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RESUMO
Contaminag@o bacteriana que normalmente infecta o endométrio bovino no poés-parto
prejudica a defesa imunoldgica quando ha estresse metabdlico, levando a endometrite e
infertilidade. A resposta do endométrio contra bactérias depende da imunidade inata,
com o reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos, estimulando a
inflamagdo, caracterizadas por secrecdo de interleucinas (IL)-1B, IL-6 e IL-8.
Entretanto, animais frequentemente falham em eliminar a infec¢do microbiana quando
apresentam reduzidas concentra¢des de glicose e glutamina, que sdo fontes de energia
para o endométrio no conhecido balango energético negativo. A continua inflamagao e
resposta imune inata contra infec¢do bacteriana no utero apds o parto compromete o
bem-estar animal. Neste estudo testou-se a hipotese de que as vias homeostaticas
conferidas pela glicose, glutamina e biotina integram o metabolismo energético e a
imunidade inata no tecido endometrial bovino. A auséncia de glicose reduziu a secre¢io
de IL-1pB, IL-6 e IL-8 em culturas de 6rgdos endometriais desafiadas com a endotoxina
lipopolissacarideo (LPS). Deplecdo de glutamina também reduziu a atividade
inflamatoria do endométrio contra LPS. Entretanto, as atividades de glicose e glutamina
dependem da presenca de glicolise. A vitamina biotina demonstrou ter carater anti-
inflamatorio, reduzindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias no endométrio. Em
conclusdo, o estresse energético metabolico afetou as respostas inflamatorias a
infecgOes bacterianas no endométrio. Providenciamos dados que demonstram como o

balango energético negativo pode estar ligado a doenga uterina no pos-parto.

Palavras-chaves: balanco energético negativo, biotina, doenca uterina, endométrio



bovino, glicose, glutamina, lipopolissacarideo.

ABSTRACT
Bacteria that usually infect the bovine endometrium at postpartum impairs immune
defense when exist metabolic stress, leading to endometritis and infertility. The
response of the endometrium to bacteria depends on innate immunity, with the
recognition of pathogen-associated molecular patterns by stimulating inflammation,
characterized by secretion of interleukins (IL) -1B, IL-6 and IL-8. However, animals
often fail to eliminate the microbial infection when they have reduced levels of glucose
and glutamine, which are sources of energy to the endometrium in the negative energy
balance. Continuous inflammation and innate immune response to bacterial infection in
the uterus after calving compromise animal welfare. In this study we tested the
hypothesis that homeostatic pathways conferred by glucose , glutamine and biotin, link
the energy metabolism and innate immunity in the bovine endometrial tissue. The
deprivation of glucose reduced the secretion of IL-1p, IL-6 and IL-8 in cultures of
endometrial organs challenged with the endotoxin lipopolysaccharide (LPS). Glutamine
depletion also reduces the inflammatory activity of the endometrium to LPS. However,
glucose and glutamine activities depend on the presence of glycolysis. The vitamin
biotin demonstrates anti-inflammatory nature, reducing the production of pro-
inflammatory cytokines in the endometrium. In conclusion, the energy metabolic stress
disrupts inflammatory responses to bacterial infections in the endometrium. We provide

data on how negative energy balance may be linked to postpartum uterine disease.

Keywords: glucose, glutamine, biotin, lipopolysaccharide, bovine endometrium,

negative energy balance, uterine disease
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Capitulo 1 — Consideracdes Gerais
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Infec¢des bacterianas do utero causam doenca e infertilidade no gado leiteiro,
particularmente apds o parto, quando levam a causa de metrite e endometrite em até
40% dos animais (SHELDON et al., 2006).

Ja é bastante compreendido que Escherichia coli, isolada do limen uterino, esta
associado com contaminagdo fecal do Utero durante o parto, embora o nivel da
contaminagdo fecal em fazendas ndo afeta o microbioma uterino ou agrava a severidade
da endometrite (CARNEIRO; CRONIN; SHELDON, 2016).

E. coli ¢ uma importante causa de patologia no endométrio (SHELDON et al.,
2010), com infec¢des frequentemente em conjunto com Trueperella pyogenes e
bactérias anaerdbicas (SHELDON et al., 2002). Além do mais, infec¢do com FE. coli é
associada a efeitos negativos no ovario, eixo hipotalamico-pituitario, e bem-estar animal
(WILLIAMS et al., 2007).

O utero ¢ capaz de bloquear e eliminar patdgenos invasores via proprio
mecanismo de defesa por barreiras fisicas e fun¢des imunes, assim mantendo suas
atividades fisiologicas normais. Porém, danos aos sistema imune € comumente
resultado de inflamag@o uterina e levando a doenga, infertilidade e até mesmo a morte
(FUetal., 2013).

O sistema imune e a reproducdo podem aparecer funcionalmente separados mas
existe uma complexa liga¢do entre ambos os sistemas. Assim, o sistema reprodutivo
encontra varios desafios incluindo doengas sexualmente transmitidas, infec¢des
sistémicas que afetam 6rgdos reprodutivos e condigdes para inflamagdo cronica, o que
pode ser solucionado por intermeio do sistema imune (KANNAKI; SHANMUGAM,;
VERMA, 2011)

O sistema imune ¢ dividido em resposta inata e resposta adaptativa. Embora a

resposta adaptativa € mais robusta e especifica, a ativagdo efetiva de especificos

15



antigenos ¢ realizada por meio da resposta imune inata (KANNAKI, SHANMUGAM;
VERMA, 2011)

Enquanto as vezes ¢ considerado que a resposta imune inata € primitiva
comparada a adaptativa, a inata vem sendo redefinida por um longo periodo, e € mais
eficiente na maioria dos casos (BEUTLER, 2004).

Esses dois sistemas sdo sequencialmente ativados durante uma infec¢do e
trabalham cooperativamente para erradicar o agente microbiano. A imunidade inata ¢ a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra o agente invasor, por outro lado, a
adaptativa ¢ tardia, quase 4-7 dias ap0s infec¢do, e inclui especificidade e longa duracio
baseada na expansdo clonal de linfocitos (KAWAIL AKIRA, 2010).

O sistema imune confere prote¢do contra uma variedade de patogenos e ¢
baseado em um limitado repertério de receptores chamados de Receptores de
Reconhecimento Padrio (RRP). Dessa forma, os receptores tém a habilidade de
reconhecer componentes bacterianos conservados evolutivamente, conhecidos como
Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PMAP). O reconhecimento de agentes
microbianos ¢ um elemento essencial para o inicio da resposta imune inata e resposta
inflamatoria (KAWAIL AKIRA, 2010)

Diferentes RRPs podem reconhecer os mesmos PMAPs, assim, orquestram
especificos patogenos e células especificas do hospedeiro para combater infecg¢des
(JANEWAY, 1989; KAWAL AKIRA, 2011).

A resposta a infecg@o microbiana no endométrio depende do RRPs, como os
receptores Toll-Like, que s@o expressos por células do endométrio. Em particular,
células epiteliais e estromais respondem a F. coli por meio do Receptor Toll-Like — 4
(TLR-4), se ligando ao lipopolissacarideo (LPS) (CRONIN et al., 2012).

Receptores Toll-like sdo RRPs definidos como proteinas ligadas a membrana
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usualmente presentes na superficie das células, mas também podem estar ligadas
internamente em endossomas (MEYLAN; TSCHOPP, 2006).

