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DETERMINAÇÃO DAS INTERLEUCINAS IL-6 E IL-12 NO ENDOMÉTRIO 

EX VIVO CANINO SOB A INFLUÊNCIA DE LIPOPOLISSACARÍDEOS E

HORMÔNIOS ESTERÓIDES

RESUMO -  Infecções bacterianas uterinas, como a piometra, são mais comuns na 

fase do diestro de cadelas, período em que há predomínio do hormônio 

progesterona, o qual promove o acúmulo de secreção endometrial no lúmen uterino 

e, consequentemente, favorece um ambiente favorável para o crescimento 

bacteriano. Os níveis de progesterona endógena ou exógena são uma das possíveis 

causas do desenvolvimento da piometra. Os objetivos deste trabalho foram de 

determinar a resposta imune inata do endométrio canino ex vivo a 

lipopolissacarídeos e a influência do ciclo estral e dos hormônios esteroides 

progesterona, estradiol e dexametasona na resposta imune inata uterina a 

lipopolissacarídeos. Para tanto foram utilizados explantes endometriais colhidos de 

37 cadelas saudáveis, adultas e de raças variadas submetidas à ovariohisterectomia 

(OSH) eletiva. Neste estudo, foi possível estabelecer a técnica de explantes 

endometriais em cadelas como um modelo experimental viável para aprofundar o 

entendimento da resposta imune inata uterina. Concluiu-se que não houve efeito do 

estágio do ciclo estral na resposta das citocinas ao estímulo de lipopolissacarídeos. 

A adição de progesterona e estradiol previamente ao desafio por lipopolissacarídeos 

estimula a resposta da interleucina pró-inflamatória IL12. A adição de dexametasona 

previamente ao desafio por lipopolissacarídeos reduz a resposta da interleucina pró- 

inflamatória IL6 e estimula a interleucina pró-inflamatória IL12.

Palavras-Chave: estradiol, progesterona, ciclo estral, dexametasona, interleucinas



DETERMINATION OF IL-6 AND IL-12 INTERLEUKINS IN THE EX VIVO 

CANINE ENDOMETRIAL UNDER THE INFLUENCE OF LIPOPOLYSACARIDES

AND HORMONES STEROIDS

ABSTRACT -  Uterine bacterial infections in bitches as pyometra, are more common 

in the diestrous phase, during which there is a predominance of the hormone 

progesterone, which promotes the accumulation of endometrial secretion in the 

uterine lumen, and therefore provides a favorable environment for bacterial growth. 

The endogenous or exogenous progesterone levels are one of the possible causes 

of developing the pyometra. The aims of this study were to determine the innate 

immune response in the ex vivo canine endometrium to lipopolysaccharide and the 

influence of the oestrous cycle and the steroid hormones progesterone, estradiol and 

dexamethasone in the uterine innate immune response to lipopolysaccharide. For 

this purpose it was used endometrial explants collected from 37 healthy bitches, 

adults (2.7 ± 2.5 years) of different breeds submitted to ovariohysterectomy (OSH) 

elective. In this study, it was established the explants endometrial technique on 

bitches as a viable experimental model for better understanding the uterine innate 

immune response. It was concluded that there was no effect of the oestrous cycle 

stage in the response of cytokines to the challenge of lipopolysaccharide. The 

addition of exogenous progesterone and estradiol hormones prior to challenge 

response by LPS stimulates proinflammatory interleukin IL12. The addition of 

dexamethasone prior to LPS challenge reduced the proinflammatory interleukin IL-6 

and stimulated proinflammatory interleukin IL12.

Keywords: oestradiol, progesterone, oestrous cycle, dexamethasone, interleukins
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1 INTRODUÇÃO

A piometra é uma infecção bacteriana uterina, que ocorre comumente na 

fase do diestro em cadelas, período em que a concentração sérica de 

progesterona é mais elevada, promovendo um acúmulo de secreção 

endometrial no lúmen uterino e, consequentemente, favorecendo um ambiente 

para o crescimento bacteriano (FRANSSON & RAGLE, 2003).

Esta enfermidade ocorre com maior frequência em fêmeas com idade 

média de oito anos ou que passaram por tratamentos com progestágenos 

(HAGMAN et al., 2009). A incidência de complicações intrauterinas é 

significativa em animais que fizeram uso de progestágenos, de forma 

prolongada e indiscriminada, como forma de método contraceptivo ou na 

tentativa de evitar transtornos decorrentes do estro (KIM & KIM, 2005; 

MOREIRA et al., 2008).

Os níveis de progesterona endógena ou exógena são uma das possíveis 

causas do desenvolvimento da piometra, em níveis altos esta tem efeito 

negativo na habilidade do útero em resistir ou eliminar infecções bacterianas, 

influindo na diminuição do pH intra-uterino, proporcionando condições 

favoráveis ao desenvolvimento de bactérias (WANKE & GOBELLO, 2006; 

CONCANNON, 2011).

Estudos afirmam que, em aproximadamente 80% dos animais a 

piometra é causada por bactérias aeróbicas. O microorganismo isolado com 

maior frequência é a Escherichia coli (DHALIWAL et al., 1998; JOHNSTON et 

al., 2001; MOREIRA et al., 2008; GARCIA FILHO et al., 2012; SILVEIRA et al., 

2013).

Segundo Fransson e Rangle (2003), não existem evidências conclusivas 

de que a piometra é causada por um distúrbio na produção de progesterona, 

ou do efeito destes na resposta imune uterina, sendo necessário que novas 

pesquisas tenham como foco a influência destes hormônios ovarianos na 

imunidade uterina, assim como a interação bacteriana e a resposta imune 

uterina, nos diferentes estágios do ciclo estral.

Assim, pesquisas que visam compreender os mecanismos envolvidos 

na resposta imune inata uterina de cadelas, nas diferentes fases do ciclo estral,
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devem ser realizadas para melhor compreensão das infecções uterinas, 

principalmente, nos casos de piometra.

