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Modelo experimental de endometrite em vacas inoculadas com Escherichia coli
inativada por meio de infusio uterina

[Endometritis experimental model in cows inoculated with inactivated
Escherichia coli by uterine infusion]
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Nas diferentes fases do ciclo estral e da gestag@o,
as células endometriais apresentam modificagdes
nos mecanismos de defesa, que consistem em
imunotolerancia aos espermatozoides e ao feto,
considerados alogénicos, ou intolerdncia aos
microrganismos com potencial patogénico. A
regulacdo da resposta imunoldgica determina a
importancia do endométrio para a manutengdo da
fertilidade das wvacas, verificando-se que
processos inflamatorios exacerbados e/ou
persistentes sdo prejudiciais (Turner et al., 2012;
Martins et al, 2013). O estradiol e a
progesterona atuam na regulagdo da imunidade
uterina, porém seus mecanismos de ac¢do ainda
nio foram esclarecidos. Apesar de as bactérias
que causam infec¢des uterinas em humanos e
bovinos serem diferentes, as vacas apresentam
amplo potencial como modelos in vivo para
estudar as interacdes patdgeno-hospedeiro e os
mecanismos relacionados com o controle da
imunidade uterina (Herath et al., 2006; Sheldon e
Bromfield, 2011).

A maioria dos estudos que visam compreender
os mecanismos de modulagio da imunidade
uterina em bovinos ¢ realizada in vitro, porém a
perda da arquitetura do tecido e a alteragdo das
relacdes intercelulares ocorridas apds a remocao
dos componentes da matriz extracelular podem
influenciar na fun¢do do epitélio e do estroma
endometriais (Herath et al., 2006; Borges et al.,
2012). No presente estudo, descreveu-se o
desenvolvimento de um modelo experimental
para caracterizagdo da resposta inflamatoria
endometrial in vivo. O objetivo foi avaliar as
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alteragdes  histopatologicas  ocorridas  no
endométrio nas fases de estro e diestro, apos
estimulo inflamatorio. Para evitar a ocorréncia de
endotoxemia, as vacas foram inoculadas com
Escherichia coli  inativada. Todos os
procedimentos adotados foram aprovados pela
Comissio de FEtica no Uso de Animais,
CEUA/UFMG (protocolo n° 335/2013).

As cepas de E. coli utilizadas para inoculago
das vacas do presente estudo foram obtidas a
partir do isolamento de bactérias provenientes do
contetido uterino de uma vaca Holandesa com
sinais clinicos de metrite puerperal aguda na
primeira semana apds o parto (secregdo
cervicovaginal sanguinopurulenta com odor
fétido, temperatura retal > 39,5°C, desidratacao e
inapeténcia), ndo submetida a tratamento
antibacteriano prévio. A amostra de conteudo
uterino foi coletada por meio de pipeta
descartavel rigida protegida por camisa sanitaria
e acoplada a uma seringa de 10mL. O material
foi encaminhado ao Laboratorio de Bacteriologia
da EV/UFMG em tubo estéril contendo agar gel
tipo Stuart, especifico para o transporte de
bactérias.

Uma amostra do contetido uterino (0,1mL) foi
semeada em agar MacConkey, e, apds 24 horas
de incubac¢do a 37°C, foram obtidas coldnias de
E. coli em todas as placas. Cepas de E. coli
moveis foram identificadas por meio de testes
bioquimicos (IAL/Rugai), sendo armazenadas a -
80°C em solucdo contendo meio BHI e 30% de
glicerol, para evitar o congelamento. Para
preparagdo das suspensdes de E. coli inativada,
0,ImL da solugdo foi plaqueada em &agar Luria
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Bertani (LB). Apo6s 24 horas de incubagdo a
37°C, as bactérias foram inoculadas em caldo
LB. Em seguida, foram mantidas em crescimento
sob agitagdo por 18 horas a 37°C. O meio
inoculado foi centrifugado (3.200 g por 10
minutos, a 4°C) e o pellet obtido foi
ressuspendido em PBS estéril. A suspensdo de E.
coli foi ajustada para a concentragio de 1 x 10°
unidades formadoras de colonia (UFC)/mL e
aliquotada em tubos estéreis (30mL cada). As
bactérias foram inativadas pelo calor em banho-
maria por 60 minutos a 80°C. Para confirmar a
inativagdo e a auséncia de contaminacao,
amostras das suspensoes finais foram plaqueadas
em agar LB e incubadas a 37°C por 24 horas.