Evidéncia dos RRPs foi primeiramente descoberta usando Drosophila
melanogaster, onde o “Toll” foi necessario para prote¢do contra infec¢do flingica
(LEMAITRE et al., 1996). O primeiro receptor Toll-like em mamiferos foi identificado
em um camundongo mutante, onde TLR-4 protegeu contra a infec¢do bacteriana gram-
negativa pelo reconhecimento do LPS. (POLTORAK, 1998).

Diferentes tipos celulares expressam diversos TLRs, algumas dessas células
incluem monocitos e células dendriticas (MUZIO et al., 2000; JANEWAY;,
MEDZHITOV, 2002; KAWALI, AKIRA, 2006) Sio expressados em diferentes células e
em especificos tecidos, embora, os mecanismos que regulam a expressdo do gene para
TLR na resposta de mediadores inflamatorios ndo estd totalmente esclarecido
(MOGENSEN, 2009). Receptores Toll-like sdo amplamente divididos em dois
subgrupos dependendo de sua localizagdo e respectivo PMAP ligante. Um grupo ¢
composto por TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-11, que sdo expressados na
superficie de células e reconhecem principalmente componentes da membrana
bacteriana como lipidio, proteina e lipoproteina. Outro grupo é composto por TLR-3,
TLR-7, TLR-8, TLR-9, que sdo expressados em vesiculas intracelulares como reticulo
endoplasmatico, endossoma, lisossoma, onde reconhecem acidos nucleicos de bactérias.
(KAWAL, AKIRA, 2010).

O TLR-4 ¢ o mais extensivamente estudado RRP e ele reconhece uma
variedade de ligantes (proteinas do hospedeiro e de virus, fibrinogénio, pneumolisina)
mas ¢ mais conhecido por reconhecer o LPS. O que foi evidenciado quando analisaram
camundongos knock-out para TLR-4, demonstrando ndo serem respondentes ao LPS

(HOSHINO et al., 1999).
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A imunidade inata no trato genital ¢ altamente dependente da expressdo de TLRs
que detectardo PMAPs. Os TLRs, sdo conservados filogeneticamente e sdo capazes de
detectar uma quantidade diferente de PMAPs associados a fungos, virus e bactérias
(BEUTLER, 2004; AKIRA et al., 2006). O reconhecimento da imunidade inata de
componentes microbianos € um papel critico para defesa do hospedeiro contra infec¢io
(KAWALI; AKIRA, 2010). Embora esse reconhecimento participa de um papel maior nos
mecanismos de defesa uterina, como isso se procede ainda ndo ¢ totalmente elucidado
(ESPOSITO et al., 2014).

Os PMAPs sdo evolutivamente conservados em patogenos e geralmente criticos
para a infec¢do e patogénese. TLRs reconhecem PMAPs tais como peptideoglicano,
lipopolissacarideo (LPS), acidos nucléicos, permitindo a iniciagdo de um complexo
sinal em cascata que termina na ativagdo de fatores de transcri¢do, como o NF-kB, e
producido de citocinas, quimiocinas e até prostaglandinas (GHOSH; MAY; KOPP, 1998;
LI; VERMA, 2002; AKIRA; TAKEDA, 2004;: KANNAKI; SHANMUGAM: VERMA,
2011).

A defesa do endométrio contra infec¢des parece estar ligada a imunidade inata,
que quando ativada leva a uma resposta inflamatoria produzindo citocinas (WIRA et al,
2005; MOR; CARDENAS, 2010).

Durante o periodo pds-parto, ha um aumento na expressdo de genes referentes a
codificagio de TLRs, mediadores inflamatérios e citocinas pro-inflamatorias como
interleucina (IL)-1A, IL-6, IL-8 e IL-1B, além de moléculas efetoras como as proteinas
de fase aguda, sdo caracteristicas da resposta imune local do endométrio
(CHAPWANYA et al., 2009).

O processo da ligagdo ao TLR induz vias de sinalizag¢do terminando na produgdo

de citocinas pré-inflamatorias. Quimiocinas, como a IL-8, atrai neutrofilos e
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macrofagos para o sitio de infecg@o e dano tecidual, onde essas células hematopoiéticas
sdo reguladas por citocinas como a IL-6. No utero pos-parto, o epitélio ¢
frequentemente lesionado, com migracdo de neutrofilos e macrofagos por meio do
estroma (HURST et al, 2001; KAWAI, AKIRA, 2006; CARNEIRO; CRONIN;
SHELDON, 2016).

O estresse metabolico compromete a reposta inflamatoria contra infecgdes
bacterianas no utero bovino apds o parto (WATHES et al., 2009).

Atualmente, o gado de leite foi geneticamente selecionado para uma maior
producdo de leite, em até trés vezes mais em comparacdo ao gado ndo selecionado.
Durante o inicio da lacta¢do, estas vacas sdo fisicamente incapazes de alimentar o
suficiente para atender a demanda de nutrientes (especialmente a glicose) necessaria
para suportar os niveis extremamente elevados da produgéo de leite. Consequentemente,
o gado entra em um estado de balango energético negativo cronico (BEN), levando a
mobilizagdo do tecido adiposo para fornecer glicose para a producdo de leite. BEN ¢ um
fator de risco para disfun¢do ovariana (LEROY et al., 2008) aparentemente por causa
das adaptacdes hormonais e metabolicas que ocorrem em resposta a BEN.
Consequentemente, estas vacas tém muito baixa fertilidade (WATHES et al., 2007)
caracterizada, entre outras coisas, pela prolongado anestro pos-parto, anovulagdo e do
desenvolvimento de foliculos ovarianos cisticos. Existe evidéncia consideravel de
estudos em diversas espécies que mostram que a hipoglicemia e BEN inibem o sistema
reprodutivo a nivel hipotalamico (FURMAN; WADE, 2007).

Sugeriu-se que o BEN impede a resposta inflamatoria e a eliminac¢do da bactéria
no endométrio, levando a endometrite cronica (WATHES et al., 2009; ESPOSITO et al.,
2014), 1sso € controverso porque a indug¢do de BEN ndo impediu a resposta imune inata

contra bactérias na glandula mamaria bovina (MOYES et al., 2009).
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O gado de leite tem baixas concentragdes de glicose no sangue periférico,
porque a glicose é rapidamente sequestrada pela glandula mamaria para produgdo de
energia e lactose (LUCY, 2006)

A homeostase da energia celular depende de multiplos sistemas, incluindo
uptake de glicose via transportadores de glicose na membrana plasmatica, produgdo de
ATP wvia glicolise, ciclo de Krebs e glutamindlise (VANDER HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2009; ZONCU, EFEYAN; SABATINI, 2011; HARDIE; ROSS;
HAWLEY, 2012).

A glicose ¢ um substrato de energia importante para a geracdo de ATP para as
fung¢des metabdlicas e fisiologicas do endométrio (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016). A
glicose pode ser metabolizada ao longo de diferentes vias, incluindo a glicolise, a via de
sintese de glicogénio, a via de hexosamina e a via da pentose fosfato.
Independentemente da via, o primeiro passo ¢ o metabolismo da glicose em piruvato.
Os resultados desses caminhos sdo ATP e NADPH (DUPONT;, SCARAMUZZI, 2016).

A glicose ¢ a principal fonte de energia nas células vivas. Assim, o seu
desequilibrio pode prejudicar a fungdo celular normal e a imunidade de organismos
(CHEN et al., 2016) Sua participagdo no metabolismo esta envolvida na glicélise, ciclo
de Krebs e fosforilacido oxidativa (OXFOS) (DIMELOE et al., 2016).

