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Resumo

CARACTERIZACAO IMUNOHISTOQUIMICA E MOLECULAR DE AMOSTRAS DE

ENDOMETRIO DE CADELA COM PIOMETRA

A pidmetra é uma doenga de diestro comum em cadelas adultas, sendo Escherichia
coli a bactéria mais frequentemente isolada. A resposta inflamatoria é caracterizada
pela producédo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas que contribuem para o
recrutamento de células de reacdo inflamatoria para o Utero. Pretendeu-se com este
estudo caracterizar o tipo e a localizagéo das células de reacdo inflamatoria em Uteros
com pidmetra, bem como avaliar a transcricdo de genes que codificam para
componentes das vias de sinalizagdo dos TLRs e de mediadores da inflamacéo, em
compara¢do com Uteros sem afecdo de cadelas em diestro. Todos os casos de
piometra apresentaram um intenso infiltrado de células mieloides e linfocitos B e um
infiltrado moderado de linfocitos T. Verificou-se que os transcritos dos componentes
da via dependente e independente de MyD88 estdo presentes no endométrio de
cadelas com piometra e de cadelas sem afecdo uterina. Apenas os mRNAs das
citocinas IL-1B e TNF-a, avaliados por RT-PCR, foram detetados exclusivamente
nos casos de pidmetra. A transcricdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1pB, IL-6 e
IL-8 e anti-inflamatérias 1L-10 e TGF-B, avaliada por PCR em tempo real, foi
superior nas amostras de piometra. Os transcritos da IL-2, IL-4, IFN-B e IFN-y nao
foram detetados em ambos o0s grupos e os genes das metaloproteinases 1 e 9
apresentaram niveis de transcricdo superiores nas amostras de endométrio de cadelas
com piémetra.

Podemos concluir que a natureza e distribuicdo das células de reacao inflamatoria em
uteros com pidmetra refletem uma resposta inflamatéria crénica e associada a
gravidade da doenca. A resposta inflamatéria induzida pelos TLRs é ainda
caracterizada por um aumento na transcricdo de mediadores de inflamacdo, que
poderdo funcionar como marcadores desta doenca. Por outro lado, a auséncia do
MRNA para os interfer6es podera ser explicada pelo facto de estes serem transcritos

numa fase inicial da infecao.

Palavras-chave: Pidémetra canina, Escherichia coli, Resposta inflamatoria,

Imunidade inata



Abstract

Pyometra is a common diestrous disease of female dogs, being Escherichia coli (E.
coli) the bacterium most commonly isolated. Uterine inflammatory response towards
E. coli is characterized by the production of pro-inflammatory cytokines and
chemokines that contribute to the recruitment of inflammatory cells to the uterus.
The aim of this study was to characterize the type and distribution of inflammatory
cells and evaluate the gene transcription of key components of TLRs signalling
pathways and of inflammatory mediators in pyometra uteri. All pyometra uteri were
characterized by a strong stromal infiltration of myeloid cells
(granulocytes/macrophages) and B lymphocytes and a moderate infiltration of T
lymphocytes. The MyD88-dependent and independent pathways transcripts were
detected in healthy diestrous and pyometra endometria. IL-1p and TNF-o mRNAs
were only detected in pyometra endometria. IL-2, IL-4, IFN-B and IFN-y transcripts
were not detected in both groups. Transcription of pro-inflammatory cytokines IL-
1B, IL-6 and IL-8 and anti-inflammatory IL-10 and TGF- were significantly
increased in pyometra endometria compared with healthy endometria. Genes
encoding matrix metalloproteinases 1 and 9, implicated in degradation of
extracellular matrix components, were also up-regulated in pyometra endometria.

In conclusion, the type and distribution of the inflammatory cells in pyometra uteri
reflects an ongoing inflammatory response and are associated with the severity of the
disease. Also, it was demonstrated that TLRs induced an inflammatory response
characterized by an increase in transcription of specific inflammatory related genes.
Although the participation of the MyD88 independent pathway in the host defense
against E. coli during canine pyometra is not completely elucidated, the absence of
transcripts for the interferon family members may be explained by an early synthesis

of these mediators.

Keywords: Canine Pyometra, Escherichia coli, Inflammatory response, Innate

immunity
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1. Introducéo

1.1.Ciclo éstrico da cadela

O ciclo éstrico da cadela é dividido em quatro fases: proestro, estro, diestro e anestro
correspondendo o proestro a fase folicular e o estro e o diestro a fase luteinica
(Figura 1).
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Figura 1- Ciclo éstrico da cadela (Adaptado de P. L. Senger, 2003)

1.1.1. Proestro

O proestro tem uma duracdo aproximada de 9 dias (podendo variar entre 0s 2 e 0s 15
dias), durante os quais as cadelas atraem 0s machos mas ndo estdo recetivas
sexualmente. Em termos hormonais observa-se um aumento das concentragdes
séricas de estradiol-17p produzidos pelos foliculos ovaricos em crescimento. Em
termos clinicos, esta fase é caracterizada por edema e turgidez vulvar, edema das
pregas da mucosa vaginal e aparecimento de corrimento vulvar sanguinolento
(Feldman & Nelson, 2004; Concannon, 2010). Em termos citologicos, esta fase é
caracterizada por uma proliferacdo das células do epitélio da mucosa vaginal, com
predominio das células intermédias e parabasais. Outras alteracGes que caracterizam
esta fase englobam: a proliferacdo dos diferentes tipos de células que constituem o

utero, 0 aumento progressivo do nimero de recetores de estrogénio e progesterona



nas células uterinas e vaginais, a abertura do cervix e um aumento da resposta

imunitaria local (Jeffcoate, 1998).

1.1.2. Estro

O Estro tem a duragdo aproximada de 12 dias podendo variar de 4 a 24 dias. Em
termos comportamentais € caracterizada pela recetividade sexual da cadela. Em
termos hormonais observa-se um aumento progressivo da concentracdo sérica de
progesterona, resultante da luteinizacdo precoce das células da granulosa que entram
na constituicdo da parede dos foliculos ovéricos. A combinagdo da diminuigdo da
concentracdo de estradiol e do aumento da concentragdo de progesterona é
responsavel pelo “feedback” positivo ao nivel do eixo hipotalamo-hipofisario que
resulta na secrecdo de hormona foliculo estimulante (FSH) e, mais importante, de
hormona luteinizante (LH) no inicio do estro (Feldman & Nelson, 2004). O pico de
LH corresponde ao inicio do estro enddcrino e tem uma duracdo de 24 a 96 horas
(Concannon, 2010). Cerca de 24-72 horas ap06s o pico de LH, ocorre a ovulacdo, o
que leva a um aumento brusco na concentracdo sérica de progesterona. Em termos
clinicos, esta fase é caracterizada por edema da vulva, crenulacdo das pregas da
mucosa vaginal e o corrimento vulvar sanguineo pode estar presente ou ndo. Em
termos citoldgicos observa-se predominio de células superficiais queratinizadas
(Feldman & Nelson, 2004).

1.1.3. Diestro

O diestro é marcado pelo fim do estro e tem uma duracdo média de 2 meses. A
cadela torna-se calma, a atracdo pelos machos diminui e deixa de estar recetiva. A
vulva retorna ao tamanho normal e pode ser observado um corrimento vulvar
mucoso (Feldman & Nelson, 2004). Nesta fase a concentracdo de progesterona
continua a aumentar até a 2% semana, mantendo-se com valores elevados durante
mais 2 semanas, e diminuindo gradualmente até atingir valores basais no final do
diestro. Durante esta fase, o cérvix encontra-se encerrado, observa-se uma
diminuicdo na imunidade uterina e ocorre o desenvolvimento da glandula mamaria
(Feldman & Nelson, 2004).



A citologia vaginal de uma cadela nesta fase apresenta diminuicdo das celulas
superficiais, sendo composta maioritariamente por células intermédias ou parabasais
(Feldman & Nelson, 2004).

1.1.4. Anestro

O anestro tem uma duracdo média de 4 meses, podendo variar entre 1 a 6 meses.
Durante esta fase o U(tero sofre um processo de involucdo morfoldgica,
principalmente ao nivel do endométrio. Em termos hormonais € uma fase de
quiescéncia ovarica, principalmente nos primeiros 3 meses de anestro (Feldman &
Nelson, 2004). Na citologia vaginal desta fase sdo observadas células parabasais e

pequenas células intermédias (Feldman & Nelson, 2004).

1.2.Complexo Hiperplasia Quistica do endométrio-piometra

A piometra é uma inflamacdo e infecdo no utero com acumulacdo de pds no limen
do utero, estando na cadela, normalmente associada a alteracdes sistémicas. Esta
afecdo ocorre em cadelas adultas e é mais frequentemente diagnosticada na primeira
metade do diestro, altura em que se observam concentracdes elevadas de
progesterona. A piometra surge frequentemente associada a hiperplasia quistica do
endométrio (HQE), sendo por isso vulgarmente utilizada a designacdo de complexo
hiperplasia quistica do endométrio-piémetra (HQE-P). Apesar de poderem surgir
associadas, varios estudos defendem que a HQE e pidmetra sdo duas entidades
distintas podendo desenvolver-se independentemente. Esta conclusdo €
fundamentada pelo facto da HQE e piometra apresentarem diferencas nas
manifestacdes clinicas e nas alteracdes histopatoldgicas e ainda pelo facto de a HQE
poder ndo evoluir para piometra em todas as cadelas. Deste modo, uma elevada
percentagem de cadelas desenvolve HQE com a idade e nem todas estas
desenvolvem pidmetra (Pretzer, 2008; Smith, 2006; Facts, 2003). A HQE é uma
alteracdo hormono-dependente, caracterizada por alteragdes proliferativas e
degenerativas do endométrio, ndo estando associada a doenga sistémica (Payan
Carreira et al., 2005). No entanto, a HQE é uma condic¢do que pode predispor ao
desenvolvimento de pidmetra. A duracdo prolongada do diestro e a contaminacao por

bactérias que ascendem e colonizam o Utero durante o proestro e estro, fase em que o

3



cérvix esta aberto, sdo descritos como sendo dois fatores fulcrais para a ocorréncia de

pidmetra (Payan Carreira et al., 2005).

Segundo Dow o complexo HQE-piémetra pode ser classificado em quatro graus ou
estadios. No estadio I, o endométrio aparece espessado com quistos irregulares que
variam de tamanho entre o0s 4 e os 10mm de diametro. Histologicamente ha aumento
das glandulas secretoras do endométrio que desorganizam a estratificacdo normal.
No estadio 11, ndo h& grande alteracdo do didmetro do Utero, mas ja se verifica uma
infiltracdo difusa de células inflamatorias localizadas sobretudo no estroma
superficial, mas que também se podem estender as criptas, rodear 0s vasos
sanguineos e estender até a muscular interna. Os sinais clinicos nestes dois primeiros
estadios sdo quase ausentes, podendo observar-se um corrimento vulvar viscoso e
pouco intenso. O estadio Il é caracterizado por HQE associado a endometrite aguda,
0 Utero apresenta-se aumentado e com contetdo mucoso, a superficie do endométrio
apresenta um aspeto pregueado, com hemorragias focais e areas de ulceracao.
Verifica-se nesta fase uma reacdo inflamatéria aguda com congestdo, edema e
infiltracdo generalizada de neutréfilos. No estadio IV Dow refere-se a uma HQE
associada a um processo endometrite/piometra cronico. O cérvix pode estar aberto ou
fechado. Na forma de piometra aberta ocorre rutura dos quistos, com saida do
conteddo para o limen uterino, observa-se um infiltrado difuso de plasmacitos,
neutrdfilos e linfocitos no endométrio, que se estende até ao midmétrio, pode-se
também observar hipertrofia e fibrose do miométrio. Na forma fechada, o miométrio
e 0 endométrio tém uma espessura reduzida. Os sinais clinicos no estadio IV séo
mais exuberantes, com dilatacdo do abdémen e existéncia de um corrimento vulvar
de intensidade e cor variavel. A sintomatologia dominante é de toxémia, e a
intervencdo deve ser imediata pois o estado clinico do animal pode deteriorar-se
rapidamente devido a choque ou a faléncia multi-organica (Dow, 1959; Hagman et
al., 2004; Payan Carreira et al., 2005).