Uma das alternativas da realização destas pesquisas, sem a 

necessidade da utilização de animais na experimentação animal, utilizando 

modelos in vitro com a possibilidade de mimetizar infecções uterinas, sob 

diferentes condições de concentrações de hormônios ovarianos seria o uso de 

explantes endometriais. Estes explantes podem ser colhidos de cadelas 

submetidas a cirurgias eletivas de ovariohisterectomia.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos 

hormônios esteroides na imunidade inata uterina por meio de explantes 

uterinos de cadelas saudáveis.
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2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Ciclo Estral da Cadela

O ciclo estral caracteriza-se por modificações cíclicas que ocorrem nas 

cadelas após a puberdade, aproximadamente de nove a 10 meses de idade, 

sofrendo variações de acordo com idade reprodutiva, peso, raças diferentes e 

características individuais dos animais. Esta fase é definida como ritmo 

funcional do aparelho reprodutor feminino, regulado por mecanismos 

endócrinos e neuroendócrinos, principalmente aqueles referentes à secreção 

hormonal ovariana (NELSON & COUTO, 2010).

O ciclo estral canino é dividido em quatro fases: proestro, estro, diestro e 

anestro, além de ser geralmente descrito como sendo monoéstrico e não 

sazonal, porque as fêmeas podem ciclar a qualquer momento do ano 

(JOHNSTON et al., 2001; CONCANNON, 2011) .

2.1.1 Proestro

Possui duração média de nove dias, podendo variar de três a 17 dias, 

sendo este o período em que a fêmea atrai o macho, mas ainda não está 

receptiva a cópula. Pode-se observar edema na vulva e secreção 

serosanguinolenta (NELSON & COUTO, 2010). Sob influência do Hormônio 

Folículo Estimulante (FSH), os folículos ovarianos em quiescência se 

desenvolvem e as células foliculares produzem estradiol. Este hormônio é o 

responsável pelo desencadeamento dos sinais clínicos e comportamentos 

característicos do proestro (WANKE & GOBELLO, 2006).

Com a ação do estradiol ocorre a proliferação das células epiteliais da 

mucosa vaginal e sua maturação (cornificação), aumento da espessura da 

camada endometrial, aumento do número de receptores de progesterona do 

endométrio, promove abertura da cérvix, aumenta o fluxo sanguíneo 

(descargas vulvares) e a resposta inflamatória celular (globulos brancos) 

(JEFFCOATE, 2000).
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O grau de influência estrogênica e, por consequência, a fase do ciclo 

estral no que diz respeito à concentração sérica de estradiol, podem ser 

monitoradas por meio de citologia vaginal (NELSON & COUTO, 2010). No 

esfregaço vaginal observa-se a presença de eritrócitos e uma mistura de 

células epiteliais; do meio para o fim do proestro, o percentual de células 

parabasais e intermediárias pequenas diminui e o percentual de células 

superficiais e intermediárias aumentam ( JOHNSTON et al., 2001; ALLISON et 

al., 2014).

Endocrinologicamente, as concentrações séricas de estradiol aumentam 

para níveis que resultam nas alterações clínica, acima de 25 pg/mL, atingindo o 

pico máximo com concentrações em torno de 60 a 70 pg/mL, 24 a 48 horas 

antes do término do proestro (FELDMAN et al., 2014).

A diminuição do nível de estradiol ocorre antes da cadela se tornar 

receptiva ao acasalamento. As concentrações séricas de progesterona estão 

em níveis basais (<1 a 2 ng/mL) até o fim do proestro, quando estas começam 

a subir. Este aumento de progesterona sérica está relacionada com o pico pré- 

ovulatório de Hormônio Luteinizante (LH) que ocorre um dia antes da transição 

do proestro para o estro, e sua duração varia entre 24 a 96 horas (JOHNSTON 

et al., 2001).

2.1.2 Estro

A duração média desta fase é de três a 21 dias (± 9 dias), é 

caracterizado pela receptividade da fêmea ao macho, permitindo o coito. A 

vulva ainda se encontra edemaciada, mas o corrimento vaginal muda sua 

coloração, passando a transparente e incolor, ou amarelo-palha (JOHNSTON 

et al., 2001). À citologia vaginal, nesta fase, observam-se mais de 90% de 

células anucleadas cornificadas e presença de algumas bactérias, 

possivelmente devido ao coito ( D E B U E N D E A R G Ü E R O, 2001; HENSON, 

2011; ALLISON et al., 2014).

Alguns autores observaram que a cadela começa a exibir os sinais do 

estro quando a concentração de estrógeno circulante começa a declinar e a
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progesterona sérica aumentar, com a luteinização das células da granulosa dos 

folículos maduros, que passam a produzir progesterona levando ao aumento 

de sua concentração no sangue (NELSON & COUTO, 2010; CONCANNON, 

2011; FELDMAN et al., 2014).

De acordo com Feldman et al. (2014), as concentrações circulantes de 

progesterona encontram-se basais (<0,5 ng/mL) até 24 a 72 horas antes do 

final do proestro, logo após se elevam acima de 1,0 ng/ml. Na onda pré- 

ovulatória de LH, a concentração de progesterona se encontra em torno de 2 a 

4 ng/mL. Esse aumento na concentração da progesterona (mínimo de 1,0 

ng/mL) é considerado responsável pelo comportamento receptivo da fêmea ao 

macho (JOHNSTON et al., 2001).

Na ovulação, dois dias após o pico de LH, a concentração de 

progesterona se encontra entre 4 a 10ng/mL. Quando a fêmea não está mais 

receptiva ao macho, considera-se fim do estro e início do diestro (JOHNSTON 

et al., 2001; OLIVEIRA & MARQUES JR, 2006; CONCANNON, 2011; 

FELDMAN et al., 2014).

2.1.3 Diestro

Com duração de aproximadamente dois a três meses, o edema vulvar, 

progressivamente diminui até desaparecer e, apenas uma quantidade limitada 

de corrimento vaginal poderá estar presente (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Na 

citologia vaginal, evidenciam-se mais de 50% de células intermediárias e 

parabasais. De Buen de Argüero (2001) e Allison et al. (2014) relataram que, 

nessa fase, se observa a presença de poucos eritrócitos, bactérias e 

numerosos neutrófilos.

O diestro é dominado pela progesterona, que atinge um pico máximo de 

15 a 90 ng/mL duas a três semanas após o início dessa fase, persistindo por 

até uma a duas semanas, diminuindo gradualmente até atingir valores basais 

no final do período, enquanto os outros hormônios encontram-se 

essencialmente em concentrações basais (JOHNSTON et al., 2001).

Nesta fase as cadelas podem apresentar sinais clínicos como, aumento 

da glândula mamária, secreção uterina, construção de ninho, adoção de



17

objetos inanimados, entre outras alterações comportamentais (NELSON & 

COUTO, 2010).

O útero responde ao aumento da concentração de progesterona 

mantendo a estrutura glandular e a vascularização adequadas para a gestação. 

