccioso se instala (Barker, et al., 1998; Santos et al., 2004a).

Sua ocorréncia antes da insemingdo artificial (IA) pode resultar em atraso na
ovulacdo, anovulacdo, auséncia do comportamento de estro e, consequentemente um
maior intervalo entre o parto e primeira [A (Suzuki et al., 2001; Lavon et al., 2008).
Nesse contexto, o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal sofre interferéncia da resposta
a endotoxina bacteriana, que inibe a libera¢do das gonadotrofinas, e consequentemente
compromete o aporte do hormoénio foliculo estimulante (FSH) e do hormonio
luteinizante (LH) para a ovulacdo, além de interferir na maturacdo dos odcitos, na
foliculogénese e na func¢ao luteal (Suzuki et al., 2001; Hansen et al., 2004).

Por outro lado, a ocorréncia da mastite entre a A e a confirmagdo da gestagdo,
estd relacionada a uma maior taxa de servico € um maior intervalo entre estros, o que
sugere a ocorréncia de morte embriondria (Barker, et al., 1998; Santos, et al., 2004a).
Nesse contexto, alguns mediadores inflamatérios como as interleucinas, o fator de
necrose tumoral (TNF-a), o 6xido nitrico e a prostaglandina (PGF,4) sdo apontados
como fatores limitantes do desenvolvimento embrionario, podendo causar ainda, a
morte embriondria (Soto et al., 2003; Hansen et al., 2004).

Apesar do conhecimento sobre a interferéncia de mediadores inflamatorios na
fertilidade, afetando direta ou indiretamente o eixo neuroendocrino ou o embrido,
alguns questionamentos sobre a relagdo entre tais mediadores e o utero continuam sem
resposta, evidenciando a nessecidade de estudos voltados para o comportamento do

endométrio diante desses mediadores, e mais precisamente sobre 0s mecanismos
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moleculares envolvidos nos processos relacionados a imunotolerancia ao processo de
implantacdo do concepto.

Assim, faz-se necessario compreender a importancia da interagdo concepto-
maternal para o estabelecimento e manutencao da gestacdo, onde ocorre uma regulagao
e diferenciacdo complexa da expressdo génica endometrial, sob efeito principalmente da
progesterona (P4), estradiol (E;) 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 embriondrio, favorece a receptividade uterina ao concepto, através da
inibicdo da lutedlise e consequente manutengdo de niveis satisfatorios 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 a¢do do INF-t e da P4 promove a
diferenciagdo do padrio de expressdo de genes relacionados a remodelacdo celular,
adesdo e implantacdo, orientacdo e polarizacdo celular e ao transporte de lipidio e
glicose (Bauersachs et al., 2006; Forde et al., 2010).

Cerri et al. (2012) observaram que genes endometriais relacionados ao sistema
imunoldégico como, por exemplo, o MXI1, MX2, CXCL10, PTX3, SERPINGI
(SERPINA14), apresentaram niveis elevados de expressdo no 17° dia de gestagdo,
enquanto que genes associados a adesdo celular e remodelamento tecidual apresentaram
uma baixa expressdo, neste mesmo periodo. Adicionalmente, foi observado que a
lactacdo exerceu efeitos negativos sob o padrdo de expressdo endometrial sinalizando
possivel relacdo entre a lactagdo e perdas gestacionais precoces. Além disso, Walker et
al. (2012) demonstraram que vacas consideradas sub-férteis apresentaram uma menor
expressdo de genes relacionados a tolerancia imunoldgica ao embrido, e aqueles
relacionados a prevengdo da luteodlise e suporte para desenvolvimento embrindrio.

Este estudo objetivou: 1) estabelecer, por meio de infusdes intravenosas de

lipopolissacarideo (LPS), um protocolo de inducdo de resposta pro-inflamatdria
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sisttmica em novilhas Holandesas nao-lactantes, ¢ 2) avaliar seus efeitos sobre a
expressdo de genes endometriais de novilhas ndo-lactantes no 15° dia de gestagcdo, bem

como sobre os niveis plasmaticos de AGNE ¢ BHB.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no centro de educagdo e pesquisa em gado de leite
da Universidade da Columbia Britanica, em Agassiz, Canada (Dairy Education and
Research Centre at the University of British Columbia), de acordo com as praticas
preconizadas pelo Canadian Animal Care Council (CACC, 2009), e aprovado pelo
comité local de bem-estar animal. Dividido em dois momentos complementares, o
experimento 1 objetivou estabelecer o protocolo de indugdo de resposta inflamatoria, a
ser utilizado no experimento 2, o qual avaliou a interferéncia da resposta inflamatoria na
expressdo de genes endometriais de novilhas no 15° dia de gestacdo e no metabolismo

energético.

Experimento 1

Animais e delineamento experimental. Inicialmente, com o objetivo de avaliar o
perfil da resposta inflamatoria frente a diferentes estimulos, treze novilhas nuliparas nao
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 infusdo intravenosa (i.v.) de LPS de Escherichia
coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) a cada 48 h por 12 dias. Considerando
como Dy o primeiro dia de infusdo, novilhas do grupo CON receberam infusdes de 2 mL
de solucdo salina; o grupo LPS-A foi submetido as doses 0,1; 0,1; 0,25; 0,25; 0,5; 0,75
ng/Kg, e o LPS-B, 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 pg/Kg em 2 mL de solugdo salina

(Figura 1). A temperatura retal foi aferida apds cada infusdo, por seis horas, com
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intervalo de uma hora entre as aferi¢des, e foi realizada a pesagem das novilhas nos dias
0,7e14.

As amostras de sangue foram colhidas, diariamente pela manha e previamente as
infusdes, 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 obteng¢do do plasma e
armazenadas a -80°C para posterior avaliacdo dos niveis plasmaticos de haptoglobina.
Adicionalmente, foram realizadas avalia¢des leucométrica (Cole, 1984; Jain, 1993;
Trall, 2007) nos dias 0, 1, 2, 5, 8, 11 e 14.

Para a quantificagdo plasmatica da haptoglobina utilizou-se o Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), com base na forma¢do do complexo haptoglobina-
hemoglobina, estimando a diferenga de atividade de peroxidase no plasma (Makimura e
Suzuki, 1982). A reacdo 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 interferéncia da resposta inflamatéria 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 infusdo, o que possibilitou estabelecer o comportamento padrio das
novilhas, sendo realizado o download do Icetag a cada 7 dias através de software
especifico (IceTag Analyzer for IceTag™, IceRobotics Ltd, Midlothian, Scotland, UK).
Para tanto, os aspectos avaliados foram: frequéncia com que os animais levantaram e
deitaram, o tempo de permanéncia em esta¢do e em dectbito, bem como o numero de

passos dados a cada periodo de duas horas.
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Experimento 2

Animais e delineamento experimental. Trinta e trés novilhas novilhas nao-
lactantes, com idade média de onze meses, foram submetidas ao protocolo de
sincronizagdo ovsynch (Pulsey et al., 1995), em associagdo 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 distribuidas em dois grupos
experimentais, os quais a partir do dia 2 passaram a receber infusdes i.v, a cada 48
horas, até o 12° dia apds a IA. O grupo controle (CON, n=11) foi submetido a infusdes
de solucao 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 pg/Kg) de
LPS. Ap6s as infusdes, 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 coccigea medial, em tubos vacutainer de
10 mL com EDTA (Becton & Dickinson Vacutainer systems, Rutherford, NJ). Nos dias
de infusdo, as amostras foram colhidas imediatamente antes das mesmas e em seguida
centrifugadas a 2.000 g por 15 min para obten¢do do plasma e posterior armazenamento
a -80°C.

Nesta fase do experimento as analises leucométricas foram realizadas diariamente
(Cole, 1984; Jain, 1993; Trall, 2007) e as aliquotas plasmaticas foram submetidas ao
ELISA para a determinagdo das concentragdes de TNF-a, haptoglobina e P4.

A quantificacdo da haptoglobina seguiu a mesma metodologia aplicada ao
experimento 1, enquanto que os niveis plasmaticos de TNF-a foram determinados
utilizando o kit de ELISA para TNF-a bovino (RayBio®, Gerorgia, USA), que se aplica
a avalia¢do quantitativa do TNF-a em plasma e soro bovino, com leitura realizada a 450

nm. Por fim, os niveis 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 avaliacdo dos parametros metabolicos foi realizada com base na andlise dos
niveis plsamaticos, AGNE e BHB. Foi realizado ensaio enzimatico colorimétrico para a
quantificagdo de AGNE (HR Series AGNE-HR, WAKO Diagnostics, Mountain View,
CA), com base na reacdo de acilagdo da coenzima A (CoA) que resulta em um produto
de cor purpura mensurado colorimetricamente a 550nm. A quantificagdo do BHB foi
determinada por meio de reacdes de enzima acoplada (B-Hydroxybutyrate Assay Kit,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO) resultando em produtos colorimétricos identificados a
450nm, proporcional a quantidade de BHB presente na amostra.

Através de ultrassom portatil (Ibex Pro; E.I. Medical Imaging, Loveland, CO),
equipado com uma probe de 7.5 MHz, as novilhas foram acompanhadas durante a
realizacdo do ovsynch, bem como dois dias apds o término do mesmo, para avaliar a
resposta das novilhas ao protocolo de sincronizagao.

A dindmica folicular em ambos os ovérios foi avaliada e os foliculos classificados
de acordo com o didmetro, onde < 5 mm, 5-10 mm e > 10 mm , foram considerados
pequeno, médio e grande, respectivamente. Apos a ovulacdo, a ultrassonografia foi
realizada a cada dois dias para avaliacdo do dimametro dos CLs durante o periodo de

infusdo do LPS.