Existem vérios fatores de risco associados ao desenvolvimento de pidmetra, entre
eles a raca, a idade, a paridade e o tratamento com estrogénios ou progestagenios
para supressdo ou inducdo do estro, contracecdo ou como abortivo (Hagman et al.,
2011; Kustritz, 2005; Johnston et al., 2001). As racas referidas como tendo uma
maior predisposicdo para desenvolver pidmetra sdo Golden Retriever, Rough Collie,
Rottweiler e Cavalier King Charles Spaniel (Smith, 2006; Kustritz, 2005).



1.2.1. Etiopatogenia

Tal como ja foi referido, a HQE é considerada um fator predisponente para o
desenvolvimento de piometra. A HQE € caracterizada por uma modificacao
histopatoldgica do Utero, com presenga de glandulas quisticas no endométrio que
variam em tamanho, numero e distribuicdo. O endométrio hiperplasico promove a
acumulacdo de secrecBes que induzem uma reacdo inflamatoria local e contribuem
para o estabelecimento da infecdo bacteriana, originando-se desta forma a piémetra
(Johnson, 2009). A drenagem do conteldo glandular para o interior do Iimen
uterino, e a acumulacdo de muco, dada a sua riqueza em mucopolissacarideos,
predispde a proliferacdo de microrganismos no Utero (Johnson, 2009).

No entanto, varios autores atribuem o desenvolvimento de piémetra a interacdo de
varios fatores etiologicos (Facts, 2003). Estes fatores incluem alteracGes
morfoloégicas no endométrio, influéncia hormonal no ambiente uterino, espécie
bacteriana e seu grau de viruléncia, bem como mecanismos individuais de defesa
(Holst, 2013; Weiss et al., 2004). A progesterona produzida no diestro € um fator
favoravel ao estabelecimento das infecBes bacterianas no Utero, uma vez que esta
hormona estimula a atividade secretora das glandulas endometriais, promove o
encerramento do cérvix, diminui as contragdes do miométrio e diminui a resposta
imunitaria local (Johnson, 2009).

A contaminacdo bacteriana do Utero ocorre por via ascendente por bactérias que se
encontram na vagina, resultantes de contaminacdo fecal do préprio animal (Facts,
2003). Esta contaminacdo ocorre na fase de proestro e estro, quando o cérvix se
encontra aberto (Johnston et al., 2001). As bactérias isoladas do conteddo uterino de
cadelas com piometra incluem: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., Klebsiella spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp., e Proteus
spp (Noakes et al., 2001). Entre estas, Escherichia coli (E. coli) € a bactéria mais
frequentemente isolada do conteddo uterino de cadelas com piometra, quer
isoladamente, quer em associacdo com outras bactérias. E também & E. coli que é
atribuida uma maior gravidade dos sinais clinicos (Silva et al., 2010), podendo levar
a morte do animal, caso o tratamento ndo seja instituido rapidamente. A producdo de
lipopolissacarideos (LPS) e de varios fatores de viruléncia que intervém em
diferentes fases da infeg&o sdo capazes de induzir uma resposta imunitaria por parte

do hospedeiro (Mateus et al., 2013). Os isolados de E. coli de piometra pertencem



maioritariamente ao grupo filogenético B2 (Mateus et al., 2013) e apresentam
diversos fatores de viruléncia que estdo presentes também nas bactérias
uropatogénicas (Chen et al., 2003). A presenca de genes que codificam para esses
fatores de viruléncia provavelmente aumentam a viruléncia e a patogenicidade da
estirpe no trato genital canino, facilitando a colonizacdo do endométrio (fimbrias tipo
1, P e S), aumentando a destrui¢do tecidular (o- hemolisina e o fator citotdxico
necrosante 1 e 2) e a quantidade de ferro livre disponivel necessario ao crescimento
bacteriano (a-hemolisina, sideroforos) (Chen et al., 2003; Gyles & Fairbrother, 2010;
Mateus et al., 2013).

1.3. Imunidade inata e imunidade adaptativa

A resposta imunitaria divide-se em imunidade inata e imunidade adaptativa. A
imunidade inata representa uma resposta rapida e estereotipada a um ndmero
limitado de estimulos (Tizard, 2008). E representada por barreiras fisicas, quimicas e
bioldgicas, células especializadas e moléculas sollveis, presentes em todos o0s
individuos, independentemente de contacto prévio com agentes imunogénicos ou
agressores (Medzhitov & Janeway, 2000). As principais células efetoras da
imunidade inata sdo os macréfagos, os neutréfilos, as células dendriticas e as células
Natural Killer (NK). A fagocitose, a libertacdo de mediadores inflamatorios, a
ativacdo de proteinas do sistema de complemento, bem como a sintese de proteinas
de fase aguda, citocinas e quimiocinas sdo 0s principais mecanismos na imunidade
inata (Cruvinel et al., 2010). Estes mecanismos sdo ativados por estimulos
especificos, representados por estruturas moleculares de ocorréncia ubiqua em
microrganismos, mas que ndo estdo presentes na espécie humana. Moléculas, tais
como os lipopolissacarideos, residuos de manose e &cidos teicGicos, que séo
frequentemente encontradas nas superficies dos microrganismos, constituem padrdes
moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPS) e ativam a resposta imune
inata, por interacdo com diferentes recetores, conhecidos como Recetores de
Reconhecimento de Padrbes (PRR), de entre os quais a familia dos recetores do tipo
Toll (TLRs - Toll-Like receptors) (Kawai, T., & Akira, S. 2011). Os
microorganismos podem ser constituidos por diferentes PAMPSs, que ativam
multiplos PRRs, assim como diferentes PRRs podem reconhecer o mesmo PAMP.

Assim, os TLRs juntamente com outros PRRs, originam uma resposta celular do
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hospedeiro especifico para combater as infecbes (Kawai & Akira, 2011). Desta
forma, a ativacdo da imunidade inata a partir da ligacdo PRR-PAMP é um passo
crucial no desenvolvimento da imunidade adquirida contra antigenios especificos
(Arosa et al., 2012). Neste tipo de resposta ndo ha diversidade nem capacidade
adaptativa para a formacgdo de novos recetores ou para o reconhecimento de novos

padrées moleculares que ndo aqueles ja programados no codigo genético.

Em oposicdo a resposta inata, a resposta imune adaptativa depende da ativacdo de
células especializadas, os linfécitos, e das moléculas solveis por eles produzidas
(ex.: anticorpos, citocinas e quimiocinas). As principais caracteristicas da resposta
imunitaria adquirida sdo: especificidade e diversidade de reconhecimento, memoria,
especializacdo de resposta, autolimitacdo e tolerdncia a componentes do proprio
organismo (Cruvinel et al., 2010). Embora as principais células envolvidas na
resposta imunitaria adquirida sejam os linfocitos, as células apresentadoras de
antigénios desempenham um papel fundamental na sua ativacdo, apresentando
antigénios associados a moléculas do complexo major de histocompatibilidade
(MHC) aos linfacitos T (Delves et al., 2000).

1.3.1. Recetores do tipo Toll

Os recetores do tipo Toll sdo moléculas de superficie que desempenham um papel
importante  no reconhecimento e detecdo de agentes patogénicos. Este
reconhecimento ativa uma cascata de sinalizacdo que leva a producgdo de citocinas
pré-inflamatorias (Arosa et al., 2012). Esses recetores estdo presentes em diferentes
tipos celulares incluindo células de reacdo inflamatéria como os macréfagos,

neutrofilos e células dendriticas (Cruvinel et al., 2010).

Os TLRs sdo proteinas transmembranares do tipo | em que o dominio extracelular,
rico em repeticOes de leucina, € responsavel pelo reconhecimento dos PAMPSs e o
dominio citoplasmatico (receptor Toll-IL-1) é responsavel pela ativacdo da cascata
de sinalizacdo intracelular. Até & data, foram identificados 10 TLRs funcionais em
humanos e 12 em ratos. Estes TLRs podem ser subdivididos de acordo com a sua
localizagdo celular e com os PAMPs que reconhecem. Os TLR1, TLR2, TLR4,

TLR5 e TLR6 estdo localizados a superficie da membrana celular das células e



reconhecem uma grande variedade de componentes que constituem a parede dos
microrganismos, enquanto os TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9, estdo localizados em
vesiculas intracelulares, como as do reticulo endoplasmético (RE), endossomas,
lisossomas e endolisossomas, onde reconhecem acidos nucleicos microbianos (Ishii,
2008). Uma vez ativados, os TLRs recrutam um conjunto especifico de moléculas
adaptadoras que conttm o dominio TIR (dominio homologo ao recetor
Toll/Interleucina-1), como o fator MyD88 (fator de diferenciacdo mieldide 88),
TIRAP ou MAL (TIR-domain-containing adaptor protein), TRIF (proteina
adaptadora que contém o dominio TIR capaz de induzir Interferdo B, IFN-B) ou
TRAM, também conhecido por TICAM2 (molécula adaptadora de TRIF) e iniciam
uma cascata de sinalizacdo que leva a sintese de citocinas inflamatorias, Interferdo
tipo I (IFN-I), quimiocinas e peptideos antimicrobianos (Kawai & Akira 2010). Esta
resposta vai originar o recrutamento de neutrofilos, ativacdo de macrofagos e a
inducgéo de genes estimuladores de IFN, resultando na morte dos microorganismos.

A excecdo do TLR3, a via de sinalizaco dependente da proteina adaptadora MyD88
é utilizada por todos os TLRs para ativacdo dos fatores de transcricdio NFkB (fator
nuclear-kappa B) ou da familia IRF (fator de regulacdo do interferdo) e consequente
indugdo da producdo de citocinas. Na via independente de MyD88 mediada pelo
TLR3 e TLR4, a ativacdo do NFkB e IRF-3 (fator regulador do interferdo 3) é
conseguida através de outra molécula adaptadora, o TRIF, o que induz a producédo de
IFN-1 e de citocinas. Na via dependente de MyD88, o TLR2 e TLR4 usam a proteina
MAL (ou TIRAP) como adaptador adicional para recrutar MyD88. Na via
independente de MyD88, TRAM atua como uma ponte entre TLR4 e TRIF (Kawai
& Akira, 2011).

O TLR4 é o Unico TLR que recruta quatro adaptadores e ativa as duas vias de
sinalizagdo, MyD88 dependente e independente (Kawai & Akira, 2010). Estas duas
vias tém cinéticas diferentes (Figura 2). Na via de sinalizacdo dependente de MyD88,
0 TLR4 recruta o adaptador MyD88 e ativa as proteinas IRAK-1 (recetor de
interleucina associado a cinase 1) e IRAK-4 (recetor de interleucina associado a
cinase 4). Em associacdo com o TRAFG6 [fator 6 associado ao recetor de TNF-a
(fator de necrose tumoral-a)], os IRAKs ativam TAK1 [(cinase 1 ativada pelo fator
de crescimento transformador B (TGF-B)], que por sua vez fosforila um complexo de
cinases de IkB, chamado de IKK, que ¢ formado por 2 subunidades, a IKKa ¢ a

IKKp, culminando com a ativacdo de NFkB e de proteinas cinases ativadas por
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mitogenos (MAPKSs) (Kawai & Akira, 2010). Na via independente de MyD88, o
TLR4 sofre endocitose e € entregue a vesiculas intracelulares, pequenas GTPases
Rablla-positivas, para formar o complexo com TRAM e TRIF, que véao recrutar
TRAF3 (fator 3 associado ao recetor do TNF) e as proteinas cinases TBK1 (Tank-
binding kinase 1) e IKKi [inhibitor of NFkB (1kB) kinase], que catalisam a
fosforilagdo de IRF-3, levando a expressdo de IFN-1. Adicionalmente, o complexo
TRAM-TRIF também recruta TRAF6 e TAK1 (TGF-g-activated kinase 1) como
mediadores da ativacdo tardia de NFkB e de cinases MAP (proteinas ativadas por
mitogenos) (Kawai & Akira, 2010). Enquanto a ativacdo da via dependente do TRIF
é suficiente para a inducgdo de IFN-I, é necessaria a ativacdo tanto da via dependente
de MyD88 como da dependente de TRIF para gerar uma ativagéo robusta do NFkB e
da cinase MAP, com subsequente inducdo das citocinas inflamatoérias (Kawai, &
Akira, 2011).