A duração do diestro e a concentração da progesterona, baseada na função 

lútea, é similar para cadelas não-gestantes e gestantes, o que demonstra que o 

útero ou prostaglandinas uterinas não seriam responsáveis pela manutenção 

fisiológica ou regressão do corpo lúteo (CL) (CONCANNON, 2011). Na espécie 

canina, acredita-se que o CL seja hormônio independente durante a primeira 

metade do diestro e só a partir desse período passa a requerer suporte 

luteotrófico, principalmente de prolactina (JOHNSTON et al., 2001).

A progesterona tem como principais funções, a manutenção de um 

ambiente favorável a uma possível gestação, fechamento da cérvix, aumento 

do número e atividade das glândulas endometriais, diminuição da motilidade 

miométrica e diminuição da resposta inflamatória (HAGMAN et al., 2006).

As respostas ou efeitos provocados pelos hormônios estrógeno e 

progesterona no útero tem efeito cumulativo a cada ciclo estral, e essas 

respostas podem ser incrementadas se o ovário da cadela estiver sob 

influência de um cisto, tumor ovariano ou recebendo progesterona exógena 

(FRANSSON & RAGLE, 2003).

2.1.4 Anestro

Esta é a fase quiescente do ciclo reprodutivo canino, sua duração é de 

aproximadamente três a seis meses, caracterizado pela não atração dos 

machos pelas fêmeas, e não receptividade da fêmea ao acasalamento. A vulva 

se mantém pequena, com ou sem presença de secreção. Na citologia vaginal 

se observa o predomínio de células parabasais e intermediárias, e raramente 

há presença de neutrófilos e bactérias (JOHNSTON et al., 2001; 

CONCANNON, 2011).

No início e meio do anestro, as concentrações de estradiol e 

progesterona encontram-se basais, havendo elevação do estradiol no final do 

mesmo. A concentração de FSH encontra-se basal no início e meio do anestro,
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apresentando aumento no final desse período. O surgimento episódico de LH 

pode ser detectado durante o anestro, apresentando maior intensidade no final 

do mesmo (JOHNSTON et al., 2001; WANKE & GOBELLO, 2006).

2.2 Imunidade Uterina

A resposta imune uterina a infecção inclui, a resposta inata que consiste 

em mecanismos químicos e celulares de defesa e a resposta adquirida, que 

por sua vez é um sistema de defesa rápido, efetivo, complexo e sofisticado que 

confere defesa máxima contra agentes externos. Este sistema complexo é 

regulado também pelos esteroides ovarianos, estradiol e progesterona 

(LEWIS, 2003; SUGIURA et al., 2004;BOUMAN et al., 2005; KIDA et al., 2006).

Com o estímulo de um agente patogênico, o organismo promove a 

ativação da imunidade inata mediada por macrófagos e neutrófilos, que 

reconhecem moléculas do agente e levam a sinalização intracelular, a ativação 

de fatores de transcrição e a produção de citocinas (ROBERTSON & 

COOPERSMITH, 2006; DICKSON, 2009).

As citocinas são proteínas solúveis sintetizadas por várias células do 

sistema imune, que atuam como reguladores da imunidade e induzem a 

produção de imunoglobulinas através dos plasmócitos, que vão neutralizar 

toxinas bacterianas e evitar a sua adesão. A nomenclatura das citocinas é 

baseada segundo a sua célula de origem ou o bioensaio utilizado para 

identificá-las (ABBAS et al., 2000; TIZARD & ABEL, 2002).

No sistema imunológico das fêmeas a progesterona possui uma 

atividade particular, atuando na modulação da ação de linfócitos T, sendo 

capaz de suprimir a função destas células, que afetam diretamente a 

imunidade local favorecendo a instalação de infecção uterina ( D^B ROWSKI et 

al., 2007; MICHELON et al., 2006)

Sob altas concentrações desse hormônio tais linfócitos passam a 

sintetizar uma proteína imunomodulatória, chamada de Fator Bloqueador 

Induzido pela Progesterona (Progesterone Induced Blocking Factor -  PIBF). 

Essa proteína PIBF inibe a liberação de ácido aracdônico, que inibe a atividade
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das células NK (natural killer) e modifica o balanço de citocinas (MICHELON et 

al., 2006).

A resposta a infecções bacterianas depende de receptores de 

reconhecimento padrão, tais como os Toll-like (TLRs), que são expressos por 

células do endométrio (HERATH et al., 2006, 2009; SHELDON & BROMFIELD, 

2011). Em particular, as células epiteliais do endométrio e do estroma têm suas 

respostas à infecção por E. coli mediadas por TLR4, que se liga ao 

lipopolissacárideo (LPS) que conduz à secreção da quimiocina interleucina 8 

(IL8) e a citocina IL-6 (CRONIN et al.,2012).

Em cães, a IL-6 é uma das principais citocinas pro-inflamatórias, um dos 

indicadores chave da biossíntese e glicosilação de proteínas de fase aguda no 

fígado e, em concentrações elevadas refletem a ativação de uma resposta 

inflamatória (MOSHAGE et al., 1988; HACK et al., 1997).

O aumento da incidência de piometra, na fase inicial do diestro, está 

relacionado à redução da resposta celular Th1 antígeno-específico e 

diminuição da imunidade celular pela progesterona (SUGIURA et al., 2004). 

Células Th1 estão envolvidas na imunidade mediada por células e secretam 

interleucinas (IL) como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IL-18, interferon gama (IF N y) e 

fator de necrose tumoral alfa (T N Fa).

A IL-12 promove forte imunidade celular mediada pelo Th1(CHALLIS et 

al., 2009), além disso, é considerada uma das maiores citocinas pró- 

inflamatórias, pois estimula a síntese de óxido-nítrico e outros mediadores da 

inflamação. O TN Fa e IF Ny aumentam a atividade de macrófagos e, 

consequentemente, ocorre maior neutralização das bactérias devido a 

produção de óxido nítrico (SUGIURA et al., 2004).

Estudos recentes em medicina humana e veterinária sobre os perfis de 

citocinas durante a gestação têm demonstrado o comportamento dessas 

unidades na imunologia gestacional. Quanto à piometra, não existem relatos 

sobre o comportamento de citocinas em fêmeas, mas sugere-se que este 

conhecimento pode prevenir a ocorrência da doença em cadelas durante o 

diestro ou melhorar o prognóstico de fêmeas em casos graves (DENNEY et al., 

2011; FELICIANO et al., 2007; SILVA et al., 2012).
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2.3 Piometra

A infecção bacteriana uterina, também conhecida como piometra, ocorre 

comumente em 25% das cadelas não castradas (EGENVALL et al., 2001) e 

trata-se da uteropatia mais comum em cadelas (BIDDLE & MACINTIRE, 2000). 