Lavado uterino e biopsia endometrial. No 15° dia apos a 1A, foi realizada coleta
de embrido, bem como do fluido uterino para a dosagem do INT-t, seguida da bidpsia
endometrial. Previamente, as novilhas foram submetidas a anestesia epidural, utilizando
2 mL de lidocaina a 2% (Bimeda-MTC Animal Health Inc., Cambridge, ON), e limpeza

completa da genitélia externa.
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Para lavagem uterina e coleta de embrido, a cervix foi transpassada com o auxilio
do cateter de foley (Fr=20), e foi utilizada solu¢do comercial (Bioniche Animal Health
Canada Inc., Belleville, ON). Os primeiros 20 mL de fluido uterino recuperado, apds
passar pelo micro-filtro, foi armazenado em tubos de 50 ml (Fisherbrand™, UK), para
posterior dosagem de INT-t.

Imediantamente apds a lavagem do utero, deu-se inicio a bidpsia endometrial
introduzindo no tutero a arma de biopsia (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 a -20°C.

Quantificagcdo 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 aliquota
de 100 pl do lavado uterino de cada novilha foi diluida com 100 pl de solugdo tampao
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 pogos foram
inicialmente lavados com 200 pl de TBS, para posterior adicdo das amostras uterinas
diluidas, e em seguida, lavados novamente com 200 ul de TBS.

Durante uma hora, a membrana foi mantida a temperatura ambiente para secagem
e posteriormente bloqueada com solugdo a 5% de leite/TBS com 0.1% Tween 20
(TBST). A membrana foi entdo incubada, a 4°C durante a noite, em soro primario de
coelho com anti IFN-t ovino, a uma diluicdo de 1:1000 em 5% leite/TBST. Foi entdo

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) a uma dilui¢do de 1:5.000 diluido em 5% leite/TBST por uma hora, a
temperatura ambiente. Por fim, foi realizada outra lavagem por 30 minutos em TBST. A
reacdo ao IFN-t foi detectada utilizando o substrato quimioluminescente (Supersignal
West Pico, Thermo Scientific, Waltham, MA) e quantificado por um software de analise
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 avaliagdo da expressdo gé€nica, foram consideradas prenhes as novilhas que
apresentaram concentra¢cdo de INT-t no fluido uterino, maior que aquela observada no
fluido no qual foi recuperado o menor embrido.

Extracdo de RNA. O RNA total foi extraido das amostras de tecido por meio da
associacdo do TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) e o kit commercial de extracdo
PureLink (Invitrogen, Carlsbad, CA). Foi considerada a relacdo 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 extraido foi avaliado quantitativamente e
qualitativamente por espectrofotometria (Nano drop 2000, Thermo scientific,
Wilmington, DE).

Design dos primers. As sequéncias de primers (forwards e reverse) foram
construidas de acordo com sequéncias de RNAm bovino (National Center for
Biotechnology Information - NCBI), através da Primer Quest PCR (Integrated DNA
Technologies, Coralville, IA). Informagdes como sequéncia do primer, tamanho de
fragmento e identificagdo do gene estdo disponiveis na tabela 1.

Transcriptase reversa e sintese do cDNA. Para o processamento e obtengdo dos
fragmentos de cDNA (QuantiTect Rev. Transcription Kit, Qiagen), tubos contendo 12,5

pl de solugdo de RNA das amostras (2.500ng de RNA + agua livre de nuclease)
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receberam 12,25 pl de solugdo de DNAse (2,5 ul da enzima DNAse I, 1,0 pl da reagdo
tampao DNAse e 8,75 pul de agua livre de nuclease) e em seguida incubadas a 37°C por
10 minutos. Desta forma a contaminacao por DNA proveniente do processo de extragcdo
de RNA foi minimizada.

Apo6s incubacdo, 0,25 puL. de EDTA foi adicinado a cada tubo, para evitar a
utilizagio de cations divalentes como Mg*" and Ca®", pela agdo da DNAse I, e previnir
ainda, a clivagem do RNA associada aos cations. Os tubos foram novamente incubados
por 10 min, a 75°C.

Uma vez submetidas as amostras a DNAse, foi realizado o procedimento de
transcri¢do reversa para sintese do cDNA, através do uso de kit comercial (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Para realizacdo da reacdo de cadeia de polymerase pela
transcriptase reversa (RT-PCR), 5 ul de RNA, submetido a agdo da DNAse I na etapa
anterior, foi adicionado a tubos contendo 5 pl de solucdo reagente contendo 1ul de 10X
primers aleatorios, 0,4 pl de 0,8 mM de trifosfato de desoxirribonucleosideo, 1 ul de
10X buffer, 0,5 pl de 50 U/ul de transcriptase reversa, 0,25 pl de 40,000 U/mL de
inibidor de RNAse (New England Bio Labs, Ipswich, MA) e 1,85 ul de dgua livre de
nucleases.

Por fim, a solugdo foi centrifugada a 2.000 rpm a 4°C, posteriomente levadas ao
termociclador (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e submetida ao seguinte protocolo: 10
minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, por fim 5 minutos a 85°C e por fim 4°C para
finalizar a reagdo. O produto da reagdo foi mantido a -20°C at¢ a realizag¢do da reacdo da

PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR).
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PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR). Para a andlise das transcri¢des e
expressoes génicas, 30 genes foram avaliados considerando seus impactos na
receptividade endometrial, adesdo celular e resposta imunologica endometrial no 15° dia
de gestacdo (Tabela 2).

A quantificagdo relativa da transcricdo de RNAm foi realizada utilizando a qRT-
PCR como descrito previamente por Cerri at al. (2012) e o gene GAPDH foi
considerado o controle enddgeno normalizando o nivel de RNAm de cada gene. Para a
realizagdo da qRT-PCR foi preparado uma solugdo contendo 12,5 pl de SYBR Green
mix (QuantiFast SYBR Green PCR Kit, Qiagen, Valencia, CA), 2 ul de primers
(forward and reverse), 8 pl de dgua para PCR (Sigma Aldrich) e 2.5 pl 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
desnaturacdo realizado a 95°C por 5 minutos, seguido do programa de amplificagao
constituido por 40 ciclos de trés etapas: 95°C por 15 segundos, 60°C por um minuto, e
72°C por 20 segundos. Foram consideradas para analise apenas reagdes com valores de
Ct (cycle threshold) menor do que 35 ciclos. As sequéncias de nucleotideos utilizadas
para amplificar cada gene testado estdo apresentadas na tabela 1.

Anadlises estatisticas. Os resultados da qRT-PCR foram analisados de acordo com
os valores médios de Ct para cada transcri¢do. O valor de Ct do GAPDH, gene de
referéncia, foi calculado e normalizado possibilitando o célculo dos valores de delta (A)
Ct, enquanto que mudancas em transcri¢des especificas e em relativa abundancia foram
calculadas pelo método delta delta (AA) Ct (Livak e Schmittgen, 2001). O procedimento
Univariate do software estatistico SAS versdo 9.3 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) foi utilizado para avaliar os dados quanto a normalidade, e quando
necessario transforma-los (log). Medidas repetidas foram analizadas utilizando o

procedimento Mixed do SAS.
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RESULTADOS
Experimento 1

A avaliacdo 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 apos as infusdes (Grafico 1). Em relacdo ao peso dos animais, ndo foi
observada influéncia de nenhum dos protocolos estudados (p = 0,98).

Foi observada influéncia dos protocolos LPS-A e LPS-B sobre os niveis
plasmaticos de haptoglobina, porém, o protocolo LPS-B demonstrou uma maior
capacidade de manter niveis moderadamente elevados em relacdo ao grupo controle,
principalmente no periodo final do experimento. Tal aspecto estd 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 periodo, apresentaram uma queda mantendo valores superiores ao grupo
controle, ou tendéncia em se manter superior (Grafico 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 relacdo ao controle. No dia 14, foi observada a manutengdo da diferenca entre os
animais LPS-A e o controle (p=0,015), porém, ndo entre LPS-B e o controle (p=0,9)
(Grafico 3.A). Em relacdo aos diferentes tipo celulares, o linfocitos apresentaram-se
elevados nas novilhas LPS-B em relagdo ao grupo controle também no dia 11 (p=0,031)
(Gréafico 3.B). Os maiores valores de neutrofilos seguimentados foram encontrados nos
dias 1 e 11, sob efeito principalmente do protocolo LPS-B, tendéncia seguida sempre
pelos animais LPS-A (Grafico 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

relacdo ao controle foram observados apenas nos dias 11 e 14 (Grafico 3.D) Por fim,
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outro grupo celular que merece destaque sdo os mondcitos, que foram observado em
maior quantidade nos animais LPS-A (0,003) e LPS-B (p=0,025) em relacdo aos
controles, no dia 14 do experimento (Grafico 3.E).

A avaliacdo da interferéncia dos perfis inflamatorios estabelecidos, sobre o
comportamento das novilhas, demonstrou que durante alguns periodos do experimento,
os animais submetidos ao LPS permaneceram menos tempo deitados do que os animais
controle (p<0,0001) (Grafico 4). Porém, ao quantificar os passos realizados, ndo foi
observada diferenca entres os trés grupos avaliados (p>0,05), o que sugere que o tempo
a mais que os animais desafiados se apresentaram em esta¢do, ndo necessariamente
desenvolveram atividade ou deslocaram-se, sugerindo uma baixa atividade neste

periodo, podendo est4 associado a letargia consequente ao estado inflamatdrio induzido.