TLR16 M\ r2 TLRY

TLRS Endossoma
dsRNA ssRNA dsDNA

\
NAAB m’%
\

lnm ilRFS c IRF? |IRF7 c W

Citocinas Pro-inflamatorias  IFNP, Genes indutores de [FN  IFNa, Genes indutores de IFN  Citocinas Pro-inflamatérias
IL-12, IL-6, IL-8, TNFa IL-12, IL-6, IL-8, TNFa

Figura 2- Vias de sinalizag&o dos recetores do tipo Toll (Adaptado de O’Neill et al., 2009).



1.3.2. Detecao de PAMPs bacterianos pelos TLRs

Os componentes da parede celular bacteriana sdo amplamente reconhecidos pelos
TLRs presentes na superficie celular, enquanto os acidos nucleicos sdo reconhecidos
pelos TLRs intracelulares (Kawai & Akira, 2011). O lipopolissacarideo (LPS)
presente na parede celular das bactérias Gram negativas é reconhecido pelo TLR4
(Akira et al., 2006). O TLR2 reconhece uma grande variedade de PAMPs das
bactérias Gram positivas e Gram negativas, como é o caso das lipoproteinas e
peptidoglicanos, que estdo presentes em ambos os tipos de bactérias, e o &cido
lipoteicoico (LTA) presente nas bactérias Gram positivas (Akira et al., 2006).
Dependendo das diferentes estruturas PAMP a reconhecer, o TLR2 forma
heterodimeros com o TLR1, com o TLR6, ou com outras moléculas de superficie
como a Dectina-1 e o CD36 (Akira et al., 2006). O heterodimero TLR2-TLR1
reconhece os lipopéptidos triacilados das bactérias Gram negativas, engquanto o
heterodimero TLR2-TLR6 reconhece os lipopéptidos diacilados das bactérias Gram
positivas. O DNA (Acido desoxiribonucleico) gendmico das bactérias é reconhecido
pelo TLRY (Haas et al., 2008). O RNA (Acido ribonucleico) bacteriano também

possui capacidade de estimulacdo do sistema imunitario (Haas et al., 2008).

1.3.3. Recetores do tipo Toll no Utero da cadela

A transcricdo dos TLRs 1 a 7 e 9 foi detetada no endométrio de cadelas em diferentes
fases do ciclo éstrico. Esta observacdo indica que o endométrio da cadela € capaz de
reconhecer uma grande variedade de PAMPs e de orquestrar uma resposta imune
inata contra virus e bactérias. No entanto, consoante a fase do ciclo éstrico, a
transcricdo dos TLR2 e TLR4 é diferenciada, encontrando-se diminuida no
endométrio no inicio de diestro (ID). Este facto, parece justificar a maior
susceptibilidade do utero a infecdo nesta fase (Silva et al., 2012)., Varios autores
demonstraram que a transcricdo e a expressdo de TLR2 e de TLR4, estd aumentada
em endométrios de cadelas com pidmetra por E. coli, possivelmente devido a a¢do do
LPS e das lipoproteinas presentes na parede celular desta bactéria (Akira et al., 2006;
Silva et al. 2010, 2012; Zahringer et al., 2008). A sobre-expressdo destes genes nos
casos de piometra reflete provavelmente o aumento e infiltragdo de células de reacéo
inflamatoria, nomeadamente neutrofilos, no endométrio como resposta a infecdo
(Silva et al., 2010).
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1.3.4. Citocinas

As ceélulas responsaveis pela resposta imunitaria sdo: os linfocitos B, linfocitos T,
macrofagos, neutréfilos, basofilos, eosindfilos, células endoteliais e 0os mastocitos
(Jason et al., 2001). Estas células desempenham papéis distintos no sistema
imunitario e comunicam com outras células através de citocinas, que controlam a
proliferacdo, diferenciacdo e funcdo das células do sistema imunitario. Ao contrario
do que acontece com as hormonas as citocinas ndo sdo armazenadas em glandulas
como moléculas pré-formadas, mas sdo rapidamente produzidas por diferentes
células apds estimulacdo. S&o moléculas pleiotropicas, ou seja podem ter varias
acOes em contextos bioldgicos diferentes, tém também um papel central na resposta
imunolégica, na hematopoiese, na neurogénese, na embriogénese e na oncogenese.
Afetam frequentemente a acdo de outras citocinas de uma forma sinérgica ou
antagénica (Heinrich et al., 1998).

As citocinas ligam-se a recetores especificos nas membranas das células, gerando
uma sinalizacdo intracelular, que leva a alteracdo na expressdao génica. A
suscetibilidade de uma célula a determinada citocina é mediada pela presenca desses
recetores de superficie. As citocinas podem ligar-se a recetores existentes na mesma
célula que a produziu, exercendo uma acdo autdcrina; a recetores de uma célula
préxima exercendo uma acgdo paracrina, ou ainda poderdo exercer uma acao
enddcrina, quando se ligam a recetores de células presentes em regides distantes.
Com base na resposta bioldgica, as citocinas tém sido classificadas em pré e anti-
inflamatdrias (Heinrich et al., 1998) (Tabela 1).

Em uteros de cadelas com piometra, a tecnologia de microarrays, permitiu
demonstrar alteragdes na expressdo de 800 genes, muitos deles associados a
citocinas, a quimiocinas, a extravasdo de células inflamatorias, a agdo antibacteriana,
ao sistema de complemento e a resposta imune inata (Hagman et al., 2009). Um dado
importante encontrado neste estudo foi a sobre-expressdao de um grande painel de
proteases, incluindo as metaloproteinases (Hagman et al., 2009). Em 90% de cadelas
com piometra observou-se um aumento das concentracdes séricas TNF-a, IL-7, IL-
15, IL-18 e IL-8. No entanto, somente 3% apresentaram concentragfes sericas
elevadas de IL-4, IL-6 e IFN-y (Karlsson et al., 2012).
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Tabela 1- Principais citocinas associadas a resposta inflamatoria (Adaptado de Arosa et al., 2012)

Citocinas Células produtoras Principais acoes

] ] Agente antitumoral
Fator de necrose tumoral (TNF)  Macrofagos, células Thl e o . o ]
o Ativacdo de neutrdfilos, linfocitos e macréfagos
neutrdfilos

5 Acéo principalmente pro-inflamatoria
Macréfagos, PMN

. . Indugdo de proteinas de fase aguda
Interleucina 1 (IL-1) (Polimorfonucleares) e

’ o Acdo quimiotatica e de ativacdo de PMNs
células epiteliais . _ ’
Diferenciagdo de células Th17
Células T CD4, células T Proliferacdo de células T e B efetoras
) CD8 ativadas, células Desenvolvimento de células Treg
Interleucina 2 (IL-2) . ) ) o ) 3 ]
dendriticas, células NK e Diferenciacéo e proliferacdo das células NK
células NKT Fator de crescimento para células B
Indugdo da diferenciagdo de Th2

Regulacdo positiva da expressdo MHC classe 11 em células B

Células Th2, basdfilos, Regulacéo positiva de CD23 e IL-4R
Interleucina 4 (1L-4) eosinofilos, mastdcitos e Fator de sobrevivéncia para células B e T
células NKT Papel na adesdo e inflamacéo

Defesa contra parasitas

Diminuicao da expressdo de IL-1 e IL-6

Células endoteliais, Acdo principalmente pro-inflamatéria
Interleucina 6 (IL-6) fibroblastos, monécitos e Inducéo de proteinas de fase aguda
macrofagos Regulacdo negativa de producgdo de IL-1 e TNF, ativacdo de PMNs e células Th17
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Tabela 1- Principais citocinas associadas a resposta inflamatéria (continuacgéo)

Citocinas

Células produtoras

Principais acoes

Interleucina 8 (IL-8)

Interleucina 10 (I1L-10)

Interferdo-y (IFN-y)

Transforming Growth Factor- #
(TGF-B)

Macrofagos e células

endoteliais

Células Treg, mondcitos,
macrdfagos, linfocitos T e
B, células NKT,
eosindfilos, mastdcitos e

células dendriticas

Células epiteliais
macréfagos, células
dendriticas, células NK,

células T e B e células Thl

Macrofagos, linfécitos e

fibroblastos

Agente quimiotatico para os neutréfilos
Promove adesédo dos neutréfilos as células endoteliais
Desgranulacao dos neutrdéfilos

Acdo anti- inflamatoria e de imunossupressdo

Diminuicao da expressdo das moléculas MHC classe 1l nas células apresentadoras de antigénio

Bloqueio da sintese de citocinas pré-inflamatérias

Propriedades antivirais e citotoxicas

Estimulacdo da diferenciacdo Thl

Regulacéo positiva da expressdo MHC de classe | e |1

Regulacéo da interagdo leucdcitos/endotélio

Ativagdo de macrdfagos

Indugdo de produgdo de IL-1, mondxido de azoto e producgdo de radicais de O2
Inibicdo ou promocéo do crescimento tumoral

Indugdo da sintese de proteinas da matriz extracelular e da cicatrizagéo
Supresséo de proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T e B

Regulacdo negativa de produgdo de IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y

Bloqueio da producdo de monéxido de azoto pelos macrofagos

Inibicdo da proliferacdo de células Th17 e inducdo da proliferagdo de células Treg




1.3.5. Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMPs) compreendem um grupo de mais de 20
endopeptidases zinco- dependentes, classificadas de acordo com a sua afinidade para
um determinado substrato. Uma das fungbes das MMPs é a degradacdo de
componentes da matriz extracelular numa variedade de processos biolégicos, como o
desenvolvimento embrionario, a remodelacdo e a reparacdo tecidular. Esta
degradacdo € uma parte essencial do crescimento, invasdo e metastizacdo de tumores
malignos (Ala-aho & Kaéhari, 2005). Uma grande variedade de células expressam
MMPs, entre elas as células inflamatorias: macrofagos, mastocitos e
polimorfonucleares neutrofilos, eosinofilos e células T, em resposta as citocinas
(DeClerck, 2000; Szabo et al, 2004).

A colagenase intersticial, também designada de MMP-1, é expressa por células como
0s queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais, mondcitos e macréfagos, e €
responsavel pela iniciacdo da degradacdo do colagénio tipo I, 1, Il e VII (KerKela
& Saarialho-Kere, 2003). A MMP-9, também designada por gelatinase B, é uma
proteina com 92 kDa e é expressa, em tecidos humanos, pelos leucocitos, mondécitos
e macrofagos e também pelos queratindcitos (KerKeld & Saarialho-Kere, 2003). No
estudo de Hagman et al. (2009) identificou-se uma sobre-expressao das MMP-1,
MMP-7, MMP-9 e MMP-13 que podera estar ligado a destruicdo tecidular observada

nos Gteros com pidmetra.
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1.4. Objetivos

Com o intuito de caracterizar a resposta inflamatéria no endométrio da cadela

com diagndstico de pidmetra por E. coli, estabeleceu-se como objetivos deste

trabalho:

1-

Localizacdo e avaliacdo semi-quantitativa das células de reacdo inflamatdria
(células de origem mieloide, linfocitos B e T), no utero de cadelas em diestro
com piometra e sem afecdo uterina.

Identificacdo da transcricdo de genes que codificam para componentes das
vias de sinalizacdo dos TLRs (via de sinalizagdo dependente e independente
da proteina adaptadora MyD88) no endométrio de cadelas que desenvolveram
piometra e de cadelas em diestro sem afecdo uterina.

Comparacdo dos niveis de mMRNA de componentes das vias de sinalizacdo
dos TLRs (MyD88-dependente e independente) produzidos no endométrio de
cadelas que desenvolveram pidémetra e de cadelas em diestro sem afecédo

uterina.
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2. Material e Métodos

2.1. Amostras

Na elaboracgdo deste trabalho, foram utlizados 19 Uteros de cadelas com pidmetra e
10 Gteros de cadelas em diestro sem infecdo uterina, que foram submetidas a
ovariohisterectomia (OVH), no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa. As cadelas com piometra utilizadas neste
estudo tinham idades compreendidas entre 4 e 13 anos (média de 9,7 anos) e sem
pidbmetra 1 e 11 anos (média 3 anos). O diagnostico de pidmetra foi efetuado com
base na fase do ciclo éstrico em que a cadela se encontrava (diestro), nos sinais
clinicos e nos resultados hematolédgicos e ecograficos. No conteddo intra-uterino
recolhido ap6s OVH, somente foi isolada E. coli. As cadelas em diestro normal
foram submetidas a OVH eletiva, por motivos de contracecdo. Apés OVH, foi
colhida uma zaragatoa intra-uterina, tendo o resultado bacteriol6gico sido negativo.

