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Imunidade inata uterina em vacas apés o parto
Uterine innate immunity in postpartum cows
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Resumo

A imunidade inata é o principal mecanismo de defesa responsavel pelo controle da contaminagdo
uterina em vacas recém-paridas. O reconhecimento inicial de determinados componentes estruturais de
microrganismos invasores do ambiente uterino é realizado por receptores especificos, localizados nas células
endometriais. Estudos sobre a atuag@o desses receptores sdo importantes para elucidar os mecanismos que
regulam a resposta endometrial contra os patégenos, a qual pode evoluir para a protecdo imunoldgica ou para o
estabelecimento de infecg¢des uterinas nos casos de falhas na ativagdo da resposta inflamatoria. O objetivo desta
revisdo ¢ relatar as principais informagdes disponiveis sobre imunidade inata uterina em vacas apos o parto.

Palavras-chave: imunidade inata, infecgdo uterina, pos-parto, receptores tipo 7oll.
Abstract

Innate immunity is the main defense mechanism responsible for controlling uterine contamination in
postpartum cows. The initial recognition of certain structural components of microorganisms that invade the
uterine environment is mediated by specific receptors located in endometrial cells. Studies about the role of
these receptors are important for elucidating the mechanisms that regulate endometrial response against
pathogens, which can progress to immune protection or establishment of uterine infections in cases of failures in
the activation of the inflammatory response. The objective of this review is to describe the most relevant
knowledge about uterine innate immunity in postpartum cows.
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Introducao

A identificagdo do patdogeno pelo hospedeiro € o primeiro passo para a elaboragdo de uma resposta
imunologica, visando eliminar o microrganismo invasor. Receptores localizados nas células de defesa, células
epiteliais e estromais dos tecidos suscetiveis a invasdo microbiana, sdo responsaveis pelo reconhecimento de
componentes estruturais conservados durante a evolugdo, denominados "padrdoes moleculares associados a
patogenos” ou PAMPs (do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns), termo amplamente utilizado na
literatura (Medzhitov e Janeway, 1997; Janeway e Medzhitov, 2002; Takeuchi e Akira, 2010; Turner et al.,
2012). Como microrganismos nao patogénicos também apresentam componentes altamente conservados, a
terminologia “padrdes moleculares microbianos” ou MAMPs (do inglés Microbe-Associated Molecular
Patterns) ¢ considerada mais adequada (Ausubel, 2005).

Os receptores de padrdoes moleculares microbianos mais estudados sdo os TLRs (do inglés Toll-Like
Receptors) e os NODs ou NLRs (do inglés Nucleotide Binding Oligomerization Domain-Like Receptors). A
interacdo entre os MAMPs e secus respectivos receptores desencadeia respostas inflamatdrias que levam a
produgdo de quimiocinas, citocinas e peptideos antimicrobianos (Athman e Philpott, 2004; Rietdijk et al., 2008;
Takeuchi e Akira, 2010; Turner et al., 2012; 2014).

Variagoes na transcricdo génica de TLRs, NODs ¢ outros imunomediadores no endométrio de vacas
Holandesas ap6s o parto sugerem que as altas incidéncias de infec¢des uterinas ocorridas nessa ocasido podem
estar relacionadas com a capacidade de regular a resposta inflamatoria endometrial (Herath et al., 2009;
Chapwanya et al., 2009; Martins et al., 2011). Quando os mecanismos de defesa atuam de forma eficiente, os
microrganismos que contaminam o utero sdo eliminados rapidamente. Respostas imunolégicas inadequadas
favorecem a multiplicacdo bacteriana, enquanto quadros inflamatdrios exacerbados e persistentes resultam em
lesdes endometriais que influenciam na fertilidade (Herath et al., 2009; Chapwanya et al., 2009; LeBlanc, 2014).