Experimento 2

Avaliacio da resposta inflamatoria e parimetros metabolicos. O monitoramento
da temperatura retal apos as infusdes de LPS, a exemplo do que foi observado no
experimento 1, demonstrou variacdo significativa (P<0,05) dos valores médios entre os
grupos CON e LPS, desde a primeira hora apds aplicagdo (CON = 38,5°C e LPS =
39,3°C), até a ultima aferi¢do, periodo no qual o grupo CON apresentou temperatura
estavel de 38,5°C e o grupo LPS 38,9°C. O pico da temperature atingido pelo grupo LPS
ocorreu, em média, entre a 4° e 5° hora ap0s as aplicagdes, atingindo em média 40,05°C
(Grafico 5).

Considerando a primeira infusdo realizada no D2 do experimento, os niveis
plasmaticos de haptoglobina no grupo LPS apresentaram-se superiores aos encontrados
no grupo CON (P < 0,01), sendo obstervada esta diferenca desde o D3 até o D13, com
valores maximos sendo atingidos em média no D4 (Grafico 6). Comportamento

semelhande foi observado nos niveis plasmaticos de TNF-a com valores superiores no



99
grupo LPS, nos dias 8 (P = 0,05), 11 (P = 0,01) e 13 (P = 0,04), em relacdo ao CON
(Grafico 7).

Em relacao aos valores médios de leucocitos totais, com excecao dos dias 11 e 13,
nos quais o grupo LPS apresentou valores médios superiores (P < 0,01) aos
apresentados pelo CON, ndo foi observada interferéncia do LPS nos demais dias do
experimento (p = 0,29). Apesar de pouco influenciar na contagem de leucécitos totais, o
protocolo utilizado alterou a distribuicdo dos diferentes tipos de leucocitos no grupo
LPS em relagdo ao CON, resultando em uma menor contagem de linfécitos durante o
periodo do experimento (p < 0,05), assim como de eosindfilos entre os dias 7 ¢ 12 (p <
0,05). Por outro lado, foi observado aumento na contagem de neutrofilos segmentados
durante o periodo do experimento (p < 0,05), de bastonetes, a partir do dia 5 (p < 0,01),
e de mondcitos nos dias 7 e 13 do experimento (p < 0,01) (Grafico 8 A-F).

Nao foi observada diferenga entre as concentragdes plasmaticas de AGNE ¢ BHB
entre os grupos CON e LPS (p>0,05).

Monitoramento ovariano, progesterona e interferon-tau. O monitoramento
ovariano das novilhas previamente a IA certificou a responsividades das mesmas ao
protocolo de sincronizagdo e confirmou que ndo houve alteragdes pré-ovulatorias. Além
disso nao foi observada diferenca nos diametros dos corpos luteos, durante a realizagao
do experimento.

Os niveis plasmaticos de P4 ndo apresentaram diferenga entre os grupos estudados
(p > 0,05), assim como os valores de INT-t apresentados pelas novilhas prenhes (p >
0,05) (Tabela 3).

Expressdo génica endometrial. A expressdo de genes associados a adesdo celular
e ao crescimento e desenvolvimento embriondrio ndo sofreram interferéncia do perfil
pro-inflamatério induzido nas novillhas. Porém, dentre os genes asssociados a resposta

imunologica endometrial, os genes PTX3 (p = 0,01) e IDO (p = 0,03) apresentam uma
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expressdo aproximadamente duas vezes menor, no grupo LPS em relagdo ao CON.

Enquanto que o gene MX1 (p = 0,02) apresentou uma expressao cerca de trés vezes

maior no LPS, em relagdo ao CON (Grafico 9). Os demais genes avaliados para

resposta imune endometrial ndo foram alterados pelo perfil inflamatorio induzido.
DISCUSSAO

Apesar da ampla utilizacdo do LPS na inducdo de resposta inflamatdria, ndo se
encontra na literatura um protocolo estabelecido para indug¢do de uma resposta sistémica
longa e moderada, e que possa interferir no sistema reprodutivo. Desta forma, o
protocolo LPS-B foi escolhido considerando que o mesmo, a principio, melhor se
adequou ao perfil pro-inflamatério longo e moderado almejado para o estudo. Neste
sentido, sera detalhada na discussdo a resposta inflamatdria induzida pelo protocolo
LPS-B, a partir de entdo referenciado apenas como LPS, bem como sua interferéncia na
expressao génica endometrial.

Apesar da resposta inflamatéria bem caracterizada, apresentando elevados niveis
circulantes de TNF-0, ndo foi oberservada alteragdo nos niveis de AGNE e BHB,
diferentemente do trabalho de Steiger et al. (1999), que ap6s infusdes intravenosas de
LPS em novilhas associou o aumento de AGNE a uma maior atividade do sistema
nervoso simpatico em resposta ao LPS, e baixos niveis de BHB a agdo inibitéria de
TNF-a e IL-1 sobre a cetogénese hepdatica. Porém, os dados do presente estudo
corroboram a afirma¢@o de Yuan et al. (2013), sugerindo que o TNF-a isoladamente nao
pode ser responsabilizado pela alteracdo no metabolismo da glicose e de lipidios,
devendo-se assim avaliar a variabilidade dos efeitos da inflamag¢do sobre o metabolismo
energético considerando o grau de mobilizagdo de gordura (balango energético) ao qual
os animais estdo submetidos (Minuti et al., 2015).

O desafio intravenoso com LPS nas novilhas gerou uma resposta imunologica

rapida e eficiente, iniciada pela producdo de citocinas pirogénicas, como a IL-6 e o
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TNF-a (Blatteis, 2007; Jackson et al., 1990), que ao ativarem o centro da febre no
hipotdlamo, foram responsaveis pela elevacdo da temperatura retal desde a primeira
hora apds as infusdes, atingindo temperatura maxima média de 40,03°C, quatro horas
apos. Comportamento semelhante foi observado por Jackson et al, (1990), quando vacas
lactantes desafiadas com 100 pg de LPS i.v, apresentam temperatura retal de 40,3°C,
quarto horas e meia ap6s o inicio do desafio. Da mesma forma observado por Carroll et
al. (2009), que induziram um aumento de temperatura de 40,2°C, também quarto horas e
meia apo6s a infusdo i.v. de 2,5 pg/Kg de LPS.

A resposta induzida pode ser melhor caracterizada pela avaliagdo dos niveis
plasmaticos de TNF-a e haptoglobina durante o periodo experimental. O nivel
plasmatico elevado de TNF-a, observado nas novilhas testadas, apontam para uma
resposta pro-inflamatdria, sob marcante influéncia dos macrofagos e mondcitos que
produzem ainda a interleucina-1 beta (IL1-f) e a interleucina-6 (IL-6), induzindo a
producdo hepatica de proteinas de fase aguda (PFA) como a haptoglobina, proteina
amiloide sérica A, a ceruloplasmina e a proteina C reativa (Heinrich et al., 1990). A
liberagdo de citocinas pro-inflamatérias sdo responsaveis ainda por alteracdes
hormonais, metabdlicas e bioquimicas, resultando na producdo de componentes
metabolicos como as prostaglandinas, leucotrienos e o 6xido nitrico, além de inimeras
alteracdes clinicas como febre, anorexia, diarréia, perda de peso, taquicardia, taquipnéia
e depressao (Gruys et al., 2005; Eckersall et al., 2010; Elker et al., 2014).

Dentre as PFA de importancia para ruminantes, a haptoglobina se destaca como
moderadora inflamatéria, por sua interacdo com as células de defesa e os patdgenos
(Ceciliane et al., 2012). Seus niveis plasmaticos elevam-se consideravelmente diante de
processos inflamatérios como mastite, pneumonia, enterite, endocardite, abcessos, além

de infecgdes 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 inflamatdria aguda com um aumento consideravel
desde as primeiras vinte e quarto horas do inicio do experimento, atingindo niveis
maximos 48 horas apds a primeira infusdo. De forma semelhante, Elker et al. (2014),
observaram niveis maximos de haptoglobina, 18 horas apds injecao de 0,5 pg/Kg de
LPS intravenosa em bezerros. O aumento dos niveis plasmaticos de haptoglobina
também pode ser observado através da infusdo intramamaria de LPS, como observou
Suojala et al. (2008), vinte e quarto horas apos infusdo de 1.500 unidades formadoras de
coldonia. Porém, neste caso os niveis maximos foram observados apenas 60 a 68 horas
apos a infusdo, considerando a necessidade de uma resposta local preceder a resposta
sistémica (Jackson et al.,1990).

A dinamica apresentada pela haptoglobina durante o periodo do experimento
mostra uma diminui¢do marcante dos niveis plasmaticos a partir de 72 horas apds a
primeira infusdo, porém mantendo niveis moderadamente elevados até o final do
tratamento. Esta dindmica sugere um processo de cronificacdo da resposta inflamatoria,
principalmente se considerarmos o status inflamatorio créonico 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 inflamatoria
crénica 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
inflamatoria sistémica de baixa intensidade, por meio de infusdes em bolus de baixas
doses de LPS, e elevou em duas a dez vezes os niveis plasmaticos de citocinas,
assemelhando-se aos niveis encontrados em processos inflamatorios cronicos em

humanos (Erikstrup et al., 2006).
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As avaliagdes leucométricas reafirmam o perfil pré-inflamatorio estabelecido nas
novilhas desafiadas, ao tempo que, a ndo diferenciacdo do nlimero dos leucdcitos totais
entre os grupos CON e LPS, possibilita classificar como moderada a respota
inflamatoria induzida. A maior contagem de neutrofilos segmentados, observada
durante o periodo do experimento no grupo LPS se d4 em resposta a a¢do da IL-1 e do
TNF-a na medula 6ssea, que ¢ estimulada a elevar o nimero circulante dessas células,
contribuindo para uma resposta imunologica eficiente (Yates e Callahan, 2014). Porém,
o estimulo continuo para a produgdo e liberacdo de neutrofilos na corrente sanguinea,
leva ao esgotamento do estoque de células maduras, e consequente aparecimento na
corrente sanguinea dos neutrdfilos jovens, os bastonetes. A neutrofilia com desvio a
esquerda, como ¢ conhecido o aumento na produgdo de bastonetes, foi observada nas
novilhas desafiadas a partir do quinto dia do experimento, quando as novilhas ja haviam
recebido a segunda infusdo de LPS.