A colheita e acondicionamento das amostras foi efetuada de acordo com o protocolo
utilizado pela secdo de Reproducdo da Faculdade de Medicina Veterinaria.
Imediatamente apos a OVH, com auxilio de material cirurgico estéril foram retiradas
amostras de cada corno uterino para utilizagdo em imunohistoquimica e para a
extracdo de RNA. Os tecidos uterinos para imunohistoquimica foram fixados em
formol tamponado (Formaldeido 4% pH6.9, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)
durante 24h, processados num processador de tecidos LEICA TP 1020 e incluidos
em parafina. Para a extracdo de RNA foram utilizadas amostras de endométrio, o
qual, depois de separado das restantes camadas do Utero, foi lavado com tampéo
fosfato salino (PBS; pH entre 7,2 e 7,4) RNase-free estéril e colocado em criotubos,

congelado em azoto liquido e armazenado a -80°C até posterior utilizacéo.

2.2. Caracterizacao histopatologica das amostras

Para avaliagdo e caracterizacdo histopatologica os fragmentos uterinos foram
secionados no micrometro (LEICA SM 2000R) de forma a obter cortes de 3um de
espessura, 0s quais foram posteriormente submetidos a coloracdo de Hematoxilina-
Eosina (HE) (Hematoxylin Solution Gill N°2, Accustain®, GHS280, Sigma-Aldrich,
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St Louis, EUA; Eosin Y Solution Alcoholic with Phloxine, Accustain®, HT110380,
Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Este processamento foi efetuado no Laboratério de
Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lisboa
(FMV-UL).

2.3. Imunolocalizacéo de células de reacdo inflamatdria no Gtero de cadelas

A técnica de imunohistoquimica foi efetuada em cortes histologicos de Uteros de
cadelas com pidémetra e de Uteros sem afecdo de cadelas em diestro (amostras
controlo). Para tal, utilizaram-se seccOes de tecido com espessura de 3um aderentes
em laminas SUPERFROST® PLUS (Thermo scientific, EUA). Para uma completa
aderéncia dos cortes as laminas, estas foram colocadas na estufa a 62°C, durante 1

hora e de seguida a 37°C durante a noite.

Os cortes de parafina foram desparafinados em xilol e a hidratacdo foi efetuada
através da incubacéo das laminas numa série de alcoois de concentracdo decrescente,
finalizando com a imersdo em &gua destilada durante 5 minutos. Com exce¢do do
anticorpo anti-CD3, depois da desparafinacdo e hidratacdo, o procedimento para a

imunolocalizagdo foi efetuado com recurso ao kit comercial NovoLink™

Polymer
Detection Systems (Novocastra™, Alemanha) e de acordo com as instrucdes do
fabricante. A recuperacdo antigénica foi efetuada em tampdo tris-EDTA pH 9,0
(Novocastra™, Alemanha), em microondas, durante 5 minutos a 900W seguidos de
15 minutos a 600W, e de um arrefecimento gradual durante 20 minutos, a
temperatura ambiente. Apds o arrefecimento completo das laminas, fizeram-se duas
lavagens em PBS. As seccdes foram posteriormente incubadas com a solucdo de
bloqueio de proteinas (Protein Block Solution - Kit NovoLink™), durante 15
minutos, que tem como finalidade bloquear os locais de ligacdo inespecifica. A
incubacdo com os anticorpos primarios, diluidos de acordo com a Tabela 2, em
tamp&o de diluicdo (IHC Diluent, Novocastra™, Alemanha), foi efetuada durante 30
minutos a temperatura ambiente. Apos a incubacdo com os referidos anticorpos
procedeu-se a duas lavagens de 5 minutos cada em PBS. A atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueada por incubagdo numa solugdo de bloqueio (Peroxidase Block-
Kit NovoLink™), durante 15 minutos & temperatura ambiente. Ap6s nova lavagem

em PBS, as laminas foram incubadas durante 30 minutos com a solucao Post Primary
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Block (Kit NovoLink™), que tem como funcéo ativar a penetracéo do polimero, e
em seguida lavadas em PBS e incubadas por mais 30 minutos com a solucéo
NovoLink Polymer (Kit NovoLink™). Apés mais duas lavagens de 5 minutos com
PBS, foi feita a revelacdo através da atividade da peroxidase sobre a solugédo

cromogénica de DAB (Diaminobenzidina-Kit NovoLink ™

), durante 5 minutos. Por
ultimo, apds lavagem em &gua corrente, foi utilizado o corante Hematoxilina de
Mayer (Mayer's hemalum solution, Merck, Alemanha). As laminas foram
novamente imersas em agua destilada seguida de agua corrente, desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool, imersas em xilol e montadas com o meio de

montagem Quick-D mounting media (Klinipath, Bélgica).

Para o anticorpo anti-CD3, o protocolo de imunohistoquimica foi efetuado, sem
recurso ao Kit comercial. Depois da desparafinagdo e hidratacdo, procedeu-se ao
blogqueio da atividade da peroxidase endégena atraves da imersdo das laminas numa
solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em agua destilada, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A recuperacgdo antigénica foi efetuada em tampéo Tris-EDTA
pH 9,0 (Novocastra'™, Alemanha), como anteriormente descrito. De seguida, de
forma a bloquear os locais de ligacdo inespecificos, as laminas foram incubadas
numa solucdo de bloqueio (PBS+0,1% Tween+5% soro de cabra+2,5% BSA-
Albumina bovina sérica), durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as
laminas foram incubadas com o anticorpo primério durante 2 horas, a temperatura
ambiente. O anticorpo secundario usado foi produzido em cabra contra 1gG de
coelho e conjugado com peroxidase (peroxidase conjugated goat anti-rabbit 1gG
polyclonal; Dako, Dinamarca) na dilui¢do de 1:100, durante 1 hora e a temperatura
ambiente. A reacdo colorimétrica foi desencadeada pela adicdo de DAB (DAB Kkit,
Zytomed Systems, 00-2014, Berlim, Alemanha) de acordo com as indicagdes do
fabricante. A coloracdo com Hematoxilina e a montagem das laminas foi feita como
acima descrito.

Em todos os ensaios de imunohistoquimica foi colocada uma lamina de controlo
negativo em que o anticorpo primario foi substituido pelo mesmo volume de PBS e
outra lamina com o 1gG. Como controlo positivo para a marcacao de linfocitos B, T e
de células de origem mieldide (granuldcitos e macréfagos), foram utilizados cortes

de tonsila de cdo.
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Tabela 2- Anticorpos utilizados na realizagdo da técnica de imunohistoquimica para
identificacdo das células de reacdo inflamatéria nas amostras em estudo.

_ — Células a Tipo de
Anticorpo Diluicao . . 5
identificar marcacao
Polyclonal Membranar
CD3, DAKO rabbit anti- 1:200 Linfocitos T e/ou
human citoplasmatica
Monoclonal Linfocitos B Membranar
CD79acy, clone _ ’ ’
mouse anti- 1:150 (pré-B até e/ou
HM57, DAKO - _ »
human plasmacitos) citoplasmaética
Linfécitos B
Monoclonal ) .
PAXS5, clone 1EW, ) (pro-B, pré-B, B
mouse anti- 1:100 Nuclear
LEICA maturas e
human _
imunoblastos)
MAC 387, Monoclonal Granuldcitos,
Myeloid/Histiocyte mouse anti- 1:400 monacitos e Citoplasmatica
antigen, DAKO human macrdfagos

2.4. Andlise semi-quantitativa das marcagdes das células de reacao

inflamatoria

As marcacbes com o0s anticorpos anti-CD3, anti-CD79acy, anti-PAX5 e anti-
calprotectina-MAC 387 foram quantificadas manualmente em duas areas do Utero, 0
estroma e as glandulas endometriais. A classificagdo da marcacdo foi efetuada com
base na percentagem do tipo de células de reacdo inflamatoria para cada amostra.
Esta classificacdo compreendeu trés niveis de marcacdo: 0= auséncia de marcacao;
1= fraca (< 10 células positivas por campo); 2= moderada (10-30 células positivas

por campo) e 3= intensa (> 30 células positivas por campo). A classificacdo atribuida
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a cada secdo de tecido foi calculada de acordo com a média das contagens efetuadas
em cinco campos em ampliacdo de 400x, selecionados de forma aleatéria. Esta
andlise foi efetuada em todas as se¢des em estudo (2-3 por cada Utero), por dois
observadores independentes e utilizando um microscopio (Olympus, BX51)

equipado com uma camara digital (Olympus, DP21).

2.5. Avaliacdo da transcricdo por transcricdo reversa seguida pela reacéo em
cadeia da polimerase (RT-PCR)

Com o objetivo de verificar se 0s genes em estudo sdo transcritos no endométrio de
cadelas com pidmetra, por comparacdo com o endométrio de cadelas sem afecédo
uterina, procedeu-se a amplificacdo por PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) de
sequéncias dos respetivos transcritos a partir de amostras de cDNA (DNA
complementar). Para tal, foram utilizadas amostras de U(tero de cadelas
diagnosticadas com pidmetra (n=19) e de cadelas sem afecdo uterina, sujeitas a OVH
(n=10). Esta analise foi efetuada para componentes chave das duas vias de
sinalizacdo dos TLR (recetores do tipo Toll- Toll like receptors) (via dependente e
independente da proteina adaptadora MyD88) e para genes que codificam para

proteinas relacionadas com a inflamagao.

2.5.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo do RNA total foram processados cerca de 30mg de tecido utilizando
0 kit Rneasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). A digestio do DNA
gendmico foi realizada com o kit Rnase-free Dnase Set (Promega, Wood Hollow
road, Madison, USA). De forma a determinar a qualidade e a concentracdo do RNA
extraido efetuaram-se leituras espectrofotométricas a 260 e a 280nm no equipamento
NanoDrop2000C Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). A integridade do
RNA extraido foi ainda verificada atraves de eletroforese em gel de agarose a 1,5%,

com brometo de etidio.

A sintese de cDNA foi efetuada a partir de 500ng do RNA total utilizando o kit
comercial SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR
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(Invitrogen Corporation, Nova lorque, EUA), de acordo com as instrucdes do
fabricante. O cDNA foi depois diluido (1:10) em agua RNase-free, aliquotado e

armazenado a -20°C até posterior utilizacao.

2.5.2. PCR convencional

Para a construgdo dos oligonucledtidos iniciadores usou-se o programa Primer3
Software. De forma a evitar a amplificagdo de DNA genomico, o par de
oligonucleotidos foram desenhados em exdes distintos adjacentes. A especificidade
dos oligonucleotidos iniciadores selecionados foi confirmada por BLAST. Os
oligonucledtidos usados neste trabalho encontram-se descritos na Tabela 3.