Na Fazenda Experimental da Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG), em Felixlandia, MG, 10 vacas
Zebuinas com escore de condigdo corporal
(ECC) médio de 3,4+0,5 (escala de 1 a 5) foram
selecionadas apdés a realizagdo de exames
ginecologicos seriados, nos quais ndo foram
verificados sinais clinicos de infec¢do uterina. Os
mesmos procedimentos foram adotados na
Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa,
em Igarapé, MG, para selecionar oito vacas

Zebuinas com ECC médio de 2,9+0,5. Nas duas
propriedades, o estro foi sincronizado por meio
do protocolo hormonal: aplicagdo IM de 1mg de
benzoato de estradiol (Estrogin®, Biofarm,
Brasil) e implante de dispositivo de 1,9g de
progesterona intravaginal (CIDR®, Zoetis,
Brasil) no dia 0; aplicagdo IM de 0,5mg de
cloprostenol sodico (Ciosin®, MSD Satde
Animal, Brasil) no dia 7; aplicagdo IM de 1mg
de cipionato de estradiol (ECP®, Zoetis, Brasil)
e retirada do dispositivo de progesterona no dia
8. A manifestacdo do estro foi monitorada de
forma visual.

As vacas foram submetidas a bidpsias
endometriais entre 36 e 48 horas apds a retirada
do dispositivo de progesterona. Duas amostras de
endométrio foram coletadas no corno direito por
meio de uma pinga de Dbidpsia uterina
(Hauptner®, Alemanha), protegida por camisa
sanitaria. Em seguida, 30mL de suspensdo de E.
coli inativada foram inoculados no ttero de nove
vacas por meio de uma pipeta rigida protegida
por camisa sanitaria. As outras nove foram
inoculadas com 30mL de PBS estéril. A divisdo
dos grupos foi baseada na visualizacdo do estro e
na ordem de entrada no brete (Tab. 1).

Tabela 1. Distribuigdo das vacas da Fazenda Experimental da EPAMIG (Felixlandia, MG) e da Fazenda
Experimental Professor Hélio Barbosa (Igarapé, MG) nos grupos experimentais.

Grupo Local Manifestaram estro N&o manifestaram estro n
PBS Felixlandia 3 2 5
Igarapé 3 1 4
E. coli Felixlandia 3 2 5
Igarapé 3 1 4

Entre oito e 12 horas apds a infusdo uterina de
PBS ou E. coli inativada, foram coletadas duas
amostras de endométrio no corno esquerdo. Em
seguida, as vacas receberam 30mL de
gentamicina por via intrauterina (Gentrin®, Ouro
Fino, Brasil) com o objetivo de prevenir a
ocorréncia de infecgdes uterinas. Dez dias depois
da realizagdo desses procedimentos (fase de
estro), as vacas foram submetidas a novas
biodpsias endometriais no diestro. A ocorréncia de
ovulagdo foi detectada por meio de
ultrassonografia, verificando-se a presenca de um
corpo luteo. A temperatura retal foi monitorada
nos trés momentos de avaliagao.

As amostras de endométrio foram fixadas em
formalina tamponada a 10% e submetidas aos
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procedimentos rotineiros de inclusdo em parafina
do Laboratorio de Técnicas Histologicas do
Setor de Patologia Geral do ICB/UFMG. Cortes
histologicos de 4um de espessura foram
corados pela hematoxilina e eosina. Alteragdes
circulatdrias e inflamatorias foram avaliadas por
meio de microscopia de luz. Os escores
considerados foram: 0 (ausente), 1 (discreto), 2
(moderado) ou 3 (acentuado).

Os testes t de Student e SNK (Student-Newman-
Keuls) foram utilizados para comparacdo das
médias de temperatura retal entre os dois grupos
experimentais e entre os trés momentos de
avaliacdo, respectivamente. Os testes de Mann
Whitney e Friedman foram utilizados para
comparar os escores de hiperemia/hemorragia,
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edema e inflamagao endometrial, entre os grupos
experimentais e entre os momentos de avaliagdo,
respectivamente. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do programa GraphPad
Instat, versdo 3.10, considerando o nivel de
significancia de 5%.