Por outro lado, a exemplo do que foi observado na dindmica da haptoglobina na
fase final do experimento, o leucograma sinaliza um processo de cronificacdo da
resposta induzida, através do aparecimento dos monocitos nos dias sete e doze,
acompanhados de quadros de linfopenia e eosinopenia. Este perfil justifica-se pela
manuten¢do da resposta inflamatoria, durante um periodo prolongado, que eleva os
niveis de cortisol circulante, na tentativa de minimizar os danos dos mediadores
inflamatoérios nos diferentes tecidos. De acordo com Travessi ¢ Bertoni (2009), niveis
circulantes de glicocorticoides elevados sdo responsaveis pela diminui¢ao dos niveis
circulantes de linfocitos B, T e células natural killer, e ainda pelo quadro de
eosinopenia. Nesse contexto, tem-se que vacas adultas apos longos periodos de estresse,
e durante um processo inflamatério ou endotoxemia, apresentam uma inversdo na

relagdo neutrofilo:linfocito (Nemi et al., 1993).
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Dentre as diversas formas de relacionar as perdas embriondrias precoces com a
producdo dos mediadores inflamatdrios, estd a indu¢do prematura da lutedlise pela
producdo de PGF,,. Diferentes tecidos, dentre eles o endométrio, sdo estimulados a
produzir PGF,,, pela agdo de TNFa e da IL1-f (Hansen, et al., 2004). Porém, no
presente estudo, mesmo com os niveis plasmaticos de TNFa apresentando valores
crescentes, ndo foi observada diferenca nos niveis plasmaticos de P4 entre os grupos
CON e LPS, assim como nos didmetros dos CLs, sinalizando que neste caso ndo houve
interferéncia na funcdo luteal, pelo menos até¢ o 15° dia de gestagdo. Nesse contexto,
faz-se relevante ressaltar o estudo de Skarzynski et al. (2003), que consideraram como
dose dependente o efeito do TNFa sobre o CL, e que fatores luteoliticos importantes
como a PGF,, e o 6xido nitrico (ON) foram produzidos apos a infusdo de baixa dose de
TNFa (1 pg), resultando em um ciclo estral mais curto. Porém, dose elevada desta
mesma citocina (10 pg) resultou no prolongamento do ciclo estral, e estimulou a
producdo de P4 e PGE; (importantes para manuten¢do do CL), além de inibir a secre¢do
de leucotrieno C4 (LTC4), um produto importante da cascata do 4cido aracdonico na via
de sintese da PGFy,.

Por fim, na tentativa de melhor entender o comportamento do endométrio, no 15°
dia de gestacdo, diante da acdo sistémica de mediadores pro-inflamatorios, a avaliagcdo
da expressdo génica endometrial demonstrou ndo haver, neste caso, alteracdo na
expressdo dos genes associados a adesdo celular e desenvolvimento do concepto.
Contudo, a alteragdo no padrdo de expressdo de genes de proteinas associadas a resposta
imunologica, como a indoleamina 2,3-dioxigenase (IDQ), a Pentraxin-3 (PTX3) e
proteina mixovirus resistente (MXI), que influenciados pelo IFN-t apresentam elevado
padrdo de expressdo no inicio da gestacdo, pode sinalizar uma possivel alteracdo no

mecanismo de imunotolerancia ao embrido € inviabilizar o estabelecimento do mesmo.
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Nesse contexto, considerando o concepto um elemento semi-alogénico, 0 mesmo
¢ protegido na fase de pré-implantagao por uma regulagao delicada entre as fung¢des pro-
inflamatéria e antiinflamatéria materna (Walker et al., 2010; Groebner et al., 2011).
Uma importante via antiinflamatoria que auxilia na manutengdo no concepto, ¢ a
imunossupressdo 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 /DO ¢ responsavel pelo catabolismo do
Trp, que diminui a disponibilidade do mesmo para as células T, e libera metabolitos (3-
OH-Kynurenine e 4acido 3-OH-anthranilic) que sdo responsaveis pela apoptose dessas
células. Por este motivo, o endométrio de vacas gestantes apresentam expressao do
RNAm do IDO elevada, acompanhada de uma maior atividade enzimatica, o que
viabiliza o processo de implantagdo (Walker et al., 2010; Groebner et al., 2011; Cerri et
al., 2012).

Outra proteina importante no processo de tolerdncia imunologica ¢ a PTX3, que
segundo Nauta et al. (2003), pode atuar amplificando a resposta imune inata contra
agente invasores e oferecer suporte ao processo de remocao de debris celulares, ou pode
proteger determinados tecidos contra a ativacdo indesejada do sistema complemento. O
pradrao elevado de expressdo do gene P7X3 no endométrio gravidico de mulheres
(Popovici et al., 2008) e de vacas no 17° dia de gestacdo (Cerri et al., 2012), demonstra
a importancia do mesmo na modulacdo da acdo do sistema complemento, e a exemplo
do IDO, torna possivel a implantagdo embrionaria.

A expressdo aproximadamente trés vezes menor dos genes IDO e PTX3,
observada nas novilhas do grupo LPS em relacdo ao CON, pode sinalizar uma possivel
acdo dos mediadores pro-inflamatério envolvidos na respota inflamatéria sistémica,
sobre o perfil antiinflamatério necessario para estabelecer a imunotolerancia ao

embrido. Os resultados encontrados ratificam os estudos de Walker et al. (2012) que ao
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avaliarem a expressdo génica endometrial no inicio da gestagdo 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
expressdo de genes relacionados a prevencdo da luteodlise, desenvolvimento e
crescimento embrionario.

Além da supressdo de genes responsaveis pelo perfil antiinflamatério endometrial
no inicio da gestagcdo, como o /DO e PTX3, a desregulacdo aparente na expressdo do
MX1, expresso aproximadamente 3,5 vezes mais no grupo LPS em relacdo ao CON,
fortalece a idéia de uma possivel mudanca no perfil imunoldgico endometrial.
Fisiologicamente, sob efeito do IFN-t, ocorre uma maior expressdo do MX1, conferindo
maior prote¢do a infec¢des virais (Hansen et al., 2011) e de acordo com Racicot et al.

(2012) o MX1 estd também associado a secrecdo de proteina para o ambiente uterino.

CONCLUSAO
O protocolo sugerido foi capaz de induzir uma resposta pro-inflamatoria
sistémica, que apesar de efeito limitado sob a expressdo génica endometrial, apresentou
efeito consideravel sobre a transcricdio de genes relacionados ao sistema imune,
sugerindo uma possivel explicagdo para a subfertilidade relacionadas a diferentes
situacdes fisiopatologicas em vacas de leite. Conclui-se ainda que na avaliagdo da
interferéncia de mediadores inflamatorios sobre o metabolismo energético deve ser

considerado o estatus energético ao qual o animal estd submetido.
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Figura 1. Diagrama do experimento 1; Com base nos protocolos de infusdo de LPS (A e B)
as novilhas receberam infusdes em diferentes doses (nug/Kg) nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10.
Foram realizadas colheitas didrias para dosagem de haptoglobina plasmatica, além de
analises 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 14° dia do experimento.
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Figura 2. Diagrama do experimento 2; As novilhas receberam inicialmente 100pg de
GnRH (Fertiline; Vetoquinol, Lavaltrie, Quebec) via intramuscular (IM), juntamente a
aplicacdo do dispositivo intravaginal de P4 - CIDR (Zoetis Canada Inc., Kirkland, QC).
Sete dias depois o CIDR foi removido e 250 ug de cloprostenol (Estrumate, PGF,,,
MSD Animal Health Ltd., New Zealand) foi aplicado IM. Apds dois dias foi
administrada a ltima inje¢do de GnRH (IM), e a inseminagdo realizada ap6s 16 horas.
A partir do D», as novilhas receberam seis infusdes intravenosas de LPS nas dosagens
de 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 png/Kg, com intervalos de 48 horas. Por fim no D5 foi

realizada a coleta de embrido e de fluido uterino, bem como a bidpsia endometrial.
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Grafico 1. Temperatura retal média no periodo de seis horas apds a infusdo de LPS

intravenosa. *A e B> C (p <0,05) e ** B=C (p = 0,062).
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Grafico 3. Apresentagio da dindmica da resposta leucométrica (cel/mm’) durante o
periodo experimental . (A) - Leucocitos totais; (B) - Linfécitos; (C) - Neutrofilos; (D)

Bastonetes e (E) - Monocitos.
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Grafico 4. Avaliacdo do comportamento das novilhas com base no tempo médio didrio
(min) que os animais permaneceram em estacdo (standing bout) ou deitados (lying

bouts), durante o periodo do experimento (*p < 0,05).
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Grafico 5. Temperatura retal média no periodo de seis horas apos a infusdo de LPS

intravenosa (*p < 0.01).
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Grafico 6. Niveis médios plasmaticos de haptoglobina durante o periodo do

experimento, considerando o inicio da infusdo de LPS no dia 2 (*p < 0.01).
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*HHP = 0,04).