As reacdes individuais de PCR foram efetuadas num volume final de 25uL, contendo
0,4uM de cada oligonucledtido iniciador (Tabela 3), 0,4mM da mistura de dNTPs
(Promega), 1X tampdo da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 2 mM MgCl,
(Promega), 1-2uL. de cDNA e 2,5U da enzima Tag DNA polimerase (GoTaq® Flexi
DNA Polymerase, Promega). Em cada ensaio foi incluido um controlo negativo, ao
qual se adicionou agua em vez de cDNA. As condicGes do ciclo de amplificacdo
foram idénticas para todos os pares de oligonucle6tidos iniciadores utilizados, exceto
para a temperatura de hibridacdo. O ciclo de amplificagdo foi composto por: um
passo inicial de desnaturacdo de 3 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo (1 minuto a 94°C), hibridacdo (entre 52,5 e 60°C; 1 minuto) e extensao
(3 minutos a 62°C); e um passo final de extensdo de 7 minutos a 72°C depois de
completados os 30 ciclos. Ap6s a amplificacdo no termociclador (BIORAD, mj mini
personal thermal cycler), os produtos foram separados por eletroforese em gel de
agarose corado com brometo de etidio (géis de concentracdo de 1%, 1,5% ou 2%) e
observados no aparelho Image Master VDS (Pharmacia Biotech). O peso molecular
dos produtos obtidos foi comparado com as bandas de um marcador de pesos
moleculares (HyperLadder Il — Bioline).
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Tabela 3 — Oligonucleotidos iniciadores usados nas diferentes rea¢es de PCR convencional

FW- ACTATCGGCTGAAGTTGTGTGTGT
RV- TGGTGTAGTCACAGACAGTGATGAA

MyD88 XM_534223 58,3 276

FW- AAACTGTGAAAACAGCTGTGGA

TRAF6 XM_003432322 b/ CAGTTCATGCAAGAAACCTGTC

56,1 564

FW- GGTGCCTACACTCCTGGAAA
IRF-3 XM_005616307 b/ CTTCATCAGGCACCAAGAGC 56 418

FW- CACCAGTGAAATGATGGCTTAC
IL-1p NM_001037971 RV- CTCATGTGGAACACCACTTGTT 56 453

FW- CTCACCAGCACCTTTGTCCA
IL-4 NM_001003159 " gy GTCAGCTCCATGCACGAGTC 60 107




€¢

Tabela 3 — Oligonucleotidos iniciadores usados nas diferentes rea¢des de PCR convencional (continuagéo)

FW- GTACATCCTCGGCAAAATCTCT
IL-6 NM_001003301 o/ GGATGAGGTGAATTGTTGTGTG 56 410

FW- AAGCTGGACAACATACTGCTGA

RV- TGTCAAACTCACTCATGGCTTT 56 316

IL-10 NM_001003077

FW- CAGTAGATGCATCCTCCAAACA

IFN- NM_001135787 b\ GACTATTGTCCAGGCACAGATG

55,9 493




2.6. Quantificacao da expressao de mRNA por PCR em tempo real

Neste estudo foi ainda quantificado o nivel da transcricdo de genes envolvidos nas
vias de sinalizacdo dos TLRs. Para tal, 0 método utilizado foi o de quantificacao
relativa por PCR em tempo real: avaliou-se 0 nivel de expressio de mRNA nas

amostras de pioOmetra por comparacao com as amostras de diestro sem afecao uterina.

As sequéncias de oligonucleotidos foram desenhadas com base nas sequéncias dos
MRNAs depositadas no NCBI (National center for biotechnology information)
(Tabela 4). Para o desenho dos oligonucleétidos iniciadores usou-se inicialmente o
programa Primer 3 e as sequéncias selecionadas desta forma foram depois
confirmadas no programa especifico para escolha de oligonucle6tidos iniciadores
para real time, o Primer Express® Software (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). De forma a evitar a amplificacio de DNA gendémico, o par de
oligonucledtidos para amplificagdo de um determinado transcrito foi desenhado em
exfes distintos adjacentes. A identidade de cada uma das sequéncias de
oligonucleotidos foi confirmada por BLAST.

As reacOes de PCR em tempo real foram efetuadas em duplicado em placas de 96
pocos (Applied Biosystems, Warrington, UK), sendo que cada reacdo foi preparada
num volume final de 12,5 pL contendo 80 nM de cada oligonucleotido iniciador,
6,25 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Warrington, Reino Unido) e 1 pL de ¢cDNA (diluido de 1:10). As placas foram
depois corridas no aparelho de real time StepOnePlus™ versao 2.2 (Applied
Biosystems, Warrington, UK) usando o ciclo universal de amplificacdo sugerido pelo
fabricante. As curvas de dissociacdo foram adquiridas e analisadas de forma a
confirmar a amplificacdo de um produto Unico, com a temperatura de melting (Tm)
esperada. A transcricdo do controlo enddgeno, gene RPL27, foi avaliada em todas as
placas juntamente com os genes alvos. Os resultados do PCR em tempo real foram
analisados pelo software PCR real time Miner, disponivel on-line
(http://www.miner.ewindup.info/; Zhao and Fernald, 2005; Silva et al., 2009), e em
que se usou o controlo endogeno para normalizacdo dos resultados de expressao de

MRNA de cada gene alvo.
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Tabela 4- Oligonucledtidos iniciadores usados nas reagdes de PCR em Tempo real

Tamanho
Gene N° de acesso Sequéncia (5°-3") do produto
(Genebank) de PCR

(bp)

mRe o BCACTOWIOCCSCOTION
cous s TASSTCOMOMSCTONCAONS
i oo B SASMGcccTeccoRen
o oo, CTOSCASAOATIOOMGORT g
e Nwonose Y TISCTCTCTICeCRCCTTITG
o omoosrr A ACATCMGMCEACTTORCTES
orp oo B ASCSCORSeCeOATATAC
e s DU TACNTSOSCOTAMNTORCTICT
RPL27  NM_ 001003102 FW- TCGTCAACAAGGATGTCTTCAGAG 96

RV-TCTTGCCAGTCTTGTACCTCTCCT

2.7. Andlise estatistica

Os dados foram analisados recorrendo ao programa STATISTICA for Windows,
(Statistica 5.0, StatSoft Inc., Tulsa, EUA, 1995) utilizando o teste Mann-Whitney. O

nivel de significancia escolhido foi de 5% (p< 0,05).
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3. Resultados

3.1. Avaliagdo histopatologica do atero de cadelas diagnosticadas com

piémetra

Neste estudo foi efetuada a andlise histolégica de 19 Gteros de cadelas que
desenvolveram piémetra e de 10 Uteros sem afecdo uterina. De forma a aumentar a
robustez da analise, para cada Utero foram avaliadas 2-3 porc¢des diferentes, tendo
sido analisados um total de 51 cortes histoldgicos. Esta caraterizacdo teve como
objetivo avaliar a integridade morfologica do Gtero bem como identificar nas
amostras em estudo caracteristicas histopatoldgicas associadas a piémetra. Para tal,
foram avaliados os seguintes parametros: integridade da parede do utero em geral,
destruicdo do epitélio luminal, presenca de edema, hemorragia, infiltracdo de células
de reacdo inflamatoria, glandulas quisticas com ou sem infiltrado inflamatério e
presenca de abcessos (Tabela 5). A observacao histoldgica dos uteros sem afecédo de
cadelas em diestro foi efetuada para confirmar que estes Uteros ndo apresentavam

alteracdes podendo ser utilizados como controlo.

Todos os casos de piémetra analisados tinham hiperplasia quistica do endométrio
associado, correspondendo a piometras no estadio Il e 1V da classificacdo de Dow.
Em relacdo as alteracbes histologicas do tecido, verificou-se uma perda de
integridade da parede do Utero em cerca de 84,2% dos casos e destrui¢do do epitélio
luminal em 100% (Tabela 5). Nestas amostras foi possivel identificar um grande
namero de capilares 0 que esta associado a reacdo inflamatdria, particularmente a
hiperémia. Em 68,4% dos Uteros analisados observou-se ainda focos de hemorragia,
caracteristica esta associada ao aumento da permeabilidade dos vasos e a sua rotura
(Figura 3-D). Em mais de metade dos uteros (63,2%) foi também identificado sinais
de edema (Figura 3-C). Relativamente a presenca de células de reacdo inflamatoria,
em todas as amostras de piémetra foi observado exsudado inflamatdrio,
nomeadamente neutrofilos, embora apenas em cerca de metade destas a infiltracdo se
estendesse ao miometrio (Figura 3-F). A presenca de abcessos foi também uma
caracteristica detetada em cerca de metade dos casos de piémetra (Tabela 5). Por
outro lado, em todos os casos foi observado dilatacdo das glandulas endometriais que
se apresentaram com um aspeto quistico e, na maioria dos casos, COm nuMerosos

neutréfilos no Iimen da glandula (Tabela 5; Figura 4-G). No que se refere a anélise
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do epitélio glandular, as glandulas basais quisticas apresentavam epitélio
pavimentoso e as apicais mantinham o epitélio cilindrico de revestimento com
caracteristicas secretoras. Em cerca de 100% e 68,4% dos casos foi ainda observada

destruicdo das glandulas apicais e basais, respetivamente (Tabela 5; Figura 4-L e 4-

J).

A excecdo da presenca de células de reagdo inflamatéria em nimero reduzido,
associadas a fase de diestro, todos os parametros analisados ndo apresentaram
alteracbes ou estavam ausentes nos uteros sem alteracdo patoldgica de cadelas em
diestro utilizados no estudo.

Tabela 5- Caracterizac@o histopatoldgica (coloracdo HE) de Uteros de cadela com piémetra
(n=19)

Alteracdes histopatologicas

Utero (%) de casos de pidmetra

Critérios de avaliacdo

Destruicéo geral do tecido 84,2
Destruicdo do epitélio luminal 100
Edema 63,2
Hemorragia 68,4
Células de reacgdo inflamatdria 100
Extensdo ao miométrio do infiltrado 52,6
inflamatorio

Glandulas quisticas com neutrofilos no 94,7
[Umen

Abcessos 47,4
Glandulas (%) de casos de pidmetra

Critérios de avaliacédo

Dilatacdo das glandulas basais 100
Destruicdo das glandulas basais 68,4
Dilatacao das glandulas apicais 100
Destruicdo das glandulas apicais 100
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Figura 3- Exemplos de alteracgdes histopatologicas em Uteros de cadelas diagnosticadas com
piémetra, cortes histologicos do Utero corados com HE.

Legenda: A- Destruicdo geral do tecido (40x); B- Destruicdo do epitélio luminal (40x); C- Edema
(100x); D- Extravasdo de sangue (100x); E- Células de reagdo inflamatdria no estroma (100x); F-
Extensdo do infiltrado inflamatdrio ao miométrio (100x). Os quadrados evidenciam as caracteristicas
em analise em cada imagem.
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Figura 4- Exemplos de alteracgdes histopatologicas em Uteros de cadelas diagnosticadas com
piémetra, cortes histologicos do Utero corados com HE.

Legenda: G- Glandulas quisticas com neutrofilos no limen (40x); H- Abcessos no estroma (40x); I-
Dilatacdo das glandulas basais (40x); J- Destruicdo e dilatagdo das glandulas basais (40x); K-
Dilatacdo das glandulas apicais (100x); L- Destruicdo e dilatacdo das glandulas apicais (100x). Os
quadrados evidenciam as caracteristicas em analise em cada imagem.
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3.2. Imunolocalizagéo de células de reacdo inflamatoria no utero de cadelas

com pidmetra e cadelas em diestro sem alteracfes uterinas

Neste estudo foi efectuada a imunolocalizacdo de marcadores para linfécitos T (anti-
CD3), linfacitos B (anti- CD79acy e anti- PAX5) e granuldcitos e macréfagos (anti-
calprotectina positivas, anticorpo MAC 387) em cortes histologicos de Uteros com

pidmetra e Gteros sem afecdo de cadelas em diestro.

3.2.1. Avaliacdo qualitativa da infiltracdo de células de reacdo inflamatoria

na camada basal e apical do endométrio por imunohistoquimica

Do ponto de vista qualitativo, a infiltracdo celular associada com a reacdo
inflamatdria presente na parte basal e apical do endométrio das cadelas com piémetra
era constituida por linfocitos T, linfocitos B e células de origem mieldide
(granuldcitos e macrofagos) (Figura 5 a 9). Na parte basal do endométrio, na maioria
dos casos (79%), o infiltrado inflamatério foi composto pelos trés tipos de células de
reacdo inflamatéria. As células de origem mieldide (granuldcitos e macréfagos)
(Figura 8-D e Figura 9) foram detetadas em todas as amostras, os linfécitos B
(células marcadas com o anticorpo anti-CD79acy) (Figura 6-D e 9) em 94,7% das
amostras e os linfocitos T em 78,9% dos casos (Figura 5-D e 9). O anticorpo anti-
PAXS5, para os linfocitos B, foi o menos prevalente, tendo sido detetado em 63,2%
dos Uteros de piometra (Figura 7-D e 9). Por outro lado, na regido basal dos Uteros de
diestro ndo patoldgico foram detetadas células de reacao inflamatoria em apenas 30%
das amostras e estes infiltrados foram compostos unicamente por células de origem
mieloide (anticorpo MAC 387) (Figura 8-C e 9).