Geralmente, é causada por bactérias gram-negativas levando a severa 

inflamação local e sistêmica (HAGMAN & GREKO, 2005). Complicações 

graves da resposta inflamatória sistêmica podem levar a endotoxemia, sepse 

e/ou choque séptico (BRADY & OTTO, 2001; HAGMAN et al., 2006). Além 

disso, a insuficiência renal aguda pode elevar acima de 70% a mortalidade das 

cadelas (FERREIRA, 2007).

A piometra ocorre na primeira metade do diestro, sendo a Escherichia 

coli o agente etiológico mais comumente encontrado. Nesta fase do ciclo estral 

há aumento da concentração de progesterona endógena (DHALIWAL et al., 

1998; TSUMAGARI et al., 2005) que favorece maior aderência da bactéria no 

tecido endometrial devido a presença de menor resposta imune (KIDA et al., 

2006; ISHIGURO et al., 2007). A progesterona endógena ou exógena pode 

levar ao quadro de hiperplasia endometrial cística e esta pode predispor o 

aparecimento de infecções oportunistas e o desenvolvimento da piometra 

(CONCANNON, 2011).

A ovariosalpingohisterectomia (OSH) é o tratamento mais efetivo na 

piometra e geralmente resulta em rápida recuperação do animal (FRANSSON 

& RAGLE, 2003; HAGMAN, et al., 2009; GARCIA FILHO et al., 2012). Contudo, 

uma pesquisa (SILVA et al., 2010) ressaltou que os receptores tipo toll (TLRs), 

que estão envolvidos na resposta inflamatória precoce (HORNE et al., 2008), 

podem ser alvos terapêuticos na prevenção da infecção bacteriana uterina e 

potencialmente em outras espécies.

De fato, a imunossupressão é um fator predisponente e observado em 

cadelas com piometra e a alteração hormonal durante o ciclo estral influencia 

nesta queda da resistência imunológica (FALDYNA et al., 2001; SUGIURA et 

al., 2004). No entanto, a cascata de eventos que levam a resposta inflamatória 

uterina ainda são pouco conhecidas (SILVA et al., 2010), principalmente,
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relativo à resposta imune das células do epitélio endometrial, considerado o 

local de primeiro contato com o agente etiológico.

2.4 Explantes Endometriais

O cultivo de explantes é uma técnica ainda em desenvolvimento, mas 

que se mostra eficaz em pesquisas de laboratório. Também conhecido como 

método ex vivo, caracteriza-se pelo cultivo de fragmentos de órgãos colhidos 

com punch de biópsia ou bisturi, incubados em placas com meio de cultura em 

temperatura semelhante à corpórea, mimetizando as condições do organismo 

vivo (BANSAL et al., 2009; RANDALL et al., 2011).

O modelo ex vivo é relatado desde a década de 30, inicialmente 

descrita em órgãos de embriões de aves (FELL & ROBISON, 1930), 

posteriormente, tecidos provenientes de ratos adultos foram cultivados e a 

viabilidade tecidual dos diversos órgãos cultivados por nove dias foi avaliada 

(TROWELL, 1959). Browning e Trier (1969) fizeram adaptações à técnica, 

adicionando nutrientes ao meio de cultura, associando a incubação em estufa a 

37°C com 95% O2 e 5% CO2.

Apesar das limitações, a técnica permite submeter fragmentos de 

órgãos do mesmo doador a diversos tratamentos, além de controlar as 

condições ambientais às quais o tecido é submetido. Poucos animais são 

necessários, uma vez que a partir de um animal são produzidos inúmeros 

explantes, facilitando a realização de experimentos e ampliando as áreas de 

investigação científica, onde a utilização de animais tem sido cada vez mais 

difícil, devido aos aspectos éticos e legais (KOLF-CLAUW et al., 2009; 

RANDALL et al., 2011).

O tempo de incubação com manutenção da viabilidade celular, 

dependendo do tecido, é um fator limitante desse modelo. Contudo, a aplicação 

de doses definidas das substâncias de interesse diretamente no órgão alvo, 

comparando amostras tratadas e controles provenientes de um único doador, 

permite a obtenção de resultados mais fidedignos (RANDALL et al., 2011).

Em cadelas, ainda há poucos estudos que padronizam a técnica de 

explantes endometriais e a correlacionam com imunidade uterina (SILVA et al.,
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2012; KARLSSON et al., 2015;), as principais referências encontradas desse 

assunto são de estudos realizados em vacas (BORGES et al., 2012; SAUT et 

al., 2014).
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS E LOCAL DE EXECUÇÃO

O presente estudo foi conduzido utilizando fêmeas caninas (Canis 

familiaris) do Projeto de Extensão de Castração do Hospital Veterinário da 

Universidade Federal de Uberlândia -  FAMEV/ UFU e Prefeitura Municipal de 

Uberlândia e aprovado pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) 

da Universidade Federal de Uberlândia (UFU) com o número de protocolo 

046/13. Foram utilizadas 37 fêmeas, adultas (2,7 ± 2,5 anos), de raças 

variadas, clinicamente saudáveis avaliadas por meio de exame clínico proposto 

(FEITOSA, 2014) e do hemograma, submetidas à ovariosalpingohisterectomia 

(OSH) eletiva. A história clínica dos animais e os dados em relação ao 

comportamento sexual e fase do ciclo estral foram anotados em fichas 

específicas.

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As cadelas foram submetidas à retirada de úteros e ovários pela técnica 

de ovariohisterectomia (OSH), de acordo com Slatter (2007). Imediatamente 

após a OSH, foram selecionados somente úteros sem evidência aparente de 

infecção por meio da visualização macroscópica e transportados em caixas 

térmicas (refrigerado) ao Laboratório de Saúde em Grandes Animais -  

(LASGRAN - FAMEV/UFU) para o processamento. Dos animais selecionados 

foram coletados 4 mL de sangue por meio de punção da veia cefálica, com 

agulha 25X7 acoplada a seringa de 5 mL descartável e acondicionadas em 

tubos com EDTA-K2 para determinação da concentração plasmática de 

progesterona.