Em piruvato, a glicose € convertida por meio de reacdes enzimaticas sequenciais
que ocorrem no citosol. Os intermediarios do processo podem ser posteriormente
metabolizados para produzir precursores para a sintese de acidos nucleicos, lipideos e
aminoacidos. O piruvato pode ser oxidado nas mitocondrias completando o ciclo de
Krebs ou reduzido a lactato e excretado (LUNT, VANDER HEIDEN, 2011; DIMELOE
etal., 2016).

O piruvato, uma vez convertido na mitocondria a acetil-CoA pela piruvato
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desidrogenase, entra no ciclo de Krebs para se obter intermediarios biosintéticos
(citrato, a-cetoglutarato e oxaloacetato) e reduz a carregadores de elétrons (NADH e
FADH2) que conduz a OXPHOS pela cadeia de transporte de elétrons. (LUNT,
VANDER HEIDEN, 2011; DIMELOE et al., 2016).

O metabolismo da glicose vem sendo demonstrado como vital para células do

sistema imune

2

como no caso de linfocitos (DIMELOE et al., 2016) e macréfagos
(TANNAHILL et al., 2013), porém, nesses casos, a excre¢do de lactato ¢ aumentada,
indicando um aumento da redugdo de piruvato em lactato, em vez da oxidagdo do
piruvato através do ciclo de Krebs e consequente produgdo de ATP. Este 'Warburg
Effect' (glicolise aerobica) foi descrito pela primeira vez em células tumorais
(WARBURG, 1956), onde as células rapidamente geram ATP e substratos de carbono a
partir do fluxo de glicose através da glicolise, em vez do ciclo de Krebs (VANDER
HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009, LEVINE; PUZIO-KUTER, 2010).
Curiosamente, as respostas imunes inatas contra bactérias também induzem o efeito
Warburg em macrofagos (TANNAHILL et al., 2013).

Aminoacidos nfo essenciais também tem importante papel na fungdo do sistema
imune. Entre eles, glutamina ¢ um dos mais versateis aminoacidos em termos de uso
metabolico aplicada a ciéncia animal (LOBLEY; HOSKIN; MCNEIL, 2001).

As células utilizam a glutamina para variadas fun¢des. E amplamente
reconhecida como um nutriente primario para manuten¢do da homeostase corporal em
mamiferos sendo o mais abundante aminoacido no plasma (aproximadamente 20%)
(SCALISE et al., 2015). Glutamina ¢ classificada entre os aminoéacidos ndo essenciais
uma vez que pode ser sintetizada a partir de a-cetoglutarato. Entretanto, se torna
essencial condicionalmente durante proliferacdo celular e sob condi¢des de doencas

especificas (CAREY et al., 2015). De fato, em caso de alta demanda de energia,
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glutamina enddgena ndo € o suficiente e é necessario adquirir glutamina pela dieta
(SCALISE et al., 2015). Glutamina entra no ciclo de Krebs como a-cetoglutarato e em
teoria € capaz de produzir 8 NADH, 3 FADH, e 3 ATP, apds completa oxidag@o. Mais
ATPs serdo produzidos apos a completa fosforilagdo oxidativa (Moreno-Sanchez et al.,
2014; Wu, 2009).

Pode ainda representar energia para células por: fornece atomos de carbono para
o ciclo de Krebs desencadeando produgdo de ATP sob condigdes metabolicas normais.
Pode ser ainda usada para formagao de glicose por meio da gliconeogénese.

Mitocondrial glutaminase ¢ a enzima chave para catalisar a conversdo de
glutamina em glutamato que pode produzir a-cetoglutarato. Entdo, glutamina entra no
ciclo de Krebs como a-cetoglutarato e produz ATP por meio da via succinil-CoA
sintetase. (SCALISE et al., 2015).

A glutamina ¢ capaz de regular a expressdo de varios genes envolvidos na
sinalizacdo celular, metabolismo, proliferac¢do celular, defesa celular (CURI et al., 2005;
BRASSE-LAGNEL; LAVOINNE; HUSSON, 2009).

Vacas com infusdo intravenosa com glutamina demonstraram modulagido de
proteinas de fase aguda, sugestionando um possivel papel desta na produgdo de
citocinas por células do sistema imune (JAFARI et al., 2006). Estudos em animais
informam que a administragdo de glutamina pode aumentar a produgdo de IL-1P e IL-6
por macrofagos (WELLS et al., 1999). Em outro estudo em vacas demonstrou-se que
suplementagdo com glutamina tem altas producdes de IL-6 (CAROPRESE et al., 2012),
mostrando uma dose dependéncia de suplementacdo dela na fungdo imune de vacas e
modulag¢do da produgdo de citocinas.

Vitaminas como a Biotina, também s3o importantes para o sistema imune

funcionar efetivamente (MAGGINTI et al., 2007). Ainda ha outros importantes papéis
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para biotina como na regulacdo do estresse celular oxidativo, expressdo de genes e na
fungdo efetiva de células do sistema imune (RODRIGUEZ-MELENDEZ; ZEMPLENI,
2003; KUROISHI et al., 2008; SAID, 2012; KUROISHI, 2015; AGRAWAL:
AGRAWAL; SAID, 2016).

Estudos anteriores demonstraram que a deficiéncia de biotina tem um impacto
na resposta imune (KUROISHI et al., 2008; KUROISHI, 2015) e em células dendriticas
(AGRAWAL; AGRAWAL; SAID, 2016).

Ruminantes produzem biotina como resultado da fermentagdo bacteriana no
ramen, ¢ ¢ um nutriente essencial tanto para o crescimento bacteriano quanto para gado
de leite. Recentes estudos demonstram que a suplementagdo com biotina é importante
para aumentar a lactagdo no gado leiteiro (CHEN et al., 2011; LEAN; RABIEE, 2011),
mas ainda como a biotina interage com a resposta imune no endométrio, ainda ndo ¢
esclarecida.

A biotina pode ainda afetar o crescimento, proliferacdo e diferenciagdo celular
(DAKSHINAMURTI, CHALIFOUR; BHULLAR, 1985). Potencialmente, o
crescimento celular anormal e diferenciacdo pode levar a func¢do imune diminuida
(BAEZ-SALDANA et al., 1998). Estudos prévios tém fornecido evidéncia de que
células mononucleares humanas respondem a proliferagdo celular com maior absor¢do
de biotina (ZEMPLENI; MOCK, 1999), mediada pelo aumento da expressdo de
transportadores de biotina (ZEMPLENI, STEVEN STANLEY, MOCK, 2001). As
células em proliferagdo utilizam esta vitamina para aumentar a biotinilagdo de
carboxilases (ZEMPLENI, MOCK, 2000) e histonas (STANLEY, GRIFFIN;
ZEMPLENI, 2001) em comparagdo com células quiescentes. A ingestdo de doses
farmacoldgicas de biotina por seres humanos pode reduzir as taxas de proliferagdo de

células mononucleares e secrecdo de algumas interleucinas por estas células
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(ZEMPLENI;, HELM; MOCK, 2001).

Entender como vias de inflama¢do em nivel molecular que participa num
importante papel na fungdo imune, metabolismo e reproducdo, pode melhorar a
habilidade de prevenir desordens no gado (ESPOSITO et al., 2014).