No que diz respeito a camada apical dos uteros com pidmetra, na maioria dos casos
(94,7%) foi detetada infiltracdo por todos os tipos de células de reacdo inflamatoria
em estudo. Mais especificamente, esta infiltracdo foi composta por linfécitos T
(94,7% dos casos; Figura 5-F e 9), linfocitos B (anticorpo anti-CD79acy em 100%
dos casos; Figura 6-F e 9) e células de origem mieldide (em 100% dos casos; Figura
8-F e 9). Nas amostras de Utero sem alteragdo na fase de diestro, foram detetados, em
cerca de 20-30% das amostras, linfécitos T (Figura 5-E e 9) e células de origem
mieldide (Figura 8-E e 9). Os linfdcitos B ndo foram detetados na regido apical dos
uteros de diestro n&o patoldgico.
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CD3

Figura 5- Analise imunohistoquimica do Utero de cadelas em diestro sem afe¢do uterina e de
cadelas diagnosticadas com piémetra para localizagéo de linfécitos T (anticorpo anti-CD3).
Legenda: A- Exemplo de controlo negativo com 1gG de coelho (aumento original de 100x); B-
Exemplo de marcacédo positiva com o anticorpo anti-CD3 (400x) (de acordo com as especificagdes do
fabricante, o anticorpo marca predominantemente a regido membranar embora possa,
esporadicamente, marcar também o citoplasma). C, D- Marcacdo na regido basal do Gtero de cadelas
em diestro sem afe¢do uterina (100x) e do Utero de cadelas com pidmetra (100x), respetivamente. E,
F- marcacdo na regido apical do Utero de cadelas em diestro sem afecdo uterina (400x) e do Gtero de
cadelas com pidémetra (400x), respetivamente. A seta na imagem B (indica um exemplo de células
marcadas com este anticorpo.
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Figura 6- Andlise imunohistoguimica do Utero de cadelas em diestro sem afecédo uterina e de
cadelas diagnosticadas com pidmetra para localizagdo de linfocitos B (anticorpo anti-CD79acy).

Legenda: A- Exemplo de controlo negativo da técnica (substituicdo do anticorpo primario por PBS)
(aumento original de 100x); B- Exemplo de marcagdo positiva com o anticorpo anti-CD79acy (400x)
(de acordo com as especificacbes do fabricante, o anticorpo marca alguns tipos de células B
percursoras, as linhas de células B maduras e o0 misculo liso. A marcagdo especifica € citoplasmatica
ou na parte citoplasmética da membrana celular). C, D- Marcacdo na regido basal do Utero de cadelas
em diestro sem afe¢do uterina (100x) e do Utero de cadelas com pidmetra (100x), respetivamente. E,
F- marcacéo na regido apical do Utero de cadelas em diestro sem afecéo uterina (100x) e do Utero de
cadelas com pidmetra (100x), respetivamente. A seta (B) indica um exemplo de uma célula marcada.
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Figura 7- Andlise imunohistoguimica do Utero de cadelas em diestro sem afecédo uterina e de
cadelas diagnosticadas com pidmetra para localizagdo de linfocitos B (anticorpo anti-PAX5).
Legenda: A- Exemplo de controlo negativo com PBS (aumento original de 100x); B- Exemplo de
marcagdo positiva com o anticorpo anti-PAX5 (400x) (de acordo com as especificagBes do fabricante,
0 anticorpo marca células B em todos os estadios de desenvolvimento até ao estadio de plasmdcitos,
tipo celular que ndo marca. A marcagdo especifica é nuclear). C, D- Marcagdo na regido basal do
Utero de cadelas em diestro sem afecdo uterina (100x) e do Utero de cadelas com pidmetra (100x),
respetivamente. E, F- marcagdo na regido apical do Gtero de cadelas em diestro sem afecdo uterina
(100x) e do utero de cadelas com piémetra (100x), respetivamente. A seta (B) indica um exemplo de
uma célula marcada.
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Figura 8- Andlise imunohistoguimica do Utero de cadelas em diestro sem afecédo uterina e de
cadelas diagnosticadas com pidmetra para localizagdo de granuldcitos e macréfagos (anticorpo
anti-calprotectina-MAC 387).

Legenda: A- Exemplo de controlo negativo com IgG de murganho (aumento original de 100x); B-
Exemplo de marcagdo positiva com o anticorpo anti-calprotectina (400x) (de acordo com as
especificacdes do fabricante, o anticorpo marca granuldcitos, mondcitos e macréfagos. A marcacao
especifica é citoplasmética). C, D- Marcagdo na regido basal do Utero de cadelas em diestro sem
afecdo uterina (100x) e do uUtero de cadelas com pidmetra (100x), respetivamente. E, F- marcacdo na
regido apical do Utero de cadelas em diestro sem afecdo uterina (100x) e do Gtero de cadelas com
pidmetra (100x), respetivamente. A seta (B) indica um exemplo de uma célula marcada.
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Figura 9- Percentagem de Gteros de cadelas com pidmetra e cadelas em diestro sem afecéo
uterina com infiltracdo de células de reagdo inflamatéria nas regides basal e apical do Gtero:
linfécitos T (anticorpo anti-CD3), linfocitos B (anticorpo anti-CD79acy e anti-PAXS5) e células
da linha miel6ide (anti-calprotectina, anticorpo MAC 387), avaliado por imunohistoquimica.

3.2.2. Avaliacdo semi-quantitativa da infiltracdo de células de reacao

inflamatdria no estroma e glandulas

No que se refere a infiltracdo de células de reacdo inflamatdria nos Gteros em estudo,
foi ainda efetuada uma avaliacdo semi-quantitativa dos varios tipos de células ao
nivel do estroma e glandulas (Material e Métodos, seccdo 2). Nos Uteros com
piémetra, em pelo menos metade dos casos, a infiltragdo no estroma revelou-se
moderada a intensa para todas as células de reacdo inflamatéria em anélise (Figura
10-C e D; Tabela 6). Por outro lado, a infiltracdo no estroma de Uteros sem alteracédo
de cadelas em diestro foi sempre ausente ou fraca para os tipos de células de reacdo
inflamatoria em anélise (Figura 10-A, Tabela 6). Nos casos de piometra é de salientar
a infiltracdo por células da linha mieldide (granulécitos e macrofagos marcadas com
0 anticorpo MAC 387) que foi intensa para todas as amostras. Relativamente aos
uteros sem afecdo uterina, em pelo menos 70% das amostras ndo foi detetada

infiltrag&o por qualquer das linhas celulares em anélise. A infiltracdo no estroma dos
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Uteros de cadelas sem afecdo uterina por linfocitos T (anticorpo anti-CD3) e por
células da linha mieldide (anticorpo MAC 387) foi considerada fraca na maioria das

amostras.

Figura 10- Cortes histologicos exemplificativos do grau de intensidade do infiltrado de células de
reacdo inflamatoria, avaliado por imunohistoquimica, no estroma de Uteros com pidmetra e em
diestro sem afecéo uterina.

Legenda: A (anti-CD3; auséncia de marcagdo-grau 0); B (anti-CD3; marcacdo fraca-grau 1); C (anti-
CD3; marcacdo moderada-grau 2); D (anti-calprotectina-MAC 387; marcacdo intensa-grau 3).
Ampliacéo 400x.
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Tabela 6- Classificagdo imunohistoquimica do grau de infiltracdo de células de reacdo
inflamatdria no estroma de Uteros com piémetra e de Gteros em diestro sem afecéo uterina.

Estroma (% amostras)

Grau da infiltracdo de células de reacdo inflamatoria

anti-CD3 0 1 2 3
Diestro 70 30 0 0
Piometra 53 15,8 78,9 0
anti-CD79cy O 1 2 3
Diestro 100 0 0 0
Piometra 0 0 53 94,7
anti-PAX5 0 1 2 3
Diestro 80 20 0 0
Pidmetra 15,8 31,6 42,1 10,5
MAC 387 0 1 2 3
Diestro 70 30 0 0
Piometra 0 0 0 100

Legenda: Graus de intensidade do infiltrado de células de reacdo inflamatoria no estroma. Grau 0-
Auséncia de células marcadas; Grau 1- Marcagdo fraca, menos de 10 células marcadas em ampliacéo
de 400x; Grau 2- Marcagdo moderada, entre 10 e 30 células marcadas em ampliagdo de 400x; Grau
3- Marcacéo intensa, mais de 30 células marcadas em amplia¢do de 400x.

O infiltrado de células de reacdo inflamatéria nas glandulas basais e apicais nos
Uteros com pidmetra € constituido principalmente por células da linha mieldide
(granuldcitos e macrofagos). Neste caso, o grau de infiltragdo detetado foi intenso
(grau 3) para 84% dos casos analisados (Figura 11-D; Tabela 7). Tal como observado
nos Uteros de diestro sem afecdo uterina, a infiltracdo de linfécitos nas glandulas foi
considerada ausente ou fraca na maioria dos casos de pidmetra. Nas amostras de

uteros de diestro sem afecdo uterina também ndo se observou infiltracdo de
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granuldcitos e macrofagos nas glandulas apicais ou basais para a maioria dos casos
(90%).

E de salientar que os resultados dos dois anticorpos utilizados para marcacdo de
linfécitos B foram diferentes, o que devera estar relacionado com o facto de o
anticorpo anti-CD79acy marcar todos os linfécitos B até a diferenciacdo

plasmocitaria e o anticorpo anti-PAX5 ndo marcar plasmocitos.

Figura 11- Cortes histolégicos exemplificativos dos graus de intensidade do infiltrado de células
de reacdo inflamatéria, avaliado por imunohistoguimica, nas glandulas de Uteros com pidometra
e em diestro sem afecdo uterina.

Legenda: A (anti-CD3; auséncia de marcacdo-grau 0); B (anti-CD3; marcacao fraca-grau 1); C (anti-
calprotectina; marcacdo moderada-grau 2); D (anti-calprotectina-MAC 387; marcagdo intensa-grau 3).
Ampliagdo 400x.
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Tabela 7- Classificagdo imunohistoquimica do grau de infiltracdo de células de reacdo
inflamatdria nas glandulas de Gteros com piémetra e Uteros em diestro sem afecéo uterina

Glandulas (% amostras)

Grau da infiltracdo de células de reacao inflamatoria

anti-CD3 0 1 2 3
Diestro 100 0 0 0
Piometra 36,8 47,4 15,8 0
anti-CD79cy O 1 2 3
Diestro 100 0 0 0
Piometra 89,5 10,5 0 0
anti-PAX5 0 1 2 3
Diestro 100 0 0 0
Pidmetra 78,9 10,5 5,3 5,3
MAC 387 0 1 2 3
Diestro 90 10 0 0
Piometra 53 53 53 84,1

Legenda: Graus de intensidade do infiltrado de células de reacdo inflamatoria nas glandulas. Grau 0-
Auséncia de células marcadas; Grau 1- Marcagdo fraca, menos de 10 células marcadas em ampliacéo
de 400x; Grau 2- Marcagdo moderada, entre 10 e 30 células marcadas em ampliacdo de 400x; Grau
3- Marcacdo intensa, mais de 30 células marcadas em ampliacdo de 400x

3.3. Transcricdo de genes que codificam para componentes das vias de
sinalizagdo dos recetores do tipo Toll e de mediadores de inflamagéo

Neste estudo foi efetuada a analise da transcricdo de genes que codificam para
componentes das vias de sinalizacdo dos recetores do tipo Toll (TLRs) e de
mediadores inflamatérios por RT-PCR qualitativo em amostras de endométrio de
Uteros com pidmetra e de Uteros em diestro, sem afecdo. Para tal, foi testada a

presenca dos transcritos dos genes que codificam para componentes intervenientes na
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via dependente da proteina adaptadora MyD88 (MyD88, TRAF6, NFkB) e
independente de MyD88 [TRAM (TICAM2), TRIF (TICAM1), IRF-3]. Esta
caracterizacdo inicial envolveu ainda a identificacdo de transcritos de mediadores de
inflamacdo produzidos em resposta a ativacdo destas vias: citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a) e anti-inflamatéria (1L-10).

Apo6s analise dos resultados de RT-PCR verificou-se que os transcritos de
componentes de ambas as vias de sinalizacdo, dependente e independente da proteina
MyD88, estdo presentes no endométrio de Uteros com pidmetra e de Uteros sem
afecdo na fase de diestro (Figura 12; Tabela 8). Todos os produtos amplificados
apresentaram a massa molecular (pb) esperada, ndo se observando amplificacdo no
controlo negativo (CN), o que indica a auséncia de contaminacdo com cDNA.