No laboratório, os úteros selecionados foram processados e realizado os 

tratamentos de acordo com os três experimentos propostos. Com intuito de 

determinar a resposta imune inata do endométrio canino ex vivo a 

lipopolissacarídeos (E.coli 0111:B4), realizou-se experimento 1 utilizando 8 

animais. No experimento 2 , com intuito de avaliar a influência do ciclo estral



24

na resposta imune inata uterina a lipopolissacarídeos (E.coli 0111:B4) foram 

utilizadas 29 cadelas. No terceiro experimento, com intuito de avaliar a 

influência da progesterona, estradiol e dexametasona resposta imune inata 

uterina a lipopolissacarídeos (E.coli 0111:B4) foram utilizadas as mesmas 29 

cadelas do segundo experimento.

3.3. DOSAGEM DE PROGESTERONA

As amostras de sangue, no laboratório, foram centrifugadas a 720g, 

durante 8 minutos, em centrífuga Excelsa Baby (centrífuga marca FANEM, 

modelo 206), e o plasma separado em microtubos tipo eppendorf, e 

armazenado a menos 80°C até o momento das análises. A dosagem de 

progesterona foi feita pela técnica de quimioluminescência (CHENG et al., 

2012).

3.4. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.4.1. Experimento 1 - processamento dos explantes: No laboratório, 

a superfície externa do útero foi lavada com etanol 70% e realizada a incisão 

longitudinal do corno uterino com tesoura estéril. O endométrio foi exposto e 

lavado com solução de D ulbecco’s phosphate-buffered (D-PBS; Sigma-Aldrich 

Ltd, Dorset, UK) suplementado com 50 UI/mL de penicilina, 50 ^g/mL 

estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 2,5 ^g/mL anfotericina B ( Sigma-Aldrich). Os 

tecidos foram coletados do endométrio com o auxílio de punch estéril próprio 

para biopsia de 8 mm e inserido em 25 ml de solução de Hank’s B alanced Salt 

(HBSS; Sigma-Aldrich) suplementado com 50 UI/mL penicilina, 50 ^g/mL 

estreptomicina e 2.5 ^g/mL anfotericina B.

Um fragmento de 8mm do tecido uterino restante foi fixado em 

formaldeído 10% e utilizado para exame histopatológico. No interior de uma 

cabine de segurança realizou-se duas passagens dos explantes na mesma 

solução de Hank’s B alanced Salt (H B SS; Sigma-Aldrich) suplementado com 50
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UI/mL penicilina, 50 pg/mL estreptomicina e 2.5 pg/mL anfotericina B por 5 

minutos.

Os explantes foram então transferidos individualmente para placas de 

cultura celular com 24 poços com 2 mL de meio completo de cultura composto 

por RPMI (Roswel Park Memorial Institute) 1640, FBS (soro fetal bovino- 

Cultilab) tratado com T-70 dextran (Sigma-Aldrich C6241) com carvão livre de 

esteroides, suplementado com 50 UI/mL penicilina, 50 pg/mL estreptomicina e

2.5 pg/mL anfotericina B.

3.4.2. Experimento 2:

3.4.2.1. Determinação da resposta imune do endométrio e miométrio canino ex 

vivo a lipopolissacarídeos (E.coli 0111.B4): foram coletados 12 explantes do 

endométrio de cada uma das oito cadelas selecionadas, e expostos ao 

tratamento com lipopolissacarídeos (LPS) ultra-puros obtidos da Invitrogen 

(Nottingham, UK), em cinco concentrações de 0,001pg/mL, 0,01pg/mL, 

0,1pg/mL, 1pg/mL e 10pg/mL e um controle, usado de acordo com as 

instruções do fabricante. As soluções estoque e base do LPS eram, 5mg/mL e 

1mg/mL, respectivamente, diluídas em água ultra pura. Foram realizadas duas 

baterias e, após 12 e 24 horas de tratamento, em estufa de 5% CO2 a 37°C, 

cada explante foi pesado e o sobrenadante congelado a menos 20°C para 

posterior análise.

3.4.2.2. Avaliação da influência do ciclo estral na resposta imune uterina a 

lipopolissacarídeos (E.coli 0111.B4): foram utilizadas 29 cadelas e de cada 

endométrio utilizado dois explantes, um controle e outro exposto ao tratamento 

com 1pg/ml de LPS. Após 24 horas de tratamento em estufa de 5% CO2 a 

37°C, cada explante foi pesado e o sobrenadante congelado a menos 20°C 

para posterior análise.

3.4.2.3. Avaliação da influência da progesterona, estradiol e dexametasona na 

resposta imune inata uterina a lipopolissacarídeos (E.coli 0111.B4): para este 

experimento foram utilizadas as mesmas 29 cadelas do experimento 2 e de
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cada endométrio foram coletados mais cinco explantes. Os explantes foram 

tratados durante 24 horas da seguinte forma: a) dois controles; b) meio 

contendo 5ng/ml de progesterona (Sigma-Aldrich P8783); c) meio contendo 

3pg/ml de estradiol (Sigma-Aldrich E2758); d) meio contendo 5ng/ml de 

dexametasona (Sigma-Aldrich D4902). As soluções estoque e base dos 

hormônios e da dexametasona eram, 20^g/mL e 10^g/mL, respectivamente, 

todas diluídas em etanol absoluto. Após 24 horas de tratamento em estufa de 

5% CO2 a 37°C, o sobrenadante foi retirado e congelado a menos 20°C para 

posterior análise. Os explantes permaneceram na placa de cultivo por mais 24 

horas, sendo tratados da mesma forma que inicialmente procedido, no entanto 

submetidos ao tratamento com 1^g/ml de LPS. Finalizadas as 24 horas das 

placas em estufa de 5% CO2 a 37°C, cada explante foi pesado e o 

sobrenadante congelado a menos 20°C para posterior análise.

3.5. DETERMINAÇÃO DAS CITOCINAS PELA TÉCNICA DE ELISA

As concentrações de IL6 e IL12 foram avaliadas no sobrenadante e 

mensuradas por técnicas específicas de ELISA, de acordo com as instruções 

do fabricante (DuoSet® ELISA Canine IL-6 p40 kit; R&D Systems Inc., 

Minneapolis, USA;DuoSet® ELISA Canine IL-12/IL-23 p40 kit; R&D Systems 

Inc., Minneapolis, USA).

3.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Para análise estatística e confecção dos gráficos, foi utilizado o 

programa estatístico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA, EUA) e o animal considerado como unidade experimental. Os dados foram 

tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel e a estatística descritiva 

apresentada em média e erro padrão da média.