Em geral, o objetivo desse estudo foi determinar a interagdo entre metabolismo e
imunidade inata no endométrio bovino. Para tanto, foi avaliado o efeito da
disponibilidade de glicose, glutamina e biotina nas células e tecidos endometriais

quando desafiados com lipopolissacarideo.
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Capitulo 2 — Efeito da glicose no metabolismo energético e imunidade
inata do endométrio bovino

Artigo publicado no periddico PLoS ONE

Resumo

34



Defesas contra as bactérias que normalmente infectam o endométrio bovino no pos-
parto sdo prejudicadas quando ha estresse metabolico, levando a endometrite e
infertilidade. A resposta do endométrio contra bactérias depende da imunidade inata,
com o reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos estimulando a
inflamacgdo, caracterizadas por secre¢do de interleucinas (IL) -1p, IL-6 e IL-8. Como o
estresse metabolico afeta as respostas teciduais contra patdgenos ndo € clara, mas a
conexdo entre metabolismo energético e imunidade inata demonstra que quando um ¢
afetado o outro também pode ser afetado. Nesse estudo testou-se a hipotese de que as
vias homeostaticas integram metabolismo energético e imunidade inata no tecido
endometrial bovino. A auséncia de glicose reduziu a secreg¢do de IL-1B3, IL-6 e IL-8 a
partir de culturas de 6rgdos endometriais bovinos ex vivo desafiados com os padrdes
moleculares associados a patogenos lipopolissacarideo e lipopeptideo bacteriana. As
respostas inflamatérias do endométrio para lipopolissacarideo ndo foram afetadas pelo
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, que € um regulador do metabolismo
endocrino. As respostas inflamatorias ao lipopolissacarideo aumentam o consumo de
glicose pelo endométrio induzindo o efeito Warburg, que pode exacerbar os défices na
disponibilidade da glicose no tecido. Em conclusdo, o estresse energético metabolico
afetou as respostas inflamatorias a padrdes moleculares associados a patogenos em

tecido endometrial bovino.

Introducao
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O estresse metabolico compromete as respostas inflamatorias de defesa contra
infecgOes bacterianas do utero em bovinos apds o parto, mas ndo estd claro como o
metabolismo e a imunidade estdo integrados no endométrio. Porém, héa evidéncias
emergentes que o metabolismo energético e a imunidade inata estdo interagidos nos
tecidos [1,2].

A compreensdo de como o metabolismo e imunidade estdo integrados no
endométrio ¢ importante porque a falta de um eficiente comabte as infecgdes
bacterianas no pds-parto leva a doenga uterina em até 40 % do gado leiteiro, e, o custo
do tratamento, a reducdo da produc@o de leite e a substituicdo de animais inférteis gera
um custo aproximado de € 1,4 bilhdes ao ano na Unido Europeia [3].

A demanda energética da lactagdo € trés vezes a taxa metabolica de repouso
diario, para o gado de leite de alto rendimento. Correr 100 km todos os dias € uma
demanda energética equivalente para seres humanos. A vaca leiteira ndo consegue
consumir alimentos suficientes para satisfazer a demanda metabdlica da lactagdo,
levando ao balango energético negativo. Por conseguinte, ha uma reducdo na
disponibilidade de glicose e do fator de crescimento semelhante a insulina — 1 (IGF - 1)
no plasma periférico [4,5]. Além disso, todo o gado leiteiro tem uma invasdo de
numerosas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas no utero apos o parto [6,7].

O balango energético negativo esta associado com a persisténcia destas
infecgdes, causando doenca uterina [5,8,9]. No entanto, pouco se sabe sobre os
mecanismos que conectam o estresse energético e a imunidade no endométrio.

A homeostase energética celular depende de multiplos sistemas, incluindo a
captagdo de glicose por meio de transportadores de glicose na membrana plasmaética, a
producdo de ATP a partir da glicose via glicolise e do ciclo de Krebs, e no controle do

metabolismo celular pela proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e proteina alvo da
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rapamicina em mamiferos (mTOR) [10,11]. Transportadores de glicose estdo
amplamente distribuidos no utero da maioria das espécies animais, e alguns sdo
regulados pelos esteroides ovarianos e insulina [12], também sdo expressos no
endométrio bovino, e particularmente nas células epiteliais, mas ndo sdo regulados por
esterdides ovarianos [13]. Estresse metabolico também pode induzir a glicdlise
aerobica, conhecido como o efeito Warburg, onde as células rapidamente geram ATP e
substratos de carbono a partir do fluxo de glicose através da glicédlise em vez de o ciclo
de Krebs [14,15]. Interessantemente, as respostas da imunidade inata contra bactérias
induzem o efeito Warburg em macrofagos murinos [16].

A imunidade inata ¢ baseada em receptores de reconhecimento de padrdes
celulares, tais como receptores Toll-like (TLRs), e na sua liga¢do a padrdes moleculares
associados a patogenos [17,18]. Por exemplo, o TLR-4 se liga ao componente
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas, enquanto o TLR-2 se liga a
lipopeptideos bacterianos. A ligacdo de padrdes moleculares associados a patogenos aos
TLRs gera a liberagdo de de citocinas e quimiocinas, tais como a interleucina ( IL )-1[,
IL-6 e IL-8, que atraem e regulam células imunitarias hematopoiéticas, para eliminar os
microrganismos invasores [17-19]. No entanto, esta resposta imune inata precisa ser
rapida e vigorosa o suficiente para eliminar eficientemente os microrganismos dos
tecidos, ou inflamagdo cronica pode desenvolver-se [19]. As respostas inflamatérias do
endométrio bovino contra infecgdes bacterianas no pos-parto sdo tipicamente da
imunidade inata, com o aumento de IL-1f, IL-6 e IL-8 [20-22]. Além disso, o tecido e
células endometriais expressam TLR-2 e TLR-4, e conferem respostas inflamatorias ao
LPS e lipopeptideos in vitro [23-26].

Vem sendo sugerido que o equilibrio energético negativo diminui a resposta

inflamatoria e a eliminagdo de bactérias do endométrio, levando a endometrite crénica
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[5,9]. Esta visdo ¢ controversa porque balango energético negativo induzido ndo
prejudica as respostas imune inata contra bactérias na glandula mamaria de bovinos
[27]. Para explorar este enigma sobre as intera¢des entre o metabolismo energético e
imunidade inata, foi utilizada uma abordagem em culturas de endométrio bovino ex-
vivo, que secretam citocinas e quimiocinas em resposta a padrdes moleculares
associados a patogenos, semelhante aos tecidos in vivo [25,26].

Como nosso objetivo foi estudar a resposta do tecido, culturas do tecido
endometrial tém vantagens sobre células isoladas porque as culturas de 6rgdos mantem
a arquitetura do tecido. O presente estudo testou a hipotese de que as vias homeostaticos

integram o metabolismo energético e imunidade inata no endométrio bovino.