VIA MyD88-DEPENDENTE

DIESTRO PIOMETRA CN
o~ = po—TE——_— . . i

VIA MyD88-INDEPENDENTE

DIESTRO PIOMETRA

CN
=

TRAM/ TICAM?2 |

TRIF/TICAM1 487 pb

Figura 12— Exemplo dos produtos de amplificacdo obtidos por RT-PCR na detecdo do mRNA
dos componentes das vias de sinalizacdo dos TLRs, dependente e independente de MyD88, em
amostras de endométrio de Uteros com pidémetra e de Uteros na fase de diestro sem afecéo
uterina. Legenda: CN- Controlo negativo.
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No que diz respeito a transcricdo dos genes que codificam para as citocinas pro- e
anti-inflamatorias, é de realgar que os mMRNAs da IL-1p e TNF-a ndo foram
detetados por RT-PCR no diestro ndo patoldgico (Figura 13; Tabela 8), mas
encontram-se presentes nas amostras de endométrio de Gteros com piometra. Os
mMRNAs da IL-6, IL-8, IL-10 foram detetados tanto nas amostras de endométrio sem

afecdo uterina como nas amostras de endométrio de Uteros com pidmetra.

DIESTROUS PYOMETRA CN

Figura 13 - Exemplo dos produtos de amplifica¢do obtidos por RT-PCR para os transcritos das
citocinas pré e anti-inflamatorias em amostras de endométrio de Uteros com pidémetra e em
amostras de endométrio de Uteros sem afe¢do uterina (diestro normal).

Legenda: CN- Controlo negativo.

Quer nas amostras de piometra quer nas amostras de diestro sem afecdo uterina, 0s
transcritos para os componentes das vias dos TLRs foram detetados em todas as
amostras de endométrio (Tabela 8). No entanto, observou-se uma diferengca na
prevaléncia dos transcritos das citocinas entre os dois grupos de amostras (Tabela 8).
Embora os transcritos para as interleucinas 1L-6, IL-8, IL-10 tenham sido detetados
no endométrio de Uteros na fase de diestro ndo patoldgico, a IL-1f ¢ o TNF-a
parecem funcionar como marcadores imunol6gicos nos Uteros com pidémetra, uma
vez que 0s respectivos transcritos foram detetados em todas as amostras de
endométrio com pidmetra e estdo ausentes no endométrio de Uteros sem afecdo
uterina. Por outro lado, os transcritos dos genes que codificam para a IL-2, 1L-4,
IFN-B, IFN-y ndo foram detetados no endométrio de Gteros com e sem piémetra.
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Tabela 8- Prevaléncia (%) dos transcritos dos componentes das vias dependente e independente
de MyD88 e dos mediadores de inflamacéo detetados nas amostras de endométrio de cadelas
com piémetra e amostras de endométrio de cadelas sem afecéo uterina.

Diestro (n=10)  Piometra (n=19)

% %
MyD88 100 100
TRAF6 100 100
NFkB 100 100
TRAM/TICAM2 100 100
TRIF/TICAM1 100 100
IRF-3 100 100
IL-1B 0 100
IL-6 40 100
IL-8 50 100
IL-10 38 81
TNF-a 0 100

3.4. Quantificacdo da expressdo de mMRNA de componentes envolvidos na

resposta imunitéria, por PCR em tempo real

Neste estudo foi ainda efetuada a quantificacdo da expressdo do mRNA de
componentes da resposta imunitaria nas amostras de endométrio de Uteros com
pidbmetra por comparacdo com as de diestro sem afecdo. A quantificacdo dos
transcritos foi efetuada por PCR em tempo real para 0s mRNAs de recetores
envolvidos na interacdo com o LPS e outros componentes bacterianos (TLR2,TLR4 e
CD14), citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TGF-B) e proteinas envolvidas na
remodelacdo tecidular (metaloproteinases 1 e 9).

A transcri¢do dos genes TLR2, TLR4 e CD14 foi significativamente maior (TLR2 e
CD14 p<0,001; TLR4 p<0,01) nas amostras de piémetra, quando comparado com as
amostras de endométrio sem alteracdo (Figura 14). Os mRNA dos genes TLR4, TLR2
e CD14 apresentaram uma expressao 3,4; 25,9 e 15,4 vezes superior no endométrio

com piometra, respectivamente.
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Figura 14- Expressdo relativa do mRNA (Unidades Arbitrarias-UA) dos recetores, TLR2, TLR4
e CD14 avaliado por PCR em tempo real em amostras de endométrio de cadelas com piémetra
(n=17) e em amostras de endométrio controlo sem afecdo uterina (diestro normal) (n=5).
Legenda: **P< 0,01; ***P<0,001.

Os genes que codificam para as citocinas pr6 e anti-inflamatérias foram
significativamente mais transcritos (P<0,001 para IL-1p, TGF-g, IL-10, IL-8 e
P<0,025 para IL-6) nas amostras de pidmetra comparativamente as amostras de
endométrio de uteros sem afecdo (Figura 15). A transcrigdo diferencial dos genes das
citocinas nas amostras de piémetra foi mais acentuada para 0 mRNA da IL-1p que
foi 1611,9 vezes mais expresso, seguido do mRNA da IL-8 que foi 1380,8 vezes
mais expresso nos casos de piémetra. O mRNA para a IL-10, I1L-6, TGF-p foi
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igualmente mais expresso nas amostras de piometra (33,7; 4,6; 8,6 vezes mais

expresso, respetivamente).
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Figura 15- Expressdo relativa do mRNA (Unidades Arbitrarias-UA) das citocinas pro e anti-
inflamatorias IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e TGF-g, por PCR em tempo real, em amostras de

endométrio de Uteros com piémetra (n=17) e de Gteros sem afecdo (n=5).
Legenda: *P<0,025; ***P<0,001.
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No que diz respeito a transcricdo dos genes que codificam para a metaloproteinase 1
(MMP1) e metaloproteinase 9 (MMP9) (Figura 16), os niveis de expressdo dos
respetivos mRNAs foram também significativamente maiores nas amostras de
endométrio de Gteros com pidémetra (P<0,001), comparativamente as amostras de
endométrio de Gteros sem afecdo uterina. Para o gene da MMPL1, a expressdao do
MRNA foi 4223,2 vezes superior nas amostras de piémetra e para o gene da MMP9
verificou-se um aumento de 2836,4 vezes quando comparado com as amostras de
uteros em diestro sem afecdo uterina. O aumento significativo de expressdo do
MRNA da MMPL1 e 9 nas amostras de endométrio com pidmetra deve-se ao facto de
0S genes para estas proteinas nao serem transcritos no endométrio de diestro sem

afecdo uterina (Figura 16).
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Figura 16- Resultados da quantificacdo relativa (Unidades Arbitrarias-UA) dos mRNAs da
MMP1 e MMP9 por PCR em tempo real em amostras de endométrio de Gteros com pidometra
comparativamente a amostras de endométrio de Uteros sem afe¢éo (diestro normal).

Legenda: ***, P<0,001.
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4. Discussao

Este trabalho teve por objetivo a caracterizagéo da resposta inflamatdria no utero de
cadelas com diagnostico de piometra por E. coli. Os estudos relacionados com a
identificacdo do tipo de células de reacdo inflamatdria e determinacdo da sua
prevaléncia no Utero de cadelas com piometra sdo escassos (Bartoskova et al., 2012),
sendo importante esta caracterizagdo para elucidacdo dos mecanismos de defesa do
utero contra E. coli.

As amostras de utero foram inicialmente caracterizadas de forma a identificar as
alteracdes histologicas associadas as pidmetras em estudo. Deste modo, foram
avaliados 19 Uteros de cadelas com piometra e 10 Uteros sem afecdo de cadelas em
diestro, através de cortes histoldgicos corados com Hematoxilina-Eosina. Todos 0s
uteros de cadelas com piometra apresentaram neste trabalho caracteristicas
frequentemente associadas a esta doenca, nhomeadamente a destruicdo do epitélio
luminal, a presenca de células de reacdo inflamatoria e a dilatacdo das glandulas
endometriais que se apresentaram com aspeto quistico e, na maior parte dos casos,
com neutréfilos no lumen. Embora a hiperplasia quistica do endométrio e piémetra
possam surgir como entidades separadas (De Bosschere et al., 2001), todos o0s casos
de pidmetra analisados neste trabalho estavam associados a hiperplasia quistica do
endométrio, 0 que podera estar relacionado com o desenvolvimento de pidmetra
numa fase em que a hiperplasia ja esta instalada. Com o avancar da idade (neste
estudo, os animais tinham em média 9,7 anos), a probabilidade de aparecimento de
hiperplasia quistica, associada ao efeito cumulativo da progesterona em
consequéncia do maior nimero de ciclos éstricos, € elevada. Por sua vez, as
alteracOes uterinas induzidas pela hiperplasia quistica favorecem a proliferacdo das
bactérias e o estabelecimento da infecdo. No entanto, a hiperplasia quistica podera
também ser inicialmente induzida pelo estimulo proliferativo associado a uma
infecdo subclinica (Verstegen et al., 2008). As pidmetras analisadas foram também
caracterizadas por uma reacdo inflamatéria exuberante. A analise histoldgica e
caracterizagdo do exsudado inflamatdrio por imunohistoquimica permitiu constatar
que as células de reacdo inflamatoria estavam presentes no estroma do endométrio,
no limen das glandulas endometriais e, em cerca de 50% dos casos, no miomeétrio.
Essa infiltracdo celular associada a reacao inflamatoria era composta por linfocitos T,

linfécitos B, e granuldcitos e macréfagos. Embora ndo se tenha utilizado um
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marcador especifico para neutrdfilos, nos cortes histolégicos corados com
Hematoxilina-Eosina foi possivel detetar infiltragdo por este tipo de células em todos
0s casos de piometra. No estroma a infiltracdo foi intensa para os linfécitos B (desde
células pré-B até plasmacitos; anticorpo anti-CD79acy) e para as células da linha
mieldide na maioria dos casos (> 94%). Nas glandulas endometriais, a infiltragdo era
principalmente constituida por células da linha miel6ide (granuldcitos e macréfagos).
A detecdo de neutrofilos e linfocitos nos nossos casos de pidmetra esta também de
acordo com o que foi anteriormente descrito por Dow (1957, 1958) para a hiperplasia
quistica do endométrio associada a piémetra, o que reforca a ideia de que estas
células sdo um importante componente dos mecanismos de defesa imunitéria do
utero.

Pelos nossos resultados podemos concluir que, nos casos de piémetra, as células de
reacdo inflamatéria responséaveis pelas fungdes fagocitarias no UGtero sdo o0s
neutrdfilos e os macréfagos (marcados pelo anticorpo MAC 387), estando a resposta
imunitaria humoral a cargo dos linfécitos B. O tipo e distribuicdo das células
inflamatdrias nos Uteros com piometra refletem uma resposta inflamatdria continua e
associada com a gravidade da doenca. Particularmente, a presenca de células
mononucleares (macrofagos e linfécitos) reflete uma situacdo de inflamacgéo crénica,
associada a persisténcia do estimulo, neste caso da bactéria E. coli. Por outro lado,
em cerca de 20% dos Uteros sem afecdo na fase de diestro foram detetados linfocitos
T e células da linha mieldide, sendo no entanto os linfocitos B especificos da
condicdo de pidometra. A presenca de células de reacdo inflamatéria em Uteros
saudaveis esta relacionada com a estimulagdo por microrganismos que contaminam o
utero sem promover doenca durante o proestro e estro, altura em que o cérvix esta
aberto. Estes resultados estdo de acordo com os descritos em Uteros saudaveis de
vacas e ovelhas em que se verificou que os linfocitos T sdo raros, aparecendo em
poucos amostras, e as células B estdo ausentes (Cobb & Watson, 1995).