Por outro lado, vacas zebuinas e mesticas Holand€s x Zebu apresentam baixas incidéncias de infec¢des
uterinas apos o parto (Gonzalez Sanchez et al., 1999; Camargos et al., 2013). A transcri¢cdo génica de receptores
de padrdes moleculares microbianos no endométrio desses animais foi descrita por Martins (2014). Apesar de a
relacdo entre os niveis de transcri¢do de imunomediadores ¢ a suscetibilidade ou resisténcia a infecgdes uterinas
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ndo ter sido elucidada, variagdes genéticas podem explicar diferengas nas respostas individuais (Sordillo et al.,
2009; Pinedo et al., 2013). Além disso, estudos recentes demonstraram diferencgas claras no perfil imunologico
de zebuinos e taurinos (Macédo et al., 2013a, b) e influéncia da endogamia no perfil imunolégico desses animais
(Macédo et al., 2014).

O consideravel impacto economico causado pelas doengas uterinas estimula a realizacdo de estudos que
visam compreender os mecanismos moleculares envolvidos na imunidade inata do trato reprodutivo das vacas
(Herath et al., 2006, 2009). Esta revisdo tem como objetivo relatar as principais informagdes disponiveis sobre o
reconhecimento de bactérias que contaminam o tutero das fémeas bovinas apos o parto.

Contaminacao versus infec¢iao uterina

A abertura das barreiras anatomicas constituidas pela vulva, vagina e cérvix possibilita a invasdao do
utero por microrganismos presentes no ambiente, nas fezes, na pele e no trato genital. Em razdo disso, at¢ 100%
das vacas podem apresentar contaminagdo bacteriana uterina ascendente durante o parto. Bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, aerdbicas e anaerdbicas, podem ser encontradas no ambiente uterino (Rocha et al.,
2004; Willians et al., 2005; Peng et al., 2013). Apds o parto, o contato direto com o conteudo uterino
remanescente da gestagdo favorece a multiplicagdo bacteriana. Em vacas com puerpério fisioldgico, a involugdo
do utero e a abertura da cérvix possibilitam a eliminac¢do das bactérias nas primeiras semanas pds-parto (Rocha
et al., 2004; Prunner et al., 2014). Dessa forma, a contaminacdo uterina é debelada sem manifestagdo dos sinais
clinicos que caracterizam a ocorréncia de doengas uterinas.

A expressao dos sinais clinicos de infec¢des uterinas depende da interagdo entre sistema imunolédgico,
quantidade e patogenicidade dos agentes microbianos (Sheldon et al., 2006; Peng et al., 2013; Prunner et al.,
2014). Alteragdes nos mecanismos de defesa permitem que bactérias aerdbicas, como Escherichia coli e
Trueperella pyogenes, ¢ anaerobias, como Fusobacterium necrophorum ¢ Prevotella melaninogenica, passem a
atuar sinergicamente, favorecendo o crescimento e a patogenicidade de todas elas. A permanéncia de bactérias
patogénicas no utero apds o parto pode resultar em maior grau de inflamacdo endometrial e no estabelecimento
de infecgdes uterinas (Sheldon e Dobson, 2004; Willians et al., 2005; LeBlanc, 2014).

Imunidade inata versus imunidade adquirida

A imunidade inata ¢ inespecifica, pois apresenta mecanismos de resisténcia contra todos os tipos de
antigenos. Ela atua na protegdo inicial, quando o hospedeiro é exposto pela primeira vez a agente infeccioso
(Sordillo et al., 2009). A imunidade inata inclui as barreiras fisiologicas da pele e das mucosas, os peptideos
antimicrobianos, o sistema complemento e as células hematopoiéticas, que detectam e eliminam os patégenos,
tais como mondcitos, macrofagos, neutréfilos, eosinodfilos e células natural killer (Takeuchi e Akira, 2010;
Turner et al., 2012). Quando a imunidade inata ndo ¢ capaz de evitar a infec¢do, a imunidade adquirida é ativada.
Dessa forma, a imunidade inata é responsavel pela primeira linha de defesa contra a invasdo de patdgenos e pela
ativacdo da imunidade adquirida (Aderem e Ulevitch, 2000; Janeway e Medzhitov, 2002).

A imunidade adquirida elabora uma resposta especifica para cada desafio antigénico. A formagéo de
uma memoria imunolégica proporciona prote¢do ao hospedeiro quando ele entra em contato com o mesmo
antigeno mais de uma vez. As respostas desencadeadas pela imunidade adquirida podem ser humorais e/ou
celulares e sdo proporcionadas pelos linfocitos B e T contra patdogenos extracelulares ou intracelulares,
respectivamente (Sordillo et al., 2009).