As médias de temperatura retal dos grupos PBS e
E. coli foram semelhantes (P>0,05) nos trés
momentos de avaliagdo. Os escores de
hiperemia/hemorragia e edema endometriais nao
diferiram (P>0,05) entre os grupos de vacas e
entre os momentos de avaliagdo. Em relagdo

Figura 1
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aos achados relacionados com inflamagdo
endometrial, foram observados infiltrados
neutrofilicos  de  distribui¢do  superficial,
multifocal, periglandular ou difusa, com
intensidade variavel. Os escores de inflamagao
variaram de 1 (discreto) a 3 (acentuado), de
acordo com a intensidade das infiltragdes
neutrofilicas (Fig. 1).

As vacas inoculadas com E. coli inativada
apresentaram escore de inflamag¢do endometrial
significativamente maior (P<0,05) que as vacas
inoculadas com PBS, na fase de estro (Tab. 2).

15 ty

. coli inativada por

meio de infusdo uterina na fase de estro. (A) Escore 0: auséncia de inflamagdo; (B) escore 1: infiltrado
neutrofilico multifocal superficial discreto; (C) escore 2: infiltrado neutrofilico multifocal e periglandular
moderado; (D) escore 3: infiltrado neutrofilico intenso difuso. H.E., barra = 37uM.

Tabela 2. Escores de inflamagdo endometrial (médias, medianas, minimo, maximo) de vacas Zebuinas
submetidas a bidpsias uterinas de acordo com os momentos de avaliacdo, antes e depois da inoculagdo de
PBS ou E. coli inativada na fase de estro, e no diestro. Escala: 0 a 3

Infusdo uterina de PBS Infusdo uterina de E. coli inativada

Avaliagao Média  Mediana _ Min. _Méx. _ Meédia _ Mediana _ Min. _ Max.
Estro - antes 0,0Aa 0 0 0 0,0Aa 0 0 0
Estro - depois 0,6Aa 1 0 1 2,1Bb 2 0 3
Diestro 0,3Aa 0 0 2 0,2Aa 0 0 1

Médias seguidas de letras maiusculas distintas na mesma coluna e letras mintisculas distintas na mesma linha diferem
entre si (P<0,05) pelos testes de Friedman e Mann-Whitney, respectivamente.

As infiltragdes neutrofilicas sdo caracteristicas da
resposta inflamatéria desencadeada apds o
reconhecimento  de  padrdes  moleculares

microbianos ou MAMPs (Microbe-Associated
Molecular Patterns) por receptores especificos,
localizados nas células epiteliais e estromais de
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tecidos suscetiveis a invasdo por patogenos. A
endotoxina LPS, lipopolissacarideo presente na
membrana externa da E. coli, ¢ um dos MAMPs
associados a respostas inflamatdrias endometriais
agudas (Medzhitov e Janeway, 1997; Janeway e
Medzhitov, 2002; Sheldon et al., 2010). No
presente estudo, 88,8% (8/9) das vacas
inoculadas com E. coli inativada apresentaram
quadros de inflamac¢do endometrial expressivos
entre oito ¢ 12 horas apds a infusdo uterina na
fase de estro. Dez dias apos a inoculagdo, ndo
foram observados infiltrados neutrofilicos
evidentes nas amostras de endométrio obtidas na
fase de diestro, indicando a ocorréncia de
inflamacdo aguda de curta duragao.