Resultados
Resposta inflamatéria é atenuada em auséncia de glicose

Para examinar o impacto da auséncia de glicose sobre a resposta imune inata,
8mm de didmetro do endométrio bovino para cultura foram colocadas em placas de 12
pogos, durante 24 h em meio contendo uma gama de quantidades de glicose (0 a 1,8
mg/orgdo), desafiados com controle (veiculo, préprio meio) ou LPS de E. coli (100
ng/ml, ligante de TLR-4 ), Pam3CysSerLys4 (PAM, 100 ng/ml, lipopeptideo ligante de
TLR-2 / TLR-1), ou ligante estimulador de fibroblasto — 1 (FSL-1, 100 ng/ml,
lipopeptideo ligante de TLR-2 / TLR-6 ). O maximo 1,8 mg/orgdo de glicose foi gerada
através do fornecimento para cada pogo da cultura com 2 ml de meio contendo 5 mM de
glicose . Embora a disponibilidade precisa de glicose no endométrio pos-parto €
desconhecido, e provavelmente menor do que no plasma periférico, a maior quantidade
de glicose fornecida foi selecionado porque a concentragdo de glicose no plasma

periférico ¢ aproximadamente 4 mM em animais sadios [5]. As quantidades de glicose
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foram expressas em mg/6rgdo para focar na disponibilidade de glicose em vez de
concentragdes de glicose, que sdo mais relevantes para os estudos de células na corrente
sanguinea do que para os tecidos. No6s previamente validamos que as culturas de 6rgdos
endometriais secretam IL-1B, IL-6 e IL-8 apds 24 h de desafio com LPS [25,26]. No
entanto, limitar a disponibilidade de glicose reduziu a acumulagéo de IL-1f3, 1L-6 e IL-8
em resposta ao LPS em pelo menos 50% (Fig. 1A — 1C, n = 4 animais). Comparado
com a maxima disponibilidade de glicose, o efeito de limitar a glicose na resposta de IL-
1B, IL-6 e IL-8 contra LPS foi primeiro evidente a 0,72, 0,36 e 0,72 mg/6rgdo de
glicose, respectivamente (P < 0,05 ; ANOVA com compara¢do multipla de Dunnett).
Limitando a disponibilidade de glicose também tende a reduzir a IL- 3, I -6 e IL-8 em
respostas a PAM e FSL-1 (Fig. 1A-1C).

Uma preocupagdo era que a auséncia de glicose e/ou padrdes moleculares
associados a patogenos poderia indiretamente limitar a acumulacdo de mediadores
inflamatorios, reduzindo a viabilidade celular. Assim a viabilidade celular foi avaliada
por mensura¢do da concentragdo de lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante de
cultura pelo fato de que o vazamento de LDH ¢ associado a células em apoptose
[25,26]. No entanto, a concentragdo de LDH em sobrenadantes ndo diferiram
significativamente entre os desafios (Fig. 1D) e também no controle.

Nos experimentos subsequentes foram utilizados o LPS devido as respostas
inflamatorias contra LPS serem mais evidente entre os padrdes moleculares associados
a patogenos.

A seguir, considerou-se o efeito da disponibilidade de glicose no modelo de
inflamagdo era dependente da quantidade total de glicose disponivel para os tecidos ou a
concentragdo de glicose no meio de cultura. Tecido endometrial foi cultivado em placas

de 24 pogos, durante 24 h, nas mesmas quantidades de glicose tais como utilizadas na
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Fig. 1A-1D (0 a 1,8 mg de glicose por o6rgdo) mas usando metade do volume do meio
por orgao (1 ml / pogo). Esta abordagem duplicou as concentracdes de modo a que a
concentracdo maxima de glicose foi de 10 mM (Fig. 2A-2C), em compara¢do com 5
mM nas Fig. 1A-1D. Limitando a disponibilidade de glicose reduziu a acumulagido de
IL-6 e IL-8 em resposta a LPS, pelo menos em 45% (Fig 2A e 2B, n = 7 animais), mas
ndo afetou significativamente a viabilidade das células, conforme determinada pelas
concentragdes de HDL (Fig. 2C).

A concentragdo de IL-1B ndo foi mensurada, porque ndo houve suficiente meio
para realizar um quarto ensaio. O efeito de limitagcdo de glicose na produgdo de IL-6 e
IL-8 contra LPS foi evidente no primeiro 0,72 mg/érgdo de glicose, em comparagdo
com a disponibilidade de glicose méxima (P <0,05; ANOVA com teste de comparacdo
multipla aos pares de Dunnett). Estes dados fornecem evidéncia de que a
disponibilidade de glicose, em vez da concentracdo de glicose, influenciou as respostas
inflamatorias do tecido endometrial.

Em seguida, foi avaliado se a reduzida resposta inflamatoria contra LPS
associada com reduzida disponibilidade de glicose poderia ser resgatado pela adigdo de
glicose as células endometriais. Assim, o tecido endometrial foi cultivado placas de 12
pogos, utilizando 2 ml de meio contendo 1,8 mg/6rgdo de glicose ou meio isento de
glicose, por 24 h; posteriormente, os meios foram repostos com 2 ml de meio contendo
1,8 mg/6rgdo de glicose ou meios isentos de glicose, desafiado com veiculo ou LPS
(100 ng/ml) durante 24 h. Déficts de glicose no primeiro ou no segundo periodo de 24 h
reduziu a acumulagdo de IL-6 e IL-8 em pelo menos 50 % ( Fig. 2D e 2E) em
compara¢do com células mantidas durante todo o experimento em 1,8 mg de glicose ,
embora, a re-alimentacdo de glicose apos um periodo de esgotamento parcialmente

resgatou a resposta de IL-8 (Figura 2E) .
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Também foi analisado o impacto da glicose na expressdo de genes para IL-1q,
IL-6 e IL-8 (Fig. 5). PCR quantitativo para esse genes foram realizados no tecido
endometrial com variada concentra¢do de glicose, desafiados com 1 ng/mL de LPS ou
veiculo controle. Observamos que aquele tecido endometrial com maior quantidade de
glicose obteve maior expressdo de genes para as citocinas quando desafiado com LPS.
IL-1a ¢ conhecida como uma molecula associada a danos, liberada apenas quando a
célula sofre algum tipo de injuria, e como € praticamente internalizada, a sua presenga
em sobrenadante ndo seria mensuravel por ELISA, sendo a avaliagdo por qPCR mais
aconselhada [21,23].

Tomados em conjunto, os dados das Figuras 1, 2 e 5 suportam o conceito que
a redugdo da disponibilidade de glicose no tecido endometrial limita as respostas

inflamatorias aos padrdes moleculares associados a patdgenos.

IGF-1 ¢ a inflamacgao

O fator de crescimento semelhante a insulina — 1 (IGF-1) regula o crescimento
celular e o metabolismo [28,29]. Em comparagdo a animais sadios, animais no pos-parto
sob estresse metabolico tém niveis plasmaticos mais baixos de IGF-1, aproximadamente
<50 ng/ml [30]. Dessa forma, examinamos se a adi¢do de IGF-1 pode aumentar as
respostas inflamatérias contra padrdes moleculares associados a patogenos. Tecido
endomentrial foi cultivado em meio contendo 1,8 mg de glicose por 6rgdo com veiculo
ou uma gama de concentragdes de IGF-1 (25, 50 ou 100 ng/ml) durante 24 h. O meio
foi entdo aspirado e os explantes foram desafiados durante 24 h com meio contendo
veiculo ou LPS a 100ng/ml, com a correspondente concentracdo de IGF-1. A
acumulagdo de IL-1B, IL-6 e IL-8 nos sobrenadantes desafiados com LPS ndo foi

significativamente modulada por IGF-1 (Fig. 3 a-c, P> 0,41, ANOVA, n = 4 animais).

41



Ainda, IGF-1 n3o afeta significativamente a viabilidade das células, conforme
determinado pela medi¢cdo das concentragdes de LDH nos sobrenadantes (todos os
valores dentro de £ 10% do controle, P = 0,56, ANOVA). Um tratamento mais curto de
6 h com IGF-1, anteriormente ao desafio de 24 hs com LPS, produziram resultados
semelhantes, com nenhum efeito significativo na produgdo de IL-1p, IL-6 ou IL-8 no
sobrenadante (Fig. 3 d-f). Estes dados fornecem evidéncia de que o IGF-1 ndo foi um

regulador importante das respostas inflamatorias endometriais ao LPS.