Alguns estudos tém questionado essas defini¢des classicas de imunidade inata e imunidade adquirida. A
descoberta dos receptores de padrdes moleculares microbianos indica que a imunidade inata ndo pode ser
considerada inespecifica. A capacidade de formag¢do de memoéria imunoldgica pela imunidade inata também ja
foi relatada, verificando-se aumento das respostas desencadeadas por células de defesa associadas a esse tipo de
imunidade em casos de recontaminagdo (Bowdish et al., 2007; Netea et al., 2011).

Imunidade inata uterina

Apos o parto, parte dos mecanismos de defesa relacionados com as imunidades inata e adquirida
encontra-se debilitada. Os impactos decorrentes do estabelecimento de doengas uterinas em rebanhos leiteiros
comprometem a eficiéncia produtiva e o retorno a reproducédo (Sordillo et al., 2009; LeBlanc, 2014).

O principal mecanismo de defesa responsavel pelo controle da contaminagdo uterina em vacas recém-
paridas ¢ a imunidade inata, a qual atua por meio de respostas fisiologicas, fagocitarias ¢ inflamatdrias (Herath et
al., 2006; Turner et al., 2012). As contragdes do miométrio e a producao de muco pelas glandulas endometriais
sdo importantes respostas fisiologicas (Sheldon e Dobson, 2004). A atragdo de neutrofilos da circulagdo
sanguinea para o ambiente uterino ¢ considerada a mais importante resposta fagocitaria (Hammon et al., 2006).
A resposta inflamatoria promove a remocdo dos patégenos e a cicatrizagdo dos tecidos. A inflamacdo
endometrial inclui a liberag@o de citocinas, quimiocinas, peptideos antimicrobianos, proteinas de fase aguda e
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prostaglandinas (Sheldon e Dobson, 2004). A resposta inflamatoria eficiente remove rapidamente os patdogenos e
mantém a integridade do tecido (Sordillo et al., 2009).

Receptores especificos localizados nas células epiteliais e estromais do endométrio sdo responsaveis
pelo reconhecimento inicial de microrganismos invasores ¢ pela ativacdo da resposta inflamatoria. Quatro
classes de receptores de padrdes moleculares microbianos ja foram identificadas em humanos: os TLRs e os
CLRs (do inglés C-type Lectin Receptors), que sdo proteinas transmembranares, bem como os NLRs e os RLRs
(do inglés Retinoic acid-inducible gene I-Like Receptors), que sdo proteinas citoplasmaticas (Janeway e
Medzhitov, 2002; Athman e Philpott, 2004; Rietdijk et al., 2008; Takeuchi e Akira, 2010). Em fémeas bovinas,
as células endometriais sdo capazes de expressar e ativar TLRs e NLRs, com respostas comprovadas apds o
tratamento com MAMPs bacterianos in vitro (Silva et al., 2012; Turner et al., 2012, 2014).

Toll-Like Receptors e seus correceptores

Os TLRs foram descobertos em Drosophila, atuando no estabelecimento do padrao dorsoventral desses
insetos. Posteriormente, verificou-se que os TLRs eram responsaveis pela resisténcia a infecgdo por fungos
(Lemaitre et al., 1996; Takeda e Akira, 2004). Receptores homologos aos encontrados em Drosophila foram
identificados em mamiferos, sendo expressos por células T efetoras, linfocitos B, células dendriticas, neutroéfilos,
macrofagos e células natural killer (Aderem e Ulevitch, 2000; Takeda e Akira, 2004; Athman e Philpott, 2004).

Em bovinos, ja foram identificados 10 tipos de TLRs (McGuire et al., 2005), os quais podem atuar
isolados ou em conjunto: por exemplo, o TLR1 e o TLR6 formam dimeros entre si e com o TLR2 (Buwitt-
Beckmann et al., 2006; Turner et al., 2014). A localizac¢do celular dos TLRs ¢ importante para o reconhecimento
dos MAMPs (Takeuchi e Akira, 2010). Os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 ¢ 10 estdo presentes na membrana plasmatica e
reconhecem componentes da parede celular das bactérias, enquanto os TLRs 3, 7, 8 ¢ 9 sdo encontrados nos
endossomas e reconhecem acidos nucleicos e outros MAMPs internos (Tab. 1).