16000
14000
12000
10000

8000 “4~"CON

—&—LPS
6000

Leucdcitos (cel/mm?)

4000

2000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
8.A Dias

12000

10000

8000

--&--CON

—®—|PS

6000

4000

Linfocitos (cel/mm?)

2000

-1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
8.B Dias



8.C

8.D

8.E

Bastonetes (cel/mm?)

Eosindfilos (cel/mm?)

9000
8000
7000

5000
4000
3000
2000
1000

Neutréfilos (cel/mm?)

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

700

600

500

400

300

200

100

119

6000 -

NG

£

--4--CON

By NS

~4

y

-

—®—LPS

-1 2 3 4 5 6 7
Dias

L

Dias

8

* %

8

9

9

10

10

11

12

L

13

--&--CON

—®—|PS

--&--CON

—e—LPS




120

250

200

150
—&—LPS

--k--Control

100

Mondcitos (cel/mm3)

50

-1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
8.F Dias
Grafico 8. Apresentagio da dindmica da resposta leucométrica (cel/mm’) nos grupos

CON e LPS, durante o periodo experimental . (A) - Leucoécitos totais; (B) - Linfécitos;
(C) - Neutrofilos; (D) - Bastonetes; (E) - Eosinoéfilos; (F) - Mondcitos (*p=0,01;

**p<0,05; ***p<0,01).
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Grafico 9. Transcrigdes de genes endometriais expressos diferentemente apos repetidas
infusdes de LPS (*P = 0,02, **P = 0,01 , ***P <0,03).
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Tabela 1: Sequéncia dos primers para analise da transcrigdo realizada em amostras do

endométrio

Sequéncia de primers utilizados para andlise da gPCR do tecido endometrial

Comprimento

Sl el _Num.e.ro dNe Primer Sequéncia do Primer do produto
do gene identificacao (pb)
GAPDH NM 0010340342 F GAG ATCCTGCCAACATCAA 83
- ' R CTT CTC CAT GGT AGT GAA GAC
F CTCTGTCTCCTG GTCTIT
LGALSBP3 NM_001046316.2 R GGG ATT GGA CTT GGA GTA 127
F GAC AGA GTCACCTCAGATA
SERPINA14 NM_174821.2 R CAT CGA GAA TAC CTC CTT TC 91
F CCCTCATCGTCATCTGTAT
CLD4 NM_001014391.2 R CCT TGG AGC TCT CAT CAT 9
IDO NM _001101866.2 F AGC TAT GGT CTC CTT GAG 121
- R GCCTCCAGT TCCTCT ATT
MSX1 NM 174798.2 F AAG CAG TACCTG TCC ATC 88
- ) R GGT TCT GAAACCAGATCTTC
SPP1 NM 174178.2 F GGA CTT CACATC ACA CAT AG 97
- ) R CTCGCT ACT GTT GGTTTC
F GCT CAG CACTACTCT GTT
IL-10 NM_174088.1 R GTT GGC AAG TGG ATA CAG 7
F GCCATCTACCGCAAATAC
AXIN1 NM_001131398.1 R CGA GAT GCAGTCCTTTATG 3
F GGA AGC AGC ACG AAT ATC
IGLLL NM_001083800.1 R GGG TCG ATACTTATCTTCATAG 9
TIMP2 NM 174472.4 F GGT CAC GGA GAA GAA CAT 126
- R TCCTCG ATG TCC AGA AAC
MX2 NM 1739412 F CCAATCAGATCCCGTTCA 115
- ) R TGA AGC AGC CAG GAATAG
TRD XM 603355.3 F GTCGCTTGT TTG GTG AAG 104
- ) R CCA GGT GAG ATG GCA ATA
F CTG AGAACG AGG CTAATGT
CDHI NM_001002763.1 R GGT CTG TGA CGACGATAAA 132
F GGG TGT GCC AAT CAATTC
RELN NM_001206458.1 R CTG GGT AAC AGC CTT CTT 100
F GGT CAC CAT CAT CTT CAT CTA
EMMPRIN NM_001075371.2 R AGA GCC TAT GTC TTC ATC ATC 73
LIFR NM 001192263.1 F GCT CTT GGA ATG GGA AAT AG 98
- R CCAGACTGAGATGAGTTACA
SLPI NM 0010988652 F GCCTTG GAG ATG AGA AAC 96
- ' R GGT CCAGACATT CAGTTC
MYL12A NM_001015640.2 F CAC CATTCA GGA GGATTA C 100
- ' R GTCAATAGGTGCTTCTCT G
F GACTACCAG CGTGAATTAG
MYHI0 NM_174834.1 R CCT GCAACT GAAGGATTT 115
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MYHO9 NM 0011927621 F GAC AAG AGT GGCTTT GAG 96
- ' R GTTCACCTTCACCITCTITC
F GACCCT CTGTCTTCATCT
IGHG1 DQ452014.1 R GTT TACCTC CACGTT GTC 146
F GTT CCATCT GGT GGG TTATTC
Fbz4 NM_001206269.1 R GCT GCG ATG TGG AAATAA GA 106
F CCT ATATGC CCA ACCAGTTC
FZD8 XM_005214320.1 R CAT GCT GCA CAG GAA GAA 122
WNT3 NM_001206024.1 F AGA AGC GGA AGG AGA AGT 83
- R CAC GTC ATA GAT GCG GAT AC
AXINZ NM 001192299.1 F GGA GAA ATG CGT GGATACTT 103
- ' R GTA GAT CGCTTT GGCTACTC
GSK3B NM 001101310.1 F GGG TCATTT GGT GTCGTG TATC 97
- ' R GATCTG GAG CTCTCG GTTCTT A
F CCTCTG CTCAGT TCATCA GG
GLYCAM1 NM_174828.2 R TCT GAT CACAATTTG CTCTTT GG 37
F GGT GGG AAC CAA CAA ATC
SELL NM_001076141.1 R CACAGT CCTCCTTACTCT TC 86
F TCC TGT GAC CCA AAG AAG
WNT2 NM_001013001.1 R GCAAACTTGATCCCATAGTC %8
CXCL10 NM 001046551.2 F GTG TACCTCTCT CTAGGAATAC 107
- R GGATTG ACT TGC AGG AAT G
PTX3 NM_001076259.2 F CGCTGATGCTGT GAT TTC 101
- ' R CCA CCG AGT CACCATTTA
DKK1 NM 0012055441 F CCATGG GCT GGA GAT ATT 100
- ' R GTG AAG CCT GGA AGA ATT AC
F ATCTTG AACCTACCG TCT AC
MMP19  NM_001075983.1 R GCC ACA TTG CTC CAA TAC 83
F GAG CCCTTCACA GAATGA
APC NM_001075986.2 R CTC AGG ATA CAC GGG ATA AG 118
F GGG TGT GCC AAT CAATTC
FZD7 NM_001144091.1 R CTG GGT AAC AGC CTT CTT 138
CTNNB1 NM_001076141.1 F CCCTTT GTC CAG CAA ATC 119
- R CTG TGT TCC ACC CAT AGA
F AGT CCATCCGACTACATTTC
MX1 NM_1733940.2 R 102

CTTCTTCTGCCTCCTTCTC
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Tabela 2: Os genes analisado foram agrupados de acordo com sua fun¢do no endométrio

durante o inicio da gestagao

Adesao celular Sistema imunologico Desenvolvimento do concepto
SPP1 IDO APC
CLD4 SELL RELN
CDHI1 SLPI DKK1
TIMP2 LIFR FZD4
MYHI0 TRD MSX1
MMP19 MX2 AXIN2
MYLI12A MX1 WNT2
SERPINN IL10 GSK3B
EMMPRIN PTX3 CTNNBI1
LGALSBP3 IGHG1 -

- CXCL10 -
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Tabela 3. Niveis plasmaticos médios de progesterona (ng/mL) nos dias -1, 3, 6,9 ¢ 11,
bem como de IFN-tau (intensidade de banda) no D15 apds a IA, que ndo apresentaram

diferengas 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/D3 0,99 (+0,63) 0,91 (+0,66) 0,93
P4/D6 3,67 (+0,63) 2,93 (+0,66) 0,41
P4/D9 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. Capitulo IT

Avalia¢ido de aspectos inflamatorios e metabolicos apos infusdo intramamaria de

LPS em vacas em lactacio

“RESUMO INTERPRETATIVO”
Avaliagdo de aspectos inflamatorios e metabolicos apos infusio intramamaria

de LPS em vacas em lactacdo. Por Fernandes et al. As alteragdes metabdlicas sdo
responsaveis por grandes perdas na bovinocultura de leite, e ocorrem por falhas no
manejo nutricional e sanitario. Neste sentido, o presente estudo objetivou avaliar a
resposta inflamatdria induzida por infusdes intramamarias de LPS, e sua interagdo com
o metabolismo energético de vacas em lactacdo. Com isso, foi possivel observar
evidéncias da alteragdo no perfil do metabolismo energético em vacas de leite
associadas a resposta inflamatéria, o que reforca a participacio de mediadores
inflamatorios na patogénese de alteracdes metabdlicas comumente observadas no

periodo de transi¢ao.
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Avaliacio de aspectos inflamatorios e metabdlicos apds infusido intramamaria de
LPS em vacas em lactacao

CABECALHO: EFEITOS DA INFLAMACAO NO METABOLISMO ENERGETICO
A.C.C. Fernandes,*’;r C.C. Campos,* D. Veira,*N. Audrey, "L.EH. Melof R.LA.
Cerri."”