Para avaliar a presença de diferença nas concentrações de IL6 e IL12 

quando os explantes foram submetidos a diversas concentrações de LPS por 

12/24 horas, inicialmente, os dados foram submetidos ao Teste de 

Kolmogorov-Smirnov para verificar se apresentavam ou não distribuição
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paramétrica. As variáveis com distribuição paramétrica foram submetidas à 

análise de variância (ANOVA paramétrica) e pós-teste de Comparação Múltipla 

de Bonferroni. As variáveis com distribuição não-paramétrica foram analisadas 

pelo teste de KruskaN-Wallis (Anova não-paramétrica) e pós-teste de 

Comparação Múltipla de D unn’s.

Para avaliar se havia influência do ciclo estral e diferença entre 

hormônios esteroides na resposta imune inata do endométrio canino ex vivo na 

presença de LPS , utilizou-se a análise de variância (Two-way ANOVA) e nas 

situações onde houve significância o pós-teste de Comparação Múltipla de 

Bonferroni foi conduzido. O nível de significância para todos os testes foi 

P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS

Para facilitar a avaliação dos resultados obtidos, optou-se pela divisão 

deste capítulo em três partes de acordo com cada experimento, sendo a 

primeira, destinada à avaliação da resposta imune inata do endométrio canino 

ex vivo em diferentes tempos de exposição e concentrações de 

lipopolissacarídeos; a segunda, destinada à influência do ciclo estral na 

resposta imune uterina a lipopolissacarídeos; a terceira parte compreendeu em 

verificar a influência dos hormônios esteroides ovarianos na resposta imune 

inata a lipopolissacarídeos.

4.2 RESPOSTA IMUNE INATA DO ENDOMÉTRIO CANINO EX VIVO EM 

DIFERENTES TEMPOS DE EXPOSIÇÃO E CONCENTRAÇÕES DE 

LIPOPOLISSACARÍDEOS : EXPERIMENTO 1.

Para avaliar o comportamento da resposta imune inata dos explantes de 

endométrio de cadelas quando submetidas à LPS, foram utilizados explantes 

com pesos médios de 52,3 ± 19,38 mg e 52,1 ± 23,7 mg às 12 e 24 horas, 

respectivamente. Não houve diferença entre as médias dos pesos dos 

explantes (P=0,975).

Houve acúmulo de IL6 (P=0,0011) e IL12 (P=0,0044) durante 12 horas 

de exposição e este acúmulo foi crescente na dependência da concentração de 

LPS no meio entre 0,001-10 gg/ml (Figura 1A,C). Quando os explantes foram 

expostos às mesmas concentrações crescentes de LPS durante 24 horas, 

também houve acúmulo de IL6 (P=0,0017) e IL12 (P=0,0086) no meio (figura 1 

B,D), em comparação com o grupo controle.

O comportamento temporal entre as duas citocinas foi distinto nos 

momentos avaliados, entre 12 e 24 horas. O estímulo da liberação de IL6 foi 

proporcional ao tempo da exposição ao LPS, independente da concentração 

utilizada, sendo maior nas 24 horas do que às 12 horas de exposição. Para a
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IL12, as maiores concentrações foram observadas às 12 horas de exposição 

na comparação com as 24 horas.

Figura 1. Explantes de endométrio intactos em resposta a 
lipopolissacarídeos com 12 e 24 de exposição. Explantes de 
endométrio intactos de cadelas foram cultivados em meio 
controle ou meio contendo aumentos crescentes (10x) de 
0,001-10 pg/ml de lipopolissacarídeos (E.coli 0111:B4). Os 
resultados foram apresentados através da concentração média 
por mg de tecido + erro padrão da média (n=8).

4.3 INFLUÊNCIA DO CICLO ESTRAL NA RESPOSTA IMUNE UTERINA A 

LIPOPOLISSACARÍDEOS

Para investigar o efeito do ciclo estral na resposta imune inata os 

animais foram divididos conforme a concentração plasmática de progesterona 

em < 1ng/ml (n=15), 1< P4 <4 ng/ml (n=5) e >4 ng/ml (n=9). Os explantes de 

endométrio intactos acumularam mais IL6 (P=0,0169) e IL12 (P=0,0003) em 

resposta ao LPS, entretanto não houve diferença entre os grupos para IL6 

(P=0,6777) e IL12 (P=0,4516).
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Figura 2. A resposta de explantes de endométrio intactos a lipopolissacarídeos não é 
afetada pelos estágios do ciclo estral. Explantes endometriais de cadelas divididas 
segundo a concentração plasmática de progesterona (P4<1ng/ml - n=15; 1< P4 <4 
ng/ml- n=5 e P4 >4 ng/ml- n=9) foram cultivados em meio controle ou meio contendo 1 
pg/ml de lipopolissacarídeos (E.coli 0111:B4). Os sobrenadantes foram retirados após 
24 horas de cultura para mensuração do acúmulo de IL6 (a) e IL12 (b). Os resultados 
foram apresentados através da concentração média por mg de tecido + erro padrão da 
média.

4.4 INFLUÊNCIA DOS HORMÔNIOS ESTEROIDES OVARIANOS NA 

RESPOSTA IMUNE INATA A LIPOPOLISSACARÍDEOS

Pelo fato de não ter se observado efeito dos níveis plasmáticos de 

progesterona sobre a resposta inflamatória endometrial após o estímulo com 

LPS, uma alternativa foi testar se os hormônios esteroides ovarianos poderiam 

regular a imunidade inata endometrial, por meio do tratamento prévio de 

explantes endometriais intactos com esteroides exógenos antes do desafio 

com LPS.

Nas primeiras 24 horas de exposição dos explantes endometriais 

intactos aos hormônios ovarianos verificou-se que os explantes acumularam 

mais IL6 (P=0,0001) e IL12 (P=0,0006) em resposta ao LPS e sem 

interferência da exposição ao estradiol e progesterona.