Tabela 1. Receptores tipo Toll (TLR), seus ligantes (padrdes moleculares microbianos, MAMPs) e
microrganismos de origem.

Receptor Ligantes (MAMPs) Origem
TLR1 Triacil-lipoproteinas, modulinas Bactérias Gram-positivas
TLR2 Acido lipoteicoico, peptideoglicanos, lipoproteinas Bactérias Gram-positivas
TLR3 Dupla fita de RNA Virus
TLR4 Lipossacarideos Bactérias Gram-negativas
TLRS5 Flagelinas Bactérias
TLR6 Diacil-lipoproteinas, modulinas Bactérias Gram-positivas
TLR7 Fita simples de RNA Virus
TLR8 Fita simples de RNA Virus
TLRY9 DNA ndo metilado, grupo heme Bactérias
TLR10 Peptideoglicanos Bactérias

Adaptada de: Medzhitov e Janeway (1997); Aderem e Ulevitch (2000); Janeway e Medzhitov (2002); Takeda e
Akira (2004).

A resposta imunologica desencadeada apds o reconhecimento dos MAMPs pode ser localizada, ou pode
ocorrer mobilizacdo de agentes de defesa da circulagdo sanguinea (Sordillo et al., 2009). O tipo de resposta
depende da via de sinalizagdo que ¢ ativada (Athman e Philpott, 2004). A maioria das respostas inflamatérias
induzidas pelos TLRs depende da via de sinalizacdo mediada pela molécula adaptadora MyD88 (do inglés
Mpyeloid Differentiation primary response gene 88; Takeda e Akira, 2004).

O endométrio dos bovinos expressa os 10 tipos de TLRs no diestro (Davies et al., 2008), durante a
gestagdo (Silva et al., 2012) e ap6s o parto (Herath et al., 2009). Herath et al. (2006) foram os primeiros a
demonstrar a relagdo do TLR4 com quadros de endometrite em bovinos. Ao estimularem as células endometriais
com E. coli ou LPS, principal bactéria Gram-negativa contaminante do {itero apds o parto, observou-se aumento
da transcrigdo de TLR4, citocinas, prostaglandinas e moléculas associadas a ativagdo das vias de sinalizagdo
dependente e independente de MyD88.

A importancia do TLR4 e da via de sinalizagdo celular dependente de MyD88 para a defesa uterina de
bovinos foi demonstrada por meio de técnicas de silenciamento de TLR4 e MyD88 em culturas de células
endometriais expostas ao LPS. As células epiteliais e estromais foram isoladas e tratadas com inibidores
bioquimicos e short interfering RNA (siRNA). A segmentagdo do RNAm do TLR4 com siRNA reduziu sua
transcricdo nos dois tipos de células endometriais. O mesmo fato ocorreu com o MyD88. As transfec¢des com
TLR4 siRNA e MyD88 siRNA reduziram a transcri¢do das interleucinas 1, 6 e 8 apds tratamento com LPS
(Cronin et al., 2012).

O TLR4 depende de LBPs (do inglés LPS-Binding Proteins) e dos correceptores CD14 (do inglés
Cluster of Differentiation 14) e MD2 (do inglés Myeloid Differentiation factor 2) para reconhecer o LPS. As
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LBPs sdo transferases que catalisam a transferéncia do LPS da membrana externa de bactérias Gram-negativas
para o CD14. O CD14 ¢é uma glicoproteina ancorada a membrana celular, que se liga ao lipideo A do LPS e
apresenta essa endotoxina para o complexo TLR4-MD2. Na auséncia de LBPs e CD14, a interagdo entre LPS e
TLR4-MD2 ¢ fraca (Triantafilou e Triantafilou, 2002; Miyake, 2006). A detec¢do do LPS pelo heterodimero
TLR4-MD2 ¢ essencial para desencadear a resposta imunoldgica. Falhas na ativacdo das vias de sinalizacdo
celular podem resultar em evasao bacteriana e septicemia (Park et al., 2009).