" Faculty of Land and Food Systems, The University of British Columbia, Vancouver,

BC V6T 174

"Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Medicina Veterinaria,
Recife, Brazil 52171-900

Avaliacio de aspectos inflamatorios e metabdlicos apds infusido intramamaria de
LPS em vacas em lactacao

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da resposta inflamatoria, induzida
pela infusdo intramamaria de LPS, nos pardmetros metabdlicos a partir da analise dos
acidos graxos livres (AGNE) e do B-hidroxibutirato (BHB). Para tanto, 20 vacas em
lactacdo foram divididas aleatoriamente em grupos CON (n=10), submetido a duas
infusdes de solugde salinas estéreis, e LPS (n=10), o qual recebeu 25 pg LPS diluidos
10 mL de solucdo salina. Nos dias de infusdo, a temperatura reticular foi avaliada
durante 14 horas a partir do momento da infusdo. Foram colhidas amostras de leite para
avaliagdo da producdo diaria e analise da CCS entre os dias 4 e 14. Além disso, para a
andlise da haptoglobina, TNF-a, AGNE e BHB foram obtidas amostras sorologicas nos
dias 1,4, 5,6,9, 10, 11, 14 e 15. Com isso, foi possivel observar sinais da resposta local
Jé& nas primeiras dez horas apos a infusdo, a partir do aumento da CCS no grupo LPS
(P<0,0001). Foi observada ainda queda acentuada na producdo leiteira ap6s o desafio
com LPS (P<0,05). A resposta sistémica foi evidenciada inicialmente pelo aumento da

temperatura reticular média do grupo LPS nas duas infusdes em relagio ao CON

*Corresponding 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




127

(P<0,005), atingindo indices maximos entre 8 e 7 horas apds as infusdes.
Adicionalmente, apesar de ndo observada alteragdo nos niveis sorologicos de TNF-a
(P>0,05), o aumento da concentracio de haptoglobina no grupo LPS (P<0,0001)
demonstra o envolvimento sistémico na resposta inflamatoria induzida, através da
participagdo do metabolismo hepatico na produ¢do das PFA. Na avaliagdo dos
parametros metabdlicos 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 inducdo de
uma reposta lipolitica, porém, com menor intesidade do que esperado. Desta forma,
considerando a resposta inflamatdria induzida pelo LPS intramamario, foi possivel
observar evidéncias da relacdo da resposta inflamatoria com o metabolismo energético
de vacas em lactagdo, o que reafirma a participacdo de mediadores inflamatdrios na
fisiopatogenia de enfermidades metabdlicas em vacas de leite e apontam para a
necessidade de maiores esclarecimentos acerca da pacrticipagdo de diferentes

mediadores inflamatdrios € metabdlitos nestas enfermidades.

Palavras-chave: Proteinas de fase aguda, inflamagao, BHB, AGNE.

INTRODUCAO

As bactérias gram-negativas sdo comumente relacionadas as doengas infecciosas
na producdo de ruminantes, causando infecgdes gastrointestinais, pulmonares,
septicemias neonatais, e ainda metrite e mastite (Waldron et al., 2003; Radostits et al.,
2007), o que compromete o desempenho da producdo leiteira. Além disso, estudos
sugerem os efeitos negativos da inflamacdo sobre o metabolismo energético, uma vez
observada a estreita relacdo da mesma com a sindrome do figado gorduroso e com
comprometimento da atividade metabdlica do figado, com consequéncias ainda sobre a
fertilidade, considerando o comprometimento do metabolismo dos hormonios esteroides

(Ametaj et al., 2005; Bradford et al., 2009; Zabeli et al., 2015).
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Os sinais clinicos oriundos da infeccdo por bacterias gram-negativas ocorrem
principalmente pela interagdo entre o sistema imunologico do hospedeiro e o
lipopolissacarideo (LPS), um importante constituinte da parede bacteriana considerado
uma endotoxina (Steiger et al., 1999). Dentre as primeiras células que mediam a
resposta a nivel sistémico, e alteram o perfil imunoldgico, estdo os macrdéfagos
hepaticos, ou células de kupffer, que induzem a produ¢do de diversas citocinas como o
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), e IL-6. Desta forma, o
metabolismo hepéatico ¢ um importante mediador da resposta inflamatoria, uma vez que
o figado ¢ responsavel por filtrar as toxinas produzidas em locais de inflamagdo, como
por exemplo o LPS proveniente do ttero ou da glandula mamadria, produzindo a
resposta de fase aguda (Ametaj et al., 2005), uma resposta inespecifica carcacterizada
pela producdo das proteinas de fase aguda como por exemplo a haptoglobina e a serum
amiloide A (Ceciliane et al., 2012).

A resposta inflamatoria estd relacionada ainda as alteragcdes no metabolismo
energético, bem como a diminui¢do da consumo de matéria seca (CMS), o que pode
agravar o balango energético negativo, observado sobretudo no periodo de transi¢cdo
(Waldron et al., 2003; Plaizier et al., 2008). Durante uma resposta de fase aguda podem
ser observadas alteragdes no metabolismo dos lipidios e da glicose, como o aumento na
taxa de lipolise, seguido do aumento plasmatico dos niveis de &cidos graxos ndo-
esterificados (AGNE), e um expressivo aumento da glicemia em um primeiro momento
da resposta aguda, seguido por um periodo de hipoglicemia (Kushibiki et al. 2000;
Jiang et al., 2008). Estudos in vivo demonstraram que a exposicao de vacas a citocinas
pro-inflamatorias, como o interferon-o (via oral) e o TNF-a (subcutineo), resultaram
respectivamente em elevados niveis plasmaticos de corpos cetdnicos duas semanas
antes do parto e no acimulo de triglicerideo hepéatico no final da lactagdo (Bradford et

al., 2009; Trevesi et al., 2009). Adicionalmente, foram observados efeitos negativos na
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expressdo de importantes genes hepaticos relacionados a produgdo de glicose, o que
pode expor vacas em lactacdo a um quadro de hipoglicemia, resultando em mobilizag¢ao
da gordura corpdrea e inevitavelmente, a elavdos niveis de AGNE e aumento na
producgdo de corpos cetdnicos pelo figado, a exemplo do o beta-hidroxibutirato (BHB)
(Jiang et al., 2008; Bradford et al., 2009). Desta forma, a literatura sugere a resposta
inflamatoria como possivel agente precuror de alteragcdes metabolicas como a cetose e a
lipidose hepatica, duas importantes manifestagdes clinicas de grande impacto na
pecudria leiteira.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a resposta inflamatéria induzida por
infusdes intramamarias de LPS, e sua interagdo com o metabolismo energético de vacas

em lactagao.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no centro de educacdo e pesquisa em gado de leite
da Universidade da Columbia Britanica, em Agassiz, Canada (Dairy Education and
Research Centre at the University of British Columbia), de acordo com as praticas
preconizadas pelo Canadian Animal Care Council (CACC, 2009), e aprovado pelo

comité local de bem-estar animal.

Animais e delineamento experimental.

Foram utilizadas 20 vacas da raca Holandesa em lactagdo, primiparas e
multiparas, apresentando no inicio do experimento em média 62 dias em lactacdo (£7).
As mesmas eram ao submetidas ao sistema de free stall com camas de areia, ordenhadas
duas vezes ao dia com uma producdo média de 35 Kg de leite por vaca por dia. O
manejo nutricional da fazenda ndo foi alterado para a realizagdo do experimento,
estando em conformidade com o que ¢ preconizado pelo conselho nacional de pesquisa

aplicado no Canada (National Research Council - NRC, 2001), para atender as
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necessidades dos animais com base no periodo da lactagdo. Os animais eram
alimentados duas vezes ao dia (manha e tarde), recebendo dieta composta por silagem
de milho, silagem de capim e feno, sendo oferecidos ainda graos como fonte protéica e

vitaminas e minerais. Além disso, os animais possuiam livre acesso a agua.

De forma a homogeneizar os animais utilizados, e considerando que os mesmos
estavam sendo normalmente sincronizados e inseminados, foi considerado o DO (dia da
inseminagdo) o inicio do experimento, e a partir dai os animais foram inseridos
aleatoriamente nos grupos controle (CON) e LPS, e receberam infusdes intramamarias
apos a ordenha matinal nos dias 5 e 10, por meio de uma canula intramaria estéril
(Figura 1). O grupo CON recebeu duas infusdes de 10 mL de solucdo salina estéril, ao
tempo que os animais LPS receberam duas infusdes de 10 mL da mesma solugdo salina

contendo 25 pg de LPS de E. coli cepa 0111:B4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

Como critério de inclusdo dos animais no experimento foi utilizada a CCS,
exigindo-se valores < 200.000 cel/mL nas avaliacdes que antecederam o inicio das
andlises, além da exigéncia da ndo apresentagcdo de sinais clinicos de mastite ¢ ndo
terem sido tratados para mastite nos 30 dias que antecederam o inicio do experimento.
Além disso animais com elevados niveis de haptoglobina ¢ AGNE antes do inicio das

infusdes nao foram inseridos nas analises.

Avaliagdo da temperatura corporea.

Ap6s as infusdes realizadas nos dias cinco e 10 do experimento a temperatura
corporea foi monitorada durante 14 horas através de um sensor reticular de temperatura
(TempTrack®, DVM Systems, LLC, Greeley, CO) inserido no reticulo de por via oral.
O mesmo apresentava estrutura cilindrica com 95 mm por 23 mm de dimensdo. A
leitura do sensor ocorria quando o animal deixava a sala de ordenha, ao passar por um

leitor fixo, e as informagdes eram entdo enviadas para um computador central para
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futuras andlises, sendo possivel identificar um aumento de 0,8°C na temperatura basal

do animal (Adams et al., 2013).