Após a exposição dos explantes a LPS (24-48 horas), houve resposta ao 

desafio com acúmulo de IL6 (P<0,0001) e IL12 (P<0,0001). Houve também 

efeito do prévio tratamento com progesterona ou estradiol na resposta ao LPS, 

onde ambos os esteróides acumularam mais IL6 e IL12. Além disso, o 

tratamento prévio com dexametasona reduziu o acúmulo de IL6 após o 

estímulo com LPS, já para IL12 o tratamento prévio com dexametasona 

incrementou a resposta antes (0-24 horas) e após (24-48 horas) o estímulo 

com LPS.
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Figure 3. Hormônios esteroides exógenos regulam a resposta de IL12 ao 
LPS. Os sobrenadantes foram retirados após 24 e 48 horas de cultura para 
mensuração do acúmulo de IL6 (a,b) e IL12 (c,d). Os resultados foram 
apresentados através da concentração média por mg de tecido + erro 
padrão da média.
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5. DISCUSSÃO

5.1. Uso de explantes endometriais como modelos experimentais ex vivo 

no estudo da imunidade inata em cadelas

O uso de explantes endometriais para elucidação de mecanismos da 

imunidade inata em cadelas tem sido pouco explorado (BORGES et al., 2012; 

SILVA et al., 2012), diferentemente do observado em bovinos (BORGES et al., 

2012; SAUT et al., 2014).Em bovinos a justificativa destes estudos está 

baseada na alta incidência de infecções uterinas que ocorrem no pós-parto 

(SHELDON et al., 2009).

No entanto, em cães a piometra é uma importante doença que acomete 

25% das cadelas não castradas (EGENVALL et al., 2001) e trata-se da 

uteropatia mais comum nessa espécie (BIDDLE & MACINTIRE, 2000). 

Complicações graves da resposta inflamatória sistêmica nessa enfermidade 

podem levar a endotoxemia, sepse e/ou choque séptico (BRADY & OTTO, 

2001; HAGMAN et al., 2006). Adicionalmente a piometra leva a insuficiência 

renal aguda que pode elevar acima de 70% a mortalidade das cadelas 

(FERREIRA, 2007), o que justifica o melhor entendimento da resposta imune 

inata uterina em cadelas e a busca por outros modelos experimentais.

Uma das opções de modelos experimentais é a utilização de explantes 

de endométrio, onde é possível preservar a estrutura e manter a viabilidade 

deste tecido para avaliação da resposta imune inata, fornecendo assim um 

modelo ex vivo para tais estudos (BORGES et al., 2012), já que o cultivo de 

tecidos ou células para tais estudos, geralmente, alteram a arquitetura dos 

tecidos e seu arranjo celular, elementos estes que são necessários para o 

funcionamento normal (COOKE et al., 1997; CUKIERMAN et al., 2001; VOGEL 

& SHEETZ, 2006).

Além disso, na realização de explantes, para estudo do processo 

inflamatório, surgiu a constatação que alterações de tecidos ou células 

poderiam estimular a imunidade inata e causar inflamação (CHEN & NUNEZ, 

2010; KRYSKO et al., 2011). Neste estudo pôde-se constatar o acúmulo das 

interleucinas 6 e 12 durante 12 e 24 horas de exposição e este acúmulo foi
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crescente na dependência da concentração de LPS, mostrando que o tecido 

permanecia preservado e viável montando uma resposta imune ao estímulo, 

dados estes que corroboram com os encontrados por Borges et al. (2012) em 

endométrio bovino. Karlsson et al. (2015) também demonstraram, em cadelas, 

a resposta dependente da concentração de LPS, baixa dose (100 ng/ml) versus 

alta dose (1gg/ml), por meio da expressão gênica das quimiocinas IL-8, CXCL5 

e CXCL10, entretanto, em cultivo de células estromais do endométrio.

A liberação de citocinas e quimiocinas tem um efeito sobre o início das 

respostas imunes inata e adaptativa, dentro do trato reprodutor feminino 

(QUAYLE, 2002; SCHAEFER et al., 2004). A resposta dose-dependente de 

LPS dos explantes endometriais, observada neste experimento, para as duas 

citocinas avaliadas, corroboram com os estudos anteriores que mostraram um 

aumento na expressão de receptores tipo Toll 4, utilizados para 

reconhecimento do LPS, em células estromais (SILVA et al., 2010) e explantes 

endometriais (PANTALEO et al., 2013).

Os mecanismos da resposta imune inata são dependentes de receptores 

padrões Toll-like (TLRs) que reconhecem e interagem com os PAMP 

(pathogen-associated molecular patterns) sintetizados por esses 

microrganismos e, desse modo, iniciam uma cascata de eventos de sinalização 

que incluem uma resposta inflamatória precoce (HORNE et al., 2008; SILVA et 

al., 2010, 2012).

O LPS compõe a membrana externa de bactérias gram-negativas e, 

atua na integridade estrutural e na proteção da bactéria. Além disso, faz 

mimetismo, pois um grande número de bactérias diferentes parecem iguais, 

isso dificulta uma resposta mais específica e eficiente do organismo a cada 

uma delas (MORAN et al., 1996). Este estudo utilizou o LPS para desafiar os 

explantes, pois a bactéria E. coli é a bactéria gram-negativa mais 

frequentemente isolada no complexo hiperplasia endometrial cística - piometra 

(HAGMAN & GREKO, 2005; SILVA et al., 2010).

Em seus estudos, Silva et al. (2010) relataram pela primeira vez, o 

envolvimento da cascata de sinalização TLRs na resposta inflamatória uterina 

desafiado pela infecção por E. coli na cadela. Embora os receptores TLR2 e 

TLR4 terem sido codificados no endométrio canino na fase de diestro, estes
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genes foram significativamente estimulados nos casos de piometra por E.coli, 

possivelmente devido à ação do LPS, sobre as células do endométrio 

(ZÀHRINGER et al., 2008).

Posteriormente, Silva et al. (2012) mostraram que há a codificação de 

TLR1-7 e 9 no endométrio canino em todas as fases do ciclo estral, esta 

observação indica que o endométrio canino é capaz de reconhecer uma grande 

variedade de PAMPs e ativar uma resposta imune inata contra patógenos 

bacterianos e virais.

Na literatura consultada foram encontrados quatro (SILVA, et al. 2010, 

2012; BORGES et al., 2012; SAUT et al., 2014;) experimentos que usaram 

explantes endometriais e, destes, dois (SILVA, et al., 2010, 2012) avaliaram a 

expressão gênica de TLRs e somente dois (BORGES et al., 2012; SAUT et al., 

2014) realizaram a dosagem das citocinas no sobrenadante.

Muitas pesquisas encontradas em cadelas avaliaram a expressão gênica 

de citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, COX1, COX 2 ou receptores tipo toll 

do tecido endometrial (SILVA et al., 2010; KARLSSON et al., 2015). Na maioria 

das pesquisas utilizam se os cultivos celulares e estimulação da resposta com 

E. coli ou LPS, como os de Karlsson et al. (2015), que mostraram o aumento 

da expressão gênica das quimiocinas IL-8, CXCL5 e CXCL10 de células do 

estroma endometrial de cadelas sadias e sem infecções uterinas, além do 

aumento destas quimiocinas em cadelas com piometra comparada a cadelas 

sadias.