O reconhecimento da endotoxina LPS pelo TLR4
(Toll-Like Receptor 4) e pelos coreceptores
CD14 (Cluster of Differentiation 14) ¢ MD2
(Myeloid Differentiation protein 2) induz
respostas inflamatérias endometriais agudas, que
podem se manifestar de forma discreta,
moderada ou acentuada, de acordo com a
quantidade de células de defesa recrutadas
(Sheldon et al., 2010), como observado no
presente estudo. Cabe destacar que o TLR4 ¢
transcrito no endométrio de vacas no periodo
poés-parto, quando ha elevado risco de
estabelecimento de infec¢des uterinas devido a
contamina¢do bacteriana ascendente do trato
genital (Martins et al., 2011; Turner et al., 2012).
Ao desencadear a resposta inflamatoria, a E. coli
e outros microrganismos com potencial
patogénico alteram a integridade do endométrio,
interferindo nas conexdes intercelulares e na
permeabilidade seletiva das células epiteliais. A
secre¢do de citocinas e quimiocinas possibilita a
comunicagdo entre epitélio e  estroma,
favorecendo a mobiliza¢do de células de defesa
especializadas, como neutrdfilos e macréfagos
(Hickey et al., 2011). Na presenca de bactérias
patogénicas, os neutrofilos sdo as células de
defesa recrutadas mais rapidamente da circulagdo
sanguinea para o ambiente uterino. A CXCL8 ou
IL8 (Interleucina 8) ¢ um dos principais fatores
de atragdo de neutrofilos (Sheldon e Bromfield,
2011). Posteriormente, macrofagos e linfocitos
auxiliam na remocdo dos patégenos. Quanto
mais intenso o processo inflamatdrio, maior a
infiltragdo de leucocitos no tecido endometrial
(Chapwanya et al., 2009).
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O periodo decorrido entre a contaminagdo
uterina pela E. coli e o desencadeamento da
resposta inflamatéria endometrial em bovinos
ainda ndo foi determinado in vivo. A inoculagdo
de suspenséo de E. coli ndo inativada em cabras
resultou em quadros de inflamagdo endometrial
acentuados 12 horas ap0s a realizagdo da infusdo
uterina. Todos os animais apresentaram
infiltrados neutrofilicos difusos, hemorragia
intensa ¢  desprendimento do  epitélio
endometrial, além de sinais sistémicos de
endotoxemia (Shao et al., 2012). Analises
histopatologicas realizadas 24 horas apoés a
inoculagdo de suspensdo de LPS purificado ou E.
coli n3o inativada no tutero de camundongos
revelaram a presenca de infiltragdes de
neutréfilos e macréfagos com diferentes graus de
intensidade. A resposta inflamatéria induzida
pelo LPS foi mais superficial que a resposta
induzida pelas bactérias ndo inativadas, que
colonizaram o endométrio, causaram alteragdes
severas no epitélio e no estroma, além de sinais
clinicos de endotoxemia (Sheldon et al., 2010).

Nas condigdes do presente estudo, ndo foram
observados sinais clinicos de endotoxemia nas
vacas inoculadas com suspensdo de E. coli
inativada por meio de infusdo uterina, indicando
que os procedimentos adotados foram
satisfatorios, uma vez que induziram a
manifestacdo de diferentes graus de inflamacao
endometrial, sem comprometimento sistémico e
risco de vida para os animais.

Conclui-se que as ocorréncias de quadros
inflamatorios agudos discretos, moderados ou
acentuados no endométrio de vacas Zebuinas
submetidas a infusdo uterina de E. coli inativada,
na fase de estro, estdo relacionadas com
mecanismos individuais de ativacdo e modulagdo
da resposta imunoldgica, uma vez que todas
foram  submetidas ao mesmo desafio.
Considerando a importancia das infecgdes
uterinas para os rebanhos bovinos e a dificuldade
para desenvolver pesquisas nessa area devido a
falta de modelos experimentais reprodutiveis, os
procedimentos adotados podem ser utilizados em
estudos futuros visando elucidar os mecanismos
relacionados com a regulagdo da resposta
inflamatoria uterina.

Palavras-chave: Bos taurus indicus, imunidade
uterina, histologia endometrial
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the endometrial inflammatory response of nine Zebu cows
inoculated through uterine infusion with 30 mL of inactivated Escherichia coli suspension (1 x 10°
UFC/mL) and nine with 30 mL of sterile phosphate buffered saline. Endometrial biopsies were performed
before and after the inoculations during estrus, and ten days later in the diestrus phase. Neutrophilic
infiltrates were observed in 88.8% of samples from the E. coli group in estrus phase and demonstrated
different degrees of endometrial inflammation. This study characterizes a suitable model for studying

endometritis in cattle.

Keywords: Bos taurus indicus, uterine immunity, endometrial histology
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