Colheita e analise de amostras de leite e de sangue

Durante o periodo experimental as amostras de leite foram colhidas no D1, D4 e
D5 pela manha (AM) com o objetivo de avaliar a CCS antes do inicio das infusdes, e
em seguida para avaliar os efeitos do LPS foram colhidas amostras no D5/PM (10 horas
apos a 1* infusdo), no D6/AM (24 horas ap6s a 1? infusdo), D6/PM (34 horas apos 1% a
infusdo), no D9/AM (24 horas antes da segunda infusdo), D10/AM (momento antes da
2% infusdo), D10/PM (10 horas ap6s a 2% infusdo), D11/AM (24 horas apds a 2* infusdo),

D11/PM (34 horas ap6s a 2 infusdo) e D14 (quatro dias apds a segunda infusao).

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 apds as ordenhas matinais, em seguida centrifugadas a
2.000 g por 15 min para obten¢do do soro e posteriormente armazenado a -20°C. As
aliquotas sorologicas foram submetidas ao ELISA para a determinagdo das
concentragdes de haptoglobina (dias 0, 1, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 14, 15), de TNF-a (dias 0, 4,
5,6,9, 10, 11, 15) e de parametros relacionados ao metabolismo energético (dias 4, 5,

6,9, 10, 11 ¢ 14), .

Os niveis sorologicos de haptoglobina foram determinados através do Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), com base na formagdo do complexo
haptoglobina-hemoglobina, estimando a diferenca de atividade de peroxidase no plasma
(Makimura e Suzuki, 1982). A reagdo 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 concentracdo soroldgica do TNF-a foi

determinada utilizando o kit de ELISA para TNF-a bovino (RayBio®, Gerorgia, USA),



132

que se aplica a avaliacdo quantitativa destea citocina em plasma e soro bovino, com
leitura realizada a 450 nm. A avaliacdo dos pardmetros metabdlicos foi realizada com
base na andlise dos niveis soroldgicos, acidos graxos ndo-esterificados (AGNE) e B-
hidroxibutirato (BHB). Foi realizado ensaio enzimatico colorimétrico para a
quantificagdo de AGNE (HR Series AGNE-HR, WAKO Diagnostics, Mountain View,
CA), com base na reacdo de acilagdo da coenzima A (CoA) que resulta em um produto
de cor purpura mensurado colorimetricamente a 550nm. A quantificagdo do BHB foi
realizada por meio de reacdes de enzima acoplada (B-Hydroxybutyrate Assay Kit,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO) resultando em produtos colorimétricos identificados a

450nm, proporcional a quantidade de BHB presente na amostra.

Analises estatisticas.

O procedimento Univariate do software estatistico SAS versao 9.3 (SAS/STAT,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) foi utilizado para avaliar os dados quanto a sua
normalidade, e quando necessario foi realizada a transformacdo logaritimica (log).

Medidas repetidas foram analizadas utilizando o procedimento Mixed também do SAS.

RESULTADOS

Os animais desafiados com infusdes intramamadrias de LPS, em relagdo ao grupo
controle, apresentaram uma menor producdo leiteira apds o inicio das infusdes (p<0,05).
Durante o periodo 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 produgdo média diaria de 27 L. Neste mesmo periodo, o
grupo CON apresentou uma producdo média diaria de 34 L (Grafico 1). Na avaliacdo da
CCS, apo6s a transformagdo logaritimica dos dados, foi observada diferenca entre os
grupos LPS (1.816 x10° cel/mL) e o grupo controle (201 x x10° cel/mL).

Adicionalmente, a CCS apresentou dindmica semelhante apds ambas as infusdes,
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demonstrando aumento significativo 10 horas apds as infusdes (p<0,0001), e
manutengdo dos valores elevados em relagdo ao grupo CON por pelo menos 34 horas. A
avaliacdo quatro dias apds os desafios demonstrou o reestabelecimento dos valores
normais na CCS (Grafico 2).

O monitoramento da temperatura reticular apos as infusdes de LPS demonstrou
variagdo significativa (P<0,005) entre os grupos CON e LPS. Esta variagdo foi
observada seis horas apos a primeira infusdo (CON = 39,5°C e LPS = 40,7°C) (Gréafico
3.A), ao passo que apo6s a segunda infusdo o aumento de temperatura foi observado ja a
partir de trés horas (CON = 39,6°C e LPS = 40,7°C) (Grafico 3.B). Os valores maximos
observados ocorreram entre sete e oito horas apds as infusdes, atingindo em média
40,8°C. Sobre os niveis sorologicos de haptoglobina foram observados valores elevados
no grupo LPS 24 horas apds a primeira infusdo (P<0,0001), com a manutencdo dos
valores elevados nos dias 9, 10, 11, 14 e 15 (Grafico 4). Contudo, na analise dos valores
sorologicos de TNF-a ndo foi observeda diferenga (P>0,05) entre os grupos CON e LPS
(Tabela 1).

Na avaliacdo dos parametros metabdlicos nao foi observado efeito do tratamento
sobre os niveis de AGNE entre os grupos, porém, no dia nove os animais desafiados
apresentaram elevada concentragdo em relacdo ao grupo controle (P<0,05) (Grafico 5).
Os niveis soroldgicos de BHB apresentaram-se elevados no grupo LPS (10,3 mg/dL)
em relag@o ao controle (8,3 mg/dL) (P<0,05). A exemplo do AGNE, o BHB apresentou
valores elavados em relacdo ao grupo controle (P<0,05) no dia nove no dia dez (P=0,05)
(Gréafico 6). Adicionalmente, o grupo LPS apresentou valores numericamente superiores
desses metabolitos apos o inicio do desafio.

DISCUSSAO
Os resultados referentes a producdo leiteira e a contagem de células somaticas

evidenciam a ocorréncia da resposta inflamatéria local ap6s as infusdes, 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 apos a infusdo intramamarias de LPS, apesar da baixa concentragdo
circulante de TNF-a, a exemplo do que foi observado no presente estudo. Também
Leean Suojala et al. (2008) observaram aumento na CCS apds desafiarem vacas com
Escherichia coli por via intramaméria, porém com contagem superior a 24 x10° cel/mL
e por um periodo maior do que observado no presente estudo, o que sugere uma
variacdo na amplitude da resposta a depender do mediador utilizado na infusdo. A
expressiva migracao de leucdcitos para a glandula mamaria, responsavel pelo aumento
subtido da CCS, representa uma importante fase da ativagdo da resposta imune inata
diante de bactérias gram-negativas, que se da pela interacdo direta entre o LPS e os
receptores CD 14 das membrana dos neutrofilos (Leean Suojala et al., 2008).

O aumento da temperatura reticular nas vacas do grupo LPS demonstra a
interagdo entre os mediadores inflamatorios e o SNC, interferindo no controle
hipotalamico da termorregulagio. Neste sentido, citocinas pirogénicas como a IL-1, IL-
6 e o TNF-a apresentam em comum a mesma via de sinaliza¢do que resulta na ativagdo
do fator nuclear kB (FNkB), consequentemente na expressao da cicloxigenase-2 (COX-
2) e por fim na produ¢do da PGE,. Elevados niveis de PGE, na regido do hipotalamo
denominada o6rgdo vascular da lamina terminal (organum vasculosum laminae
terminalis - OVLT) eleva a liberagdo de neurotranmissores e cAMP, ativando neurdnios
termossensiveis e causando ainda alteragdes comportamentais (Dinarello, 2004;
Ceciliani et al., 2012). Além da atuacdo direta das citocinas, os receptores de membrana
do tipo toll (Toll-like receptors - TLR), que utilizam a mesma area de sinalizacdo
citoplasmatica dos receptores de IL-1, também participam de forma ativa no estimulo a
producdo de PGE,, e consequentemente na termorregulacdo a nivel de hipotalamo (Gay

e Keith, 1991).
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O comportamento dos niveis soroldgicos da haptoglobina (Hp) sinaliza para a
atividade dos macréfagos e mondcitos na glandula mamaria, que ao interagirem com o
LPS produzem as citocinas pro-inflamatorias responsaveis pela atracdo dos neutréfilos
para o local da inflamagdo, assim como pelo estimulando hepatico a resposta de fase
aguda (RFA) (Burverick et al., 2003). A resposta inflamatoria sist€émica, bem como o
estimulo hepatico a produ¢do de proteinas de fase aguda (PFA), tem sido associados a
absor¢do de citocinas para a circulagcdo, e ndo necessariamente ao extravasamento de
LPS da glandula mamaria (Kushibiki et al., 2003). Neste sentido, Minuti et al. (2015)
correlaciona a ativagdo do sistema imune diante do LPS ndo apenas a resposta local na
glandula mamadria, mas também ao metabolismo hepatico que resulta na RFA e na
alteracao do metabolismo de lipidios.