Resposta contra LPS € energeticamente dispendiosa

Tendo estabelecido que a auséncia de glicose (Fig. 1) teve maior impacto sobre a
inflamagdo, a etapa final foi examinar se as respostas do endométrio contra LPS foram
energicamente dispendiosas, o que pode agravar o impacto do estresse metabolico na
imunidade inata nos tecidos. Explantes do endométrio foram colocadas em 12 pogos
com 2 ml de meio controle ou meio contendo 100 ng/ml de LPS, e as concentra¢des de
glicose mensuradas ao longo de 24 h. Além disso, porque o tecido contém muito mais
células do que uma monocamada de cultura, os experimentos também foram repetidos
usando célula endometrial do estroma e do epitélio, usando 1 ml/pogo em placas de 24
pogos, e as concentragdes de glicose mensuradas ao longo de 48 hs. Os dados foram
expressos referente a glicose total em cada pogco e, como esperado, a glicose foi
esgotada em culturas de explantes (0 vs 24 h, 1,77 £ 0,02 vs. 0,95 £+ 0,06 mg/pogo, P
<0,001, t- teste, n = 4 animais). De modo semelhante, a glicose foi esgotada do meio por
culturas de células epiteliais (0 vs 48 h, 1,93 £ 0,01 vs. 1,57 £ 0,07 mg/pogo, teste t P
<0,001, n = 4) e por culturas de células do estroma (0 vs 48 h, 1,84 + 0,03 vs. 1,52 +

0,11 mg/pogo, P <0,001, teste t, n = 4). No entanto, quando explantes ou células foram
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desafiados com LPS, houve um aumento da taxa de deple¢do de glicose do meio de
cultura, em comparagdo ao controle (Fig 4A-4C, P <0,05, ANOVA, n =4).

Como LPS estimulou o consumo de glicose, foi utilizado Analisador de Fluxo
Extracelular (Seahorse Bioscience) para examinar se LPS induziu o efeito Warburg. A
taxa de acidificagdo extracelular (ECAR) foi medida a cada 10-12 min ao longo de um
periodo de 4 h, como um indicador da producdo de lactato, quando explantes foram
desafiados com veiculo controle ou LPS em meio contendo 1,19 mg/6rgdo de glicose.
Como ndo ha dados relacionados a ECAR, células estromais endometriais € monocitos
do sangue periférico foram empregados como comparadores [31]. Antes do desafio com
LPS, a ECAR foi de 15,3 + 7,3, 203 £ 2.3 e 13,7 + 1,6 mph/min (média = SEM) para
endométrio, células estromais e monocitos, respectivamente. No entanto, a ECAR foi
aumentada em resposta a LPS em culturas de orgdos endometriais (Fig. 4D, P <0,05,
ANOVA, n = 3 animais), células do estroma (Fig. 4E, P <0,001, ANOVA, n = 3) e
monocitos (Fig. 4F, P <0,001, ANOVA, n = 3). Em conjunto, estes dados suportam o
conceito de que o endométrio utiliza a glicose como fonte de carbono, e que o LPS

estimula ainda mais o consumo de glicose.

Discussao

A justificativa para o presente estudo foi que déficits de energia metabolica estdo
associadas com respostas imunologicas inadequadas e doenga uterina [5,8,9]. Foi
discutido que a regulag@o da energia metabolica e as respostas inflamatorias a infecgdes
tanto visam atingir a homeostase do tecido, e estdo comumente integrados [1,10,19].
Nesse estudo, evidéncias de que interagcdes entre o metabolismo e imunidade inata
dependem da disponibilidade de glicose foi observada, o que ¢ fundamental para a

manutengdo da homeostase energética nos tecidos. A auséncia de glicose reduziu
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respostas inflamatdrias em tecido endometrial cultivado com padrdes moleculares
associados a patogenos, e ainda reduz secrecdo de IL-6 e IL-8 em resposta a LPS. A
resposta inflamatoria contra LPS foi energicamente dispendiosa e induziu o efeito
Warburg,. Estes dados fornecem evidéncias de que disponibilidade de glicose impacta a
imunidade inata no endométrio bovino.

A fonte mais fundamental de energia celular ¢ o ATP, derivado principalmente
do metabolismo da glicose através da glicdlise e fosforilagdo oxidativa no ciclo de
Krebs [10,14]. Para examinar a resposta imune inata para padrdoes moleculares
associados a patogenos, culturas do tecido endometrial bovino ex vivo foram
exploradas, porque mimetizam respostas inflamatorias in vivo a bactérias [25,26]. No
presente estudo, limitada disponibilidade de glicose reduziu as concentragdes de IL-1p,
IL-6 e IL-8 no tecido endometrial em resposta ao LPS, embora houvesse mais efeitos
modestos sobre as respostas inflamatdrias aos lipopeptideos. Notavelmente, os efeitos
da glicose sobre a inflamagdo foram determinados pela disponibilidade de glicose, ao
invés da concentracio de glicose no meio.

A taxa de consumo de glicose pelos explantes do endométrio no presente estudo
foi de cerca de 25 ng/mg/min, semelhante as observac¢des anteriores [40]. No entanto, os
déficits na disponibilidade de glicose em tecidos, como durante o periodo pos-parto, sdo
agravados pelo aumento do consumo de glicose. No presente estudo, houve aumento do
consumo de glicose quando o tecido endometrial ou células foram desafiadas com LPS.
Além disso, o LPS induziu o efeito Warburg no tecido endometrial, tal como
determinado pelo aumento da ECAR. Estas observagdes sdo semelhantes ao trabalho
anterior com células dendriticas e macrofagos de murideo e humanos, em que o LPS
também induziu o efeito Warburg [16,31,32]. Tais adaptagdes metabolicas ao LPS sdo

provaveis partes da resposta imune inata integrada durante infec¢des bacterianas [2,19].
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Entretanto, além da adaptacdo, estresse metabdlico claramente afetou a
inflamagdo no presente estudo, e limitou a imunidade in vivo [5]. Esta perturbagio da
resposta inflamatoria é importante porque respostas inflamatorias insuficientemente
rapidas ou robustas levam a infec¢do persistente e inflamagdo cronica [19], que € um
sinal cardinal de endometrite em bovinos [33]. Estresse metabolico comprometendo a
defesa contra agentes patogénicos também ¢ evidente em outras espécies. Até Mesmo
abelhas s3o mais propensas a morrer quando desafiados com LPS, se estiverem sedentas
por agucar [34].

Considerou-se que reguladores mais generalizadas do metabolismo no tecido,
IGF-1, poderiam modular as respostas inflamatdrias contra LPS no endométrio. Como
concentragdes de IGF-1 estdo reduzidas no plasma periférico apos o parto, acreditava-se
que IGF-1 pode ser diretamente responsavel por mediar os efeitos do balango energético
negativo sobre a saude uterina [4,5,35]. No entanto, no presente estudo, IGF-1 exogena
ndo modulou as respostas inflamatorias ao LPS no endométrio. O endométrio pos-parto
¢ provavel de enfrentar o conflito da imunidade inata prejudicada por causa da reducdo
da disponibilidade de glicose e aumento do metabolismo celular durante a resposta
inflamatoria a bactérias. De fato, o endométrio € provavelmente ainda mais
metabolicamente comprometido in vivo por exigéncias de glicose para a energia € como
um substrato de carbono para satisfazer as necessidades de uma vasta quantidade de
reparacdo e regeneragdo do endométrio que ocorre no pds-parto [41]. Estas tensdes
metabolicas adicionais podem explicar o porqué de a defesa endometrial ser
comprometida durante o balango energético negativo apos o parto, enquanto que a
imunidade inata na glandula mamaria ndo € comprometida durante o BEN induzido