Na tentativa de caracterizar os mecanismos de defesa do hospedeiro, neste estudo foi
ainda analisada a transcricdo de genes que codificam para componentes das vias de
sinalizagdo dos TLRs (MyD88 dependente e TRIF dependente) no endométrio da
cadela com piémetra por comparacao com o diestro sem afecdo. A via dependente da
proteina adaptadora MyD88 é desencadeada pela ativacdo de todos os TLRs, a
excecdo do TLR3, leva a ativacdo do fator de transcricdo NFkB e culmina na

producéo de citocinas pro-inflamatdrias. A via independente de MyD88 (dependente
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de TRIF) é especifica dos TLRs 4 e 3, conduz a ativagdo dos fatores de transcri¢ao
IRF-3/IRF-7 (Fator regulador do interferdo 7) e leva a producdo de interferdes do
tipo I. Os resultados da transcri¢cdo obtidos demonstraram que 0s componentes das
duas vias de sinalizacdo (MyD88 dependente: MyD88, TRAF6, NFkB; TRIF
dependente: TRAM, TRIF, IRF-3) sdo constitutivamente transcritos no endométrio
da cadela, tendo sido detetados quer no endométrio de Uteros sem afecdo quer no
endomeétrio de Uteros com piometra. Uma vez que a via de sinalizacdo dependente e
independente de MyD88 podem ser ativadas por diferentes TLRs, estes resultados
demonstram que o Gtero da cadela tem capacidade de reconhecer uma variedade de
componentes dos microrganismos invasores através de diferentes TLRs que por sua
vez ativam duas vias de resposta distintas. A ativacao de vias de defesa inata no utero
sem afecdo de cadelas em diestro devera constituir um mecanismo de resposta
rapidamente mobilizado em caso de infegdes ascendentes (Zahringer et al., 2008).
Esta conclusdo é corroborada por estudos anteriores em que foi demonstrada a
transcricdo de genes que codificam para varios TLRs (TLR1, 2, 3, 4,5, 6, 7 € 9) no
endométrio de cadelas em diestro sem afecdo (Silva et al., 2012). A semelhanca de
estudos anteriormente realizados no nosso laboratério (Silva et al., 2012), neste
trabalho verificou-se que, embora os transcritos do TLR2, TLR4 e CD14 tenham
sido detetados nas amostras de endométrio sem afecdo, os niveis de transcri¢do
foram significativamente superiores nas amostras de piometra.

Ainda que os transcritos da via MyD88 dependente e independente tenham sido
ambos detetados no endométrio da cadela, é importante salientar que sdo necessarios
estudos adicionais para comprovar que estas vias participam na resposta a infecdo do
utero por E. coli. Apesar da via dependente de TRIF estar principalmente associada a
defesa contra infecbes virais, induzindo a producdo de interferdes, tém surgido
descricbes da participacdo desta via na defesa contra infe¢es por bactérias Gram
negativas, nomeadamente por Pseudomonas aeruginosa (Carrigan et al., 2010) e
Chlamydophila pneumoniae (BuB et al., 2010). A ativacdo da via é comprovada pela
translocacdo do fator de transcricdo IRF-3, depois de ativado, do citoplasma das
células infetadas para o nucleo onde ira promover a transcricdo dos interferbes do
tipo | (BuB et al., 2010; Carrigan et al., 2010). Assim, na auséncia de estimulo o fator
IRF-3 é expresso, no entanto permanece no citoplasma das células ndo havendo
transcrigdo dos genes que codificam os interferGes. No nosso estudo, ndo foi possivel

detetar por RT-PCR os transcritos dos genes que codificam para o IFN-B ¢ IFN-y no
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endométrio da cadela, quer no diestro sem afecdo quer nos casos de piometra. Do
mesmo modo, num estudo semelhante em que se analisaram as alterac6es globais da
transcricdo no endométrio da cadela com pidometra por comparacdo com o diestro
sem afecdo, pela técnica de microarrays, também ndo foi detetado um aumento da
transcrigdo dos genes da familia dos interferbes na piometra (Hagman et al., 2009).
O IFN-y também nao foi detetado no soro de cadelas diagnosticadas com pidmetra
(Karlsson et al., 2012).

Apesar da transcricdo dos genes dos componentes da via TRIF-dependente ndo ser
por si soO indicativo da ativacdo da via, no nosso estudo, a auséncia dos transcritos
para os interferfes pode ser explicada pelo facto de estes serem apenas transcritos
numa fase inicial da infecdo. Num estudo anterior de avaliacdo dos mecanismos de
resposta a infecdo no pulmao de murganho por Pseudomonas aeruginosa, verificou-
se que a sintese do MRNA do IFN-f ocorria 4 horas ap6s a infe¢do e voltava a niveis
basais em 24 horas (Carrigan et al., 2010).

Na via dependente de MyD88, o fator de transcricdo NFkB é o regulador central,
regulando a transcricdo de diversos mediadores da inflamacdo. Tal como o IRF-3, 0
NFkB é constitutivamente expresso e em células ndo estimuladas permanece no
citoplasma na forma inativa (Bashir et al., 2011). Na presenca de um estimulo, o
NFkB ¢ translocado para o nucleo onde regula a transcricdo dos genes alvo,
incluindo as citocinas pro-inflamatorias. Neste estudo foi avaliada a presenca de
transcritos de citocinas pr6 e anti-inflamatorias, indicativo da ativacdo da via
MyD88. Os mRNAs das citocinas avaliadas apresentaram um padréo de expresséo
diferencial no endométrio de cadelas sem afecdo e cadelas com pidometra. Os mMRNAs
da IL-1B e TNF-a ndo foram detetados por RT-PCR no diestro ndo patologico
contrariamente aos MRNASs da IL-6, IL-8, IL-10 que foram detetados tanto no diestro
ndo patolégico como nas amostras de endométrio de Uteros com pidmetra. A
quantificacdo dos transcritos da IL-1pB, I1L-6, IL-8, IL-10 por PCR em tempo real
demonstrou ainda que 0S mesmos se encontram em niveis significativamente
superiores nas amostras de endométrio com pidmetra. Uma vez que os mRNAs da
IL-1B e TNF-o ndo foram detetados no endométrio saudavel e estavam presentes em
todas as amostras com pidmetra, estas citocinas poderdo funcionar como marcadores
da infecao uterina por E. coli na cadela. O aumento da transcri¢do da IL-1p ¢ ainda
suportada por estudos anteriores em que se verificou um aumento da expressao do

MRNA da IL-1pB no ttero de 4 cadelas com pidmetra pela técnica de microarrays
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(Hagman et al., 2009). O mRNA das citocinas IL-1pB, IL-6, IL-8 aqui observado
poderd ser produzido pelas células epiteliais, do estroma e células de reacdo
inflamatdria. Cronin et al. (2012), em culturas de células epiteliais e do estroma do
endométrio de vaca estimuladas com LPS, mostraram que ocorria um aumento de
expressdo dos mRNAs da IL-1pB, IL-6, IL-8 nas células epiteliais estimuladas e do
MRNA da IL-1p e IL-8 nas células do estroma por comparagao com os controlos ndo
estimulados. Por outro lado, estudos semelhantes demonstraram que as células
epiteliais e do estroma do endométrio de ratinho, quando estimuladas com LPS, nédo
produzem TNF-a (Sheldon & Roberts,2010). No nosso estudo as células de reacao
inflamatoria poderdo também ser as células responsaveis pela produgdo de TNF-a,
nomeadamente os macréfagos. Desta forma, a fraca infiltracdo detetada com o
anticorpo MAC 387 (para granulécitos e macrdfagos) identificada nas amostras de
diestro sem afegé@o (20% das amostras) ndo seria suficiente para detetar 0 mensageiro
do TNF-a por RT-PCR.

Neste estudo foi também incluida a analise da transcricdo de citocinas anti-
inflamatdrias, como é o caso da IL-10 e TGF-B. A IL-10 pode ser produzida por
macréfagos, células dendriticas, linfocitos B e vérias sub-populagdes de linfocitos T
CD4 e CD8-positivas regulando a resposta inflamatdria através da inibicdo da
producdo de diversas citocinas pré-inflamatorias pelos mondcitos, macréfagos e
células T (Couper et al., 2008). A producdo de IL-10 ao inibir a resposta
inflamatoria, pode limitar a eliminacdo do microrganismo invasor mas também
limitar a destruicdo do tecido induzida pela ativacdo excessiva do sistema imunitario,
podendo assim também ser benéfica para o hospedeiro. Apesar da transcricdo do
gene da IL-10 ser significativamente superior na pidmetra, o transcrito foi detetado
quer nas amostras de piometra (81% das amostras), quer nas amostras de diestro sem
afecdo (38%). A presenca de IL-10 no Utero de cadelas em diestro sem afecdo devera
constituir um mecanismo para limitar a reacdo inflamatoria desencadeada pela
contaminacgdo por microrganismos que ascendem ao Utero durante o proestro e estro.
Neste caso, a IL-10 devera inibir a producdo excessiva de TNF-o, IL-6 e IL-8
detetados no diestro impedindo desta forma o desencadear de uma reacédo
inflamatoria exacerbada. Apesar do mRNA da IL-10 estar aumentado na piometra
(33,7 vezes superior quando comparado com o diestro sem afecdo), o aumento da
expressdo do mRNA das citocinas pré-inflamatorias (IL-1B e IL-8) é bastante

superior (1611,9 e 1380,8 vezes mais expresso na pidmetra, respetivamente). Este
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resultado sugere que a IL-10 produzida é insuficiente para contrabalancar a
inflamacdo exacerbada que se observa nos casos de pidmetra. A reacdo inflamatdria
detetada na piometra é também regulada por metaloproteinases (MMPS), enzimas
envolvidas na degradacdo de componentes da matriz extracelular. Os transcritos das
metaloproteinases 1 e 9 estavam aumentados no endométrio das cadelas com
pidmetra em estudo, principalmente nas cadelas com metrite, por comparagdo com o0
diestro sem afecdo. A expressdo das MMPs é estimulada por mediadores da
inflamacédo, como € o caso do TNF-a ¢ citocinas, ¢ por sua vez as MMPs degradam
0s componentes da matriz promovendo a migracdo e recrutamento de células de
reacdo inflamatoria, potenciando desta forma a reacdo inflamatdria (Chen et al.,
2013).

O TGF-B, outra citocina anti-inflamatéria, é produzido principalmente por linfdcitos
T ativados e por macrofagos estimulados e desempenha um papel crucial na
supressao da resposta imunitaria, estando descritos varios mecanismos moleculares
através dos quais 0 TGF-B exerce a sua fungdo imunossupressora. Entre outras
funces, destaca-se o papel do TGF- na inibi¢do da proliferagdo de linfocitos T e B,
inibicdo da producéo das citocinas IL-2 e IL-4, inibi¢do da ativacdo de macrofagos e
supressao de células dendriticas (Yoshimura et al., 2010). Neste trabalho verificAmos
gue 0 mMRNA do TGF-p estd aumentado (8,6 vezes) nas amostras de pidometra, o que
estd de acordo com o observado em estudos de microarrays efetuados em 4 Gteros de
cadelas com pidémetra (Hagman et al., 2009). O aumento da transcricdo do TGF-f, e
consecutivamente da producao da respetiva proteina, podera justificar o facto de ndo
detetarmos IL-2 e IL-4 no endométrio de cadelas com pidometra. Estas citocinas tém
sido também principalmente associadas a mecanismos de defesa contra infecdes
virais, 0 que suporta os nossos resultados e os descritos por Karlsson et al. (2012) em

que ndo foi detetada a IL-4 no soro de cadelas com pidmetra.
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5. Conclusédo

A pidmetra estd associada a uma reacdo inflamatdria exuberante, demonstrado pela
presenca marcada de células de reagdo inflamatoria no Utero e pelo aumento da
transcricdo de genes que codificam para citocinas pré- e anti-inflamatérias no
endométrio. Os resultados da transcricdo das citocinas pro- e anti-inflamatérias
sugerem também que existe um desequilibrio entre a resposta anti-inflamatoria e pro-
inflamatoria. Esta conclusdo esta de acordo com o diagnéstico de piometra numa fase
tardia da infecdo, o que reforca a necessidade de estudos futuros in vitro e/ou in vivo
que permitam a analise dos mecanismos de resposta do hospedeiro numa fase inicial
da infecdo. Embora os genes que codificam para os componentes das duas vias de
sinalizacdo sejam constitutivamente transcritos no endométrio da cadela, sdo ainda
necessarios estudos complementares que visem a elucidacdo da participacdo da via
independente de MyD88, mediada por TRIF/IRF-3, como mecanismo de resposta a

infecdo por E. coli no utero.
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