A acdo das citocinas pro-inflamatoérias no estimulo da produ¢do das proteinas de
fase aguda (PFA) no figado, se da por diferentes vias. A IL-6 estimula a fosforilagdo do
fator de transcri¢ao de IL-6 que ¢ entdo transportado ao nucleo celular, onde direciona a
transcricdo dos genes associados a resposta de fase aguda (RFA). Por outro lado, a IL-1
e 0 TNF-a atuam degradando o elemento inibidor (IkB) do fator nuclear de transcri¢cdo
(NFxB), resultando na ativacdo dos genes da RFA no ntcleo celular (Jensen e
Whitehead, 1998; Eckersall, 2000). Ha indicios de que aumento na producao de TNF-a
pelos macrofagos da glandula mamaria, em reposta ao LPS, sdo os responsaveis pelo
aumento dos niveis séricos do mesmo através do estravazamento para a corrente
sanguinea, considerando o aumento da permeabilidade na glandula mamaria (Hoeben et
al. 2000). Porém, contraditoriamente, Lehtolainen et al. (2004) desafiaram vacas com
LPS (100pg/5mL) intramamario e ndo observaram alteragdo niveis séricos desta
citocina, apesar da elevada concentragdo da mesma no leite € do aumento de proteinas
de fase aguda no sangue e no leite, o que sugere a existéncia do estimulo a producao de

PFA mesmo sem alteragdo nos niveis sist€émicos de TNF-a. 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 niveis séricos de
Hp, sem alteracdo nos niveis sérico de TNF-a, porém com elevados niveis de IL-1, o
que ratifica o importante papel desenvolvido também pela IL-1 na RFA. Neste sentido,
considerando a importdncia do TNF-a na resposta inflamatoria inicial do hospedeiro,
que induz a producdo de IL-1, IL-6 e IL-8 auxiliando no processo de migracdo das
células polimorfonucleares, ¢ ainda a importancia da IL-8 que pode ser produzida
mesmo na auséncia do TNF-a, a interacdo entre as citocinas pro-inflamatérias e seus
reflexos na fisiopatologia da mastite necessitam de mais estudos.

Além da participacdo na produgdo de mediadores da RFA, o figado desenvolve
ainda papel fundamental no equilibrio metabolico de vacas de leite, sobretudo no inicio
da lactagdo (Minuti et al., 2015), periodo no qual ha uma maior susceptibilidade a
alteracdes metabolicas devido a elevada demanda energética. Nesse contexto,
considerando que a homeostase energética depende de processos como a lipdlise e a
oxidac¢do de 4acidos graxos livres (AGNE), os niveis circulantes de metaboélitos como
AGNE e BHB podem auxiliar na avaliagdo do status energético desses animais. A
dindmica apresentada pelos niveis circulantes de AGNE e BHB no presente estudo
possibilita considerar a alteragdo no metabolismo energético dos animais desafiados,
porém, de forma menos expressiva do que imaginado inicialmente, provavelmente
minimizada pela queda acentuada na produgao leiteira dos animais do grupo LPS, o que
diminuiu a demanda energética desses animais, ou ainda pela magnitude da respospa
inflamatoria induzida. Considerando ainda que o aumento de BHB nestes casos ocorre
principalmente em consequéncia a elevada taxa de oxidagdo do 4cidos 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 ndo observada alteracdo nos niveis sorologico de TNF-a, considerado
um dos primeiros imunomoduladores da RFA e um importante mediador das alteragdes
metabolicas (Bradford et al., 2009), as vacas desafiadas evidenciaram mudangas no
metabolismo energético. Contraditoriamente as afirmagdes que associam elevados
niveis de AGNE ao aumento na concentragdo sistémica de TNF-a, estudos sinalizam
para a ocorréncia de alteragdes metabdlicas previamente a mudangas nas concentragdes
sistémicas de TNF-a, o que sugere um estimulo a partir da produgdo local de citocinas
pro-inflamatérias (Martinet et al., 1988; Miller et al., 1997). A a¢do local de citocinas
como o TNF-a e a IL-1 estimulam a produ¢do de IL-6, outro importante mediador da
resposta sistémica (Miller et al., 1997), que ativa o sistema nervoso simpatico,
resultando no aumento da concentragdo de ACTH, cortisol e catecolaminas, importantes
mediadores da resposta lipolitica (Steinger et al., 1999). A principio o aumento dos
niveis de AGNE e BHB sinaliza para uma maior demanda energética que resulta em
mobilizacdo de triglicerideos na tentativa de preservar nutrientes escassos como a
glicose e os aminoacidos (Peel e Bauman, 1987; Kushibiki et al., 2003), porém, a longo
prazo a manutencao desta resposta pode predispor a enfermidades metabolicas.

Uma vez excedida a capacidade hepatica de oxidagdo do AGNE em CO,, observa-
se uma maior taxa de re-esterificacdo dos acidos graxos produzindo triglicerideos
(TGA), assim como um elevada taxa de oxidacdo dos acidos graxos e producdo de
Acetil-CoA. Os triglicerideos sdo re-esterificados e transportados como liproteinas de
baixo peso molecular (VLDLs), porém, os ruminantes possuem uma lenta taxa de
remocdo de VLDL do figado, fazendo com que esta via de eliminacdo do AGNE
facilmente se exceda, ocorrendo o acimulo de triglicerideo hepatico e predispondo a
ocorréncia da lipidose hapatica (Oetzel, 2007; Grummer, 2008). O aumento na produc¢do
do Acetil-CoA também reflete a sobrecarga no metabolismo hepético, e neste caso pode

resultar em uma producdo de acetil-CoA maior do que a capacidade de aproveitamento
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do mesmo pelo ciclo de Krebs, resultando na sua conversdo em corpos cetdnicos
(acetoacetato, B-hidroxibutirato e acetona), o que evita seu acumolo na circulagdo
(Sugden et al., 2001). Apesar de ser utilizado como fonte de energia por importantes
tecidos, o excesso de corpos cetonicos pode afetar negativamente o comportamento € o
desempenho dos animais, e predispor a ocorréncia da cetose bovina.

Nesse sentido, os elevados valores de BHB apresentados pelos animais do grupo
LPS em relacdio ao CON, sugerem a saturacdo do metabolismo hepatico e o
comprometimento da completa oxidacdo do AGNE em acetil-CoA (Bell, 1995). Esse
resultado confronta os dados apresentados por Steiger et al. (1999) e Waldron et al.
(2003), que apds infusdo de LPS durante 100 min (ImL/min) observaram baixos valores
de BHB associados ao aumento de AGNE. Nestes casos, os baixos niveis de BHB
foram associados a reducdo da cetogénese hepatica pela acdo de citocinas, a diminui¢do
da cetogénese ruminal, e ainda a possibilidade da utilizagdo dos corpos cetdnicos como
fonte de energia no momento em que consideravel parcela da glicose esta
disponibilizada para o sistem imune (Waldron et al., 2006). Nesse contexto,
considerando que as alteracdes metabodlicas frente ao LPS s3o dose-dependentes
pressupoe-se que a dose Unica utilizada por Steiger et al. (1999) e Waldron et al. (2006),
ndo foi suficiente para transpor esse que parecer ser o primeiro comportamento do BHB
apos o desafio com LPS, o qual precede a fase de saturacdo do ciclo de Krebs na

utilizagdo do acetil-CoA.

Por fim, ao admitir a co-participagdo de mediadores inflamatorios na ocorréncia
do BEN, a presenca dos mesmos no periodo de transicdo pode predispor importantes
afecgdes comumente observadas neste periodo. Nesse contexto, niveis elevados de
AGNE foram recentemente associados a ocorréncia de hipocalcemia pds-parto, retencdo
de placenta e do deslocamento de abomaso, (Adewuyi et al., 2005; Klevenhusen et al.,

2015), havendo ainda indicios da participacdo do BHB na imunossupressao associado
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ao BEN, uma vez que o mesmo foi associado a diminuicdo da atividade neutrofilica
(Grinberg et al., 2008). Desta forma, reafirma-se que as consequéncias de processos
inflamatorios, ocorrendo sobre tudo no periodo de transicdo, devem ser compreendidos
de forma ampla e associados a disturbios fisiopatologicos, a queda da produgdo e ao

menor desempenho reprodutivo de vacas de leite.

CONCLUSAO

O protocolo utilizado induziu uma resposta inflamatoria local, evidenciada pelo
aumento na CCS e pela acentuada queda na produgdo leiteira, assim como uma resposta
inflamatoria sistémica, caracterizada pelo aumento nas concentragdes sorologicas de
haptoglobina. Foi possivel observar a interferéncia da resposta inflamatoria no
metabolismo energético, porém, ressalta-se que a queda na producao leiteira pode ter
minimizado os efeitos da inflamacdo sobre este metabolismo. Por fim, os resultados
reafirmam a participagdo de mediadores inflamatérios na fisiopatogenia de
enfermidades metabodlicas em vacas de leite e apontam para a necessidade de maiores
esclarecimentos acerca da pacrticipacdo de diferentes mediadores inflamatérios e

metabolitos nestas enfermidades.
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Figura 1. Organograma experimental (IA - Inseminacdo artifical; @ - Infusdes
intramamaria de LPS (25 pg em 10mL) e solugdo salina estéril (10 mL); + - Colheita

de leite para avaliagdio da produ¢do didria e CCS; A - Colheita de amostras
sorologicas).
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Grafico 1. Producdo leiteira durante o periodo experimental apds infusdes
intramamarias de LPS realizadas nos dias 5 ¢ 10 (*P<0,05).
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Grafico 2. Contagem de células somaticas (CCS) nos grupos LPS e controle durante o

periodo experimental (*P<0,001).
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Grafico 3. Avaliagdo das infuses intramamarias de LPS (25 pg 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).
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Grafico 4. Concentracdo soroldgica de haptoglobina durante o periodo experimental

(*P<0,005).
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Grafico 5. Concentragdo soroldgica de acidos graxos ndo-esterificados (AGNE) nos

grupos LPS e controle (*P<0,05).
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Grafico 6. Concentragdo soroldgica de B-hidroxibutirato (BHB) nos grupos LPS e
controle (*P<0,05; **P=0,053).

Tabela 1. Concentracao soroldgica de fator de necrose tumoral (TNF-a) nos grupos LPS

e controle.
Controle LPS
Dias Média S Média S P-value
(ng/mL) (ng/mL)
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