Em comparacdo ao endométrio, os tecidos do trato intestinal e das vias aéreas estimulados com LPS
apresentam baixa transcri¢ao génica de MD2. O contato constante com bactérias comensais poderia desencadear
respostas inflamatérias indesejadas. Considerando que a transcricio de MD2 pelas células epiteliais seja
induzida, acredita-se que sua fun¢do pode ser a de amplificar a resposta inflamatdéria na presenca de
microrganismos invasores com potencial patogé€nico (Miyake, 2006).

A transcricdo de MD2 e CD14 em células endometriais de vacas Holandesas foi descrita em estudos in
vitro ¢ in vivo (Herath et al., 2006, 2009). Recentemente, a transcrigdo endometrial dos receptores tipo Toll 1, 2,
4,5, 6 ¢9 e dos correceptores MD2 ¢ CDI14 foi demonstrada em vacas Holandesas, Gir ¢ Holandés x Gir
submetidas a bidpsias uterinas no primeiro e no sétimo dia apds o parto (Martins, 2014).

NOD-Like Receptors

Os NLRs também sao denominados CARD-Like Receptors, pois apresentam um dominio CARD (do
inglés Caspase Recruitment Domain), composto por uma sequéncia de aminoacidos presentes em proteinas
relacionadas com inflamacdo e apoptose. Mais de 20 tipos de NLRs ja foram identificados em humanos,
detectando MAMPs presentes no citoplasma, que ndo sdo reconhecidos por receptores da membrana celular e
que escapam dos endossomas (Athman e Philpott, 2004; Rietdijk et al., 2008).

O NOD1 ou CARD4 reconhece peptideos que contém acido diaminofilico, provenientes da sintese ou
degradagdo de bactérias Gram-negativas (Girardin et al., 2003a). O NOD2 ou CARDI15 reconhece o muramil
dipeptideo, derivado de peptideoglicanos de bactérias Gram-negativas ou positivas (Girardin et al., 2003b). O
NODI participa da resposta imunologica contra E. coli e Campylobacter spp. O NOD2 reconhece Salmonella,
Listeria e Streptococcus spp. (Rietdijk et al., 2008). A intera¢ao entre NODs e MAMPs resulta na producio de
citocinas que induzem a destruicdo do microrganismo por meio da degradagdo lisossomal e morte celular
(Turner et al., 2012).

Os ligantes dos NLRs sdo internalizados mediante endocitoses mediadas por clatrinas, processo no qual
pequenas vesiculas revestidas por essas proteinas citosolicas sdo transportadas para compartimentos especificos.
Em macrofagos, o ligante do NOD2 ¢ transportado por meio dessas vesiculas até os lisossomos, de onde ¢
exportado para o citosol para ser detectado. O mecanismo de interacdo entre os NODs 1 e 2 e seus respectivos
MAMPs ¢ desconhecido em outras células (Philpott ¢ Girardin, 2010).

Tan et al. (2012) observaram que neutrofilos isolados do sangue de vacas Holandesas até 21 dias apos o
parto apresentam redugdo significativa da transcrigdo dos NODs 1 e 2, quando comparados aos neutréfilos
isolados entre 150 e 200 dias de lactacdo. Os autores sugeriram que a reducdo da func¢do dos neutréfilos no pos-
parto de vacas de alta produgdo pode ser potencializada pela baixa transcrigdo desses receptores.

A transcri¢do génica de NOD1 no endométrio de vacas Holandesas ap6s o parto foi relatada por Herath
et al. (2009). Posteriormente, Silva et al. (2012) verificaram transcri¢do endometrial de NOD1 ¢ NOD2 em vacas
azebuadas gestantes. Em estudo recente, Martins (2014) observou transcrigdo de NOD1 e NOD2 no endométrio
de vacas Holandesas, Gir e mesti¢as Holandés x Gir, no primeiro e no sétimo dia ap6s o parto.

Consideracoes finais

Além de funcionarem como barreira mecénica, as células endometriais apresentam amplo potencial de
defesa contra a invasdo de bactérias. A compreensdo dos mecanismos moleculares pelos quais as vacas detectam
os patdgenos no ambiente uterino e induzem a resposta imunologica pode resultar no desenvolvimento de
melhores estratégias para diagnosticar e tratar os quadros de infec¢do, o que serd importante para diminuir os
altos custos associados a essas afecgoes.
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