[5,27].
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O metabolismo energético celular depende do transporte e da utilizagdo de uma
multiplicidade de substratos de carbono [1,10,11]. Transportadores de glicose regulam o
movimento de glicose nas células, e alguns s3o regulados por esteroides ovarianos e
insulina no endométrio murino e humano [12]. No entanto, a fase do ciclo estral ndo
afeta a expressdo do transportador de glicose no endométrio bovino [13] e, esteroides
ovarianos ndo afetam respostas inflamatérias endometriais ao LPS [26]. Da mesma
forma, insulina e IGF-1 ndo s3o necessarios para o tecido endometrial ex vivo para sua
funcdo fisiologica, tal como determinado pela secrecdo de prostaglandinas em resposta a
oxitocina, ou respostas inflamatérias aos padrdes moleculares associados a patogenos
[25,36]. Esteroides do ovario e IGF-1 podem ter um papel em outros processos que
promovem a saude uterina. Os sistemas de IGF-1 e de insulina sdo importantes para a
reparacdo do endométrio no pos-parto, provavelmente através do controle de
metaloproteinases de matriz e proliferagdo de células [30].

Quando o suprimento de glicose ¢ limitante, os requisitos de energia podem
muitas vezes ser alcancados por meio do metabolismo de aminoacidos, lipidios e acidos
graxos de cadeia longa. Glutamindlise gera substratos de succinato, para o ciclo de
Krebs. Os acidos graxos produzem acetil-CoA para o ciclo de Krebs, e pela via do
mevalonato, que converte acetil-CoA em esqualeno e para colesterol e sintese de
esteroides. Estas vias metabolicas estdo sujeitas a varios sistemas de controle, incluindo
AMPK e mTOR, e suas interagdes com a imunidade inata estdo apenas emergindo
[2,11]. Por exemplo, recentemente descobriu-se que as respostas inflamatérias de
células do endométrio bovino contra LPS sdo reduzidas pela inibi¢do da via do

mevalonato ou adi¢do de isoprenoides [37].
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Em conclusio, evidéncias foram fornecidas que o estresse metabolico energético
no endométrio bovino afetou a resposta inflamatéria contra padrdes moleculares

associados a patogenos.

Materiais e métodos

Cultura do tecido endometrial e células

Uteros com nenhuma evidéncia de infec¢des ou doencas microbianas genitais
foram recolhidas de vacas (n = 68 animais) apds serem abatidas e processadas como
parte do trabalho normal de um matadouro, como descrito anteriormente [23-26].
Culturas do tecido endometrial bovino ex vivo (explantes) foram confeccionados
utilizando punchs de biopsia de 8mm de didmetro, como descrito anteriormente [25,26].
Anteriormente, foi demonstrado que que ndo houve qualquer efeito da raga dos animais
sobre as respostas inflamatorias a LPS nos explantes, e que n3o houve diferenca
significativa na viabilidade celular entre o controle e o desafio com LPS das culturas de
orgdos endometriais [25,26]. Explantes foram colocadas em placas de 12 pogos (TPP,
Trasadingen, Suiga) com 2 ml/pogo de meio de cultura (RPMI-1640; R8758, 50 TU/mL
de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina e 2,5 ug/ml de anfotericina B, Sigma,
Gillingham, Dorset, Reino Unido), salvo indicagdo em resultados quando 1 ml/pogo foi
utilizado em placas de 24 pocos (TPP). Células endometriais do estroma e epitélio
foram isoladas, e a auséncia de contaminagdo de células do sistema imune confirmada
como descrito anteriormente [23,24]. As células epiteliais e de estroma foram
plaqueadas a 1,5x10° células/ml, em placas de 24 cavidades com 1 ml/pogo de meio de
cultura (RPMI-1640 R8758, 50 IU/ml de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina e 2,5
ug/ml de anfotericina B, Sigma; com soro fetal bovino a 10%, Biosera, Uckfield, East

Sussex, Reino Unido). Os monocitos do sangue periférico foram isolados como descrito
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previamente [38]. Os mondcitos foram plaqueadas a 6x10* células/ml em meio de
cultura (RPMI-1640 R8758, 50 IU/ml de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina e 2,5
ug/ml de anfotericina B, Sigma; com 10% de fetal de soro de bovino, Biosera) em
placas de 24 pogos. Os explantes e células endometriais foram incubados a 37°C numa

atmosfera de ar umidificado com 5% de CO».

Impacto do metabolismo na inflamagéo

Culturas de orgios endometriais foram tratados com meio RPMI contendo uma
gama de quantidades de glicose, gerados pela utiliza¢do de combinag¢des de meio RPMI
isento de glicose (RPMI 1640 sem glicose; 11879, Thermo Scientific, Cramlington,
Reino Unido) e meio RPMI contendo glicose a 11 mM (RPMI-1640; R8758, Sigma).
Os valores finais de glicose nos meios foram confirmados usando ensaio de glicose (ver
abaixo). Culturas de orgdos foram desafiadas com veiculo ou LPS de E. coli O111: B4
ultrapuro (100 ng/ml, Invivogen, Toulouse, Franga), PAM3CSK4 (PAM, 100 ng/mL;
Invivogen) ou de lipopeptideos estimulante de fibrinogénio - 1 (FSL- 1 (também
conhecido como Pam2CGDPKHPKSF), 100 ng/ml; Invivogen). Apos 24 h, os
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C para a mensuragdo subsequente
de IL-1pB, IL-6, IL-8 e LDH, e o peso dos orgdos (explants) foram registados. Cada
experimento foi realizado usando culturas de 6rgdos de pelo menos quatro animais

independentes, e cada tratamento foi repetido duas vezes.

ELISA

As concentragdes de IL-1p, IL-6 e IL-8 em sobrenadantes de cultura foram
mensurados por ELISA, de acordo com as instru¢des do fabricante (IL-1B bovina

ESS0027, IL-6 bovina ESS0029, Thermo Scientific; CXCL8 humano/IL-8 DuoSet
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DY208, R&D Systems Europe, Abingdon, UK), como descrito anteriormente [23-25].
O ensaio de IL-8 tem sido demonstrado previamente por reagir de forma cruzada com a
IL-8 de bovino [39]. Os coeficientes de variagdo inter-ensaio e intra-ensaio foram todos
<10%; os limites de deteccdo foram de 12,5 pg/ml para IL-1B, 75,0 pg/ml para IL-6, e

5,7 pg/ml para IL-8.

PCR Quantitativo (qQPCR)

A extracdo de RNA celular, sintese de cDNA, primers e PCR quantitativo foi
realizado de acordo com procedimentos utilizados anteriormente [21,23,42].
Sumariamente, apds o tratamento com determinadas quantidades de glicose e desafiados
com LPS, o RNA foi extraido do tecido endometrial utilizando o Kit RNAeasy por meio
do sistema automatizado Qiacube (Qiagen, Crawley, Reino Unido). O RNA extraido foi
quantificado utilizando um espectrofotometro Nanodrop ND1000 (Labtech, Ringmer,
Reino Unido). Para a sintese de cDNA, 1 ng de RNA total foi adicionada a uma reagéo
de elimina¢do do DNA gendmico, seguido por conversdo para o cDNA (Quantitect
Transcri¢do Reversa Kit, Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante. Em
seguida, qPCR foi realizado para analisar a expressdo do gene utilizando primers
especificos. A quantidade de RNA mensageiro das amostras experimentais foi
determinada utilizando curvas padrio geradas a partir do RNA de referéncia com
Quantifast SYBR Green (Qiagen). Os niveis de expressio de mRNA foram entdo

normalizados para ACTB. As andlises de PCR foram realizadas em triplicado.