No presente estudo a IL6 apresentou uma dinâmica temporal diferente 

ao observado por Borges et al. (2012) em explantes endometriais bovinos 

estimulados com a mesma concentração de LPS (1pg/ml) nas 12 e 24 horas, 

onde o acúmulo de IL6, IL ip  e IL8 foram maiores nas primeiras 12 horas e 

reduziram às 24 horas, semelhante ao observado com a IL12 neste estudo. Em 

cadelas não foi encontrado nenhum trabalho que avaliou a concentração de 

citocinas pró-inflamatórias com diferentes tempos de exposição, sendo o 

primeiro trabalho a apresentar a dinâmica destas citocinas em explantes 

endometriais em cadelas.

A citocina pró-inflamatória IL-6 está envolvida na diferenciação de 

linfócitos B, recrutamento de leucócitos, produção de anticorpos e síntese de
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proteínas de fase aguda, que são importantes componentes na defesa contra 

bactérias (ROMANO et al., 1997; ISHIKAWA et al., 2004; SCHAEFER et al., 

2004; ABOUSSAHOUD et al., 2010).

A IL-12 promove forte imunidade celular mediada pelo Th1(CHALLIS et 

al., 2009), além disso, ela é considerada uma das maiores citocinas pró- 

inflamatórias, pois estimula a síntese de óxido-nítrico e outros mediadores da 

inflamação. O TN Fa e IF Ny aumentam a atividade de macrófagos e, 

consequentemente, ocorre uma maior neutralização das bactérias devido a 

produção de óxido nítrico (SUGIURA et al., 2004).

5.2. Efeito do ciclo estral na resposta imune inata uterina em cadelas

Diversos trabalhos mostram a predisposição da fase de diestro em 

reduzir a imunidade uterina em cadelas, demonstrando desta forma o efeito 

dos hormônios ovarianos na imunidade.

Tsumagari et al. (2005) relataram que o útero fica mais susceptível a E. 

coli inoculadas entre 11-30 dias após o pico de LH. A supressão da imunidade 

celular observada na primeira parte do diestro é um possível resultado das 

concentrações de progesterona crescentes, e a baixa nos níveis de estradiol 

(SUGIURA et al., 2004). Além disso, a progesterona causa um aumento na 

ligação da E. coli com o endométrio ( LEITNER et al., 2003; ISHIGURO et al., 

2007)

Neste trabalho, assim como nos trabalhos realizados em bovinos 

(BORGES et al., 2012; SAUT et al., 2014) que avaliaram a expressão gênica e 

concentração das citocinas IL-6, IL -ip  e IL-8, os explantes de endométrio 

intactos não foram afetados pelos estágios do ciclo do estral. A resposta à 

presença de LPS no cultivo estimulou a síntese e lançamento de IL6 e IL12 

pelos explantes, mas não houve diferença no concentração das interleucinas 

entre os grupos divididos segundo a concentração de progesterona

Pelo fato de não ter se observado efeito dos níveis de progesterona 

sobre a resposta inflamatória endometrial após o estímulo com LPS, uma 

alternativa foi testar se os hormônios esteroides ovarianos poderiam regular a
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imunidade inata endometrial, por meio do tratamento prévio de explantes 

endometriais intactos com esteroides exógenos antes do desafio com LPS.

Nas primeiras 24 horas de exposição dos explantes endometriais 

intactos aos hormônios ovarianos verificou-se que os explantes acumularam 

mais IL6 e IL12 em resposta ao LPS e sem interferência da exposição ao 

estradiol e progesterona.

Após a exposição dos explantes a LPS (24-48 horas), houve resposta ao 

desafio com acúmulo de IL6 e IL12. Houve também efeito do prévio tratamento 

com progesterona ou estradiol na resposta ao LPS, onde ambos os estrógenos 

acumularam mais IL6 e IL12. Além disso, o tratamento prévio com 

dexametasona reduziu o acúmulo de IL6 após o estímulo com LPS, já para 

IL12 o tratamento prévio com dexametasona incrementou a resposta antes (0­

24 horas) e após (24-48 horas) o estímulo com LPS.

Silva et al. (2010) relataram que ao longo do ciclo estral no endométrio 

canino ocorre a transcrição de genes para TLR, o que indica que a resposta 

imune é mediada pelos TLR, que é um componente importante dos 

mecanismos de defesa dentro do útero. Entretanto, no início do diestro a 

transcrição e expressão desses receptores diminui, fator este que favorece a 

implantação embrionária durante a gestação, mas pode também ser ligado à 

elevada prevalência de piometra nesta fase do ciclo estral.

Apesar das diferenças encontradas por Silva et al. (2010) nas fases do 

ciclo estral, no presente estudo observou-se que a síntese das citocinas IL-6 e 

12, quando desafiado com LPS, é semelhante no endométrio canino ao longo 

do ciclo estral. O mesmo foi encontrado por Saut et al. (2014), em explantes de 

endométrio bovino previamente tratados com hormônios esteroides e 

desafiados com cepas de E. coli vivas e LPS tratados com hormônios 

exógenos, ao se avaliar a síntese das interleucinas IL-6, IL -ip  e IL-8.

A respeito da resposta imune do endométrio canino, algumas questões 

ainda devem ser melhor avaliadas, assim como outras moléculas com efeito 

regulatório poderiam estar envolvidas e que, no presente estudo, não foram 

avaliadas. Alterações da resposta imune adaptativa teriam um efeito 

significativo sobre a evolução da doença, ou pode haver um efeito regulatório 

indireto de esteroides ovarianos sobre a imunidade inata ou adaptativa.
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6. CONCLUSÃO

Foi possível estabelecer a técnica de explantes endometriais em cadelas 

como um modelo experimental viável para aprofundar o entendimento da 

resposta imune inata uterina.

Não houve efeito do estágio do ciclo estral na resposta das citocinas ao 

estímulo de lipopolissacarídeos.

A adição de progesterona e estradiol previamente ao desafio por 

lipopolissacarídeos estimula a resposta da interleucina pró-inflamatória IL12.

A adição de dexametasona previamente ao desafio por 

lipopolissacarídeos inibe a resposta da interleucina pró-inflamatória IL6 e 

estimula a interleucina pró-inflamatória IL12.
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