Ensaio para Lactato Desidrogenase

Danos celulares provocam o vazamento de lactato desidrogenase (LDH) para o

meio circundante, o qual ¢ utilizado para avaliar a viabilidade das células e dos tecidos
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[25]. Atividade de lactato desidrogenase foi medida utilizando um Kit para Ensaio da
Atividade da Lactato Desidrogenase (Cambridge Bioscience Ltd, Cambridge, UK), de

acordo com as instru¢des do fabricante.

Consumo de glicose em resposta a LPS

Para examinar o consumo de glicose, culturas de 6rgaos endometriais ou células
endometriais foram tratados em meio RPMI-1640 (R8758, Sigma) com veiculo controle
ou LPS (100 ng/ml), e os sobrenadantes recolhidos periodicamente para mensurar a
concentracdo de glicose. A concentragdo de glicose foi mensurada utilizando um
analisador de quimica clinica (Analox GM?7; Analox Instruments, Londres, Reino

Unido) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Taxa de acidificacdo extracelular (ECAR)

A ECAR foi mensurada, como um indicador da glicolise, em tempo real, usando
Analisador de Fluxo Extracelular XF-24 (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA,
EUA). Culturas de orgdos do endométrio bovino ex-vivo foram produzidos como
descrito acima, mas utilizando punches de bidpsia de 3mm didmetro (Stiefel
Laboratories Ltd, High Wycome, Buckinghamshire, Reino Unido). As culturas foram
estabilizadas em placas de 24 pogos contendo 1,8 mg de glicose (Sigma) em 2 ml de
Meio de Ensaio XF (pH 7,4; marinho Bioscience, North Billerica, Massachusetts, EUA)
em uma incubadora a 37°C sem didxido de carbono. As culturas de 6rgdos foram entdo
colocadas em microplacas de captura Islet XF24 (Seahorse Bioscience), coberto com
uma tela de captura de Islets, que permite a perfusdo livre de gases, enquanto minimiza
o movimento do tecido, e lavou-se duas vezes com meio de ensaio XF. As culturas de

orgdos foram colocadas no analisador e equilibrada durante cerca de 60 minutos em 525
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pL/pogo Meio de Ensaio XF com glicose (1,19 mg/6rgdo final disponivel de glicose),
antes da inje¢@o de 75 ul de Meio de Ensaio XF ou 75 ul de Meio Ensaio XF com LPS
(1 ug/ml). Trés animais foram analisados por placa com 3 repetigdes por tratamento e a
ECAR foi medida aproximadamente a cada 10-12 min.

O mesmo ocorreu com células do estroma (3,5x10* células/poco) ou células
mononucleares do sangue periférico (6x10%poco) cultivadas em meio RPMI-1640
(R8758, 50 TU/ml de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina e 2,5 ug/ml de anfotericina
B, Sigma; com soro fetal bovino a 10%, Biosera) e em meio XF24 em microplacas.
Ap0s 24 h, as células foram lavadas duas vezes com meio XF, colocadas no analisador e
equilibradas durante cerca de 60 minutos em 525 pL/pogo de meio XF com glicose
(1,19 mg/6rgdo), antes da injecdo de 75 ul Meio de Ensaio de XF ou 75 ul de Meio de

Ensaio XF com LPS (1 ug/ml).

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando SPSS 20.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA), com o animal como a unidade estatistica designado, e P <0,05
considerado significativo. Foram feitas comparagdes entre tratamentos, como indicado
nos resultados, utilizando o teste t de Student, ou ANOVA com Bonferroni, Sidak, ou
testes de comparagdes multiplas de Dunnett para dados distribuidos normalmente e

Mann-Whitney U para dados ndo-normais.
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Fig. 1 Disponibilidade reduzida de glicose limita a resposta inflamatéria contra padrées

moleculares associados a patégeno. (a-d) Orgos de cultura do endométrio ex vivo foram cultivados
pro 24 hs em meio contendo 0-1.8 mg/6rgdo de glicose, com veiculo ou desafiado com LPS, PAM ou
FSL-1. Ao final do experimento os 6rgdos foram pesados e a acumulagdo de IL-1p (a), IL-6 (b), IL-8
(c) e LDH (d) mensurado no sobrenadante. Dados estdo apresentados como média + SEM de quatro
experimentos independentes, e analisados por ANOVA, com os valores de P demonstrados acima de

cada tratamento
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Fig. 2 Disponibilidade de glicose modula a inflamacfo no tecido endometrial. (a-c) Orgios de
cultura do endométrio ex vivo foram cultivados pro 24 hs em meio contendo 0-1.8 mg/o6rgdo de
glicose, no dobro de concentragdo da Fig. 1 (maximo 10mM vs SmM da Fig. 1), com veiculo ou
desafiado com LPS. Ao final do experimento os 6rgdos foram pesados e a acumulagdo de IL-6 (a),
IL-8 (b) e LDH (c) mensurado no sobrenadante. Dados estdo apresentados como média + SEM de
sete experimentos independentes, e analisados por ANOVA, com os valores de P demonstrados acima
de cada tratamento. (d-e¢) Endométrio foi cultivado em meio contendo 0-1.8 mg/6rgdo de glicose por
24 hs, e entdo recultivados em meio contendo de 0-1.8 mg/orgdo de glicose com veiculo ou LPS por
mais 24 hs. Dados estdo apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes, e

analisados por ANOVA; *P<0.05.
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Fig. 3. IGF-1 niio modula a inflamacio no tecido endometrial. (a-c) Orgdos de cultura do
endométrio ex vivo foram cultivados por 24 hs em meio contendo 1.8 mg/orgdo de glicose, contendo
veiculo controle (0) ou IGF-1 (25, 50, 100 ng/mL). Meio foi entdo aspirado e reabastecido com meio
novo contendo os correspondentes valores de glicose e IGF-1, e desafiados com veiculo ou LPS por
mais 24 hs. Ao final do experimento os 6rgdos foram pesados e a acumulago de IL-1f (a), IL-6 (b),
IL-8 (c¢) mensurado no sobrenadante. Dados estdo apresentados como média + SEM de quatro
experimentos independentes, e analisados por ANOVA; NS = nfo significante. (d-f) Orgdos de
cultura do endométrio ex vivo foram cultivados pro 24 hs em meio contendo 1.8 mg/6rgéo de glicose,
contendo veiculo controle (0) ou IGF-1 (25, 50, 100 ng/mL) durante 6 horas, seguido por desafio com
meio contendo veiculo controle ou LPS durante 24 h. Ao final do experimento os 6rgdos foram
pesados e a acumulagdo de IL-1p (d), IL-6 (e), IL-8 (f) mensurado no sobrenadante. Dados estdo
apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes, e analisados por ANOVA;

NS = nio significante.
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Fig. 4. LPS induz ao estresse metabdlico no tecido e células endometriais. (a-c) Culturas
endometriais (a), as células do estroma (b) ou células epiteliais (c) foram cultivadas em meio de
cultura contendo glicose com veiculo controle (©) ou 100 ng de LPS / ml (m), e as quantidades de
glicose nos sobrenadantes foi mensurada nos tempos indicados. Os dados estdo apresentados como
meédia = SEM porcentagem do controle, de quatro experimentos independentes, e analisados por
ANOVA utilizando o teste de comparagdes multiplas de Sidak; valores diferem do controle, *P<0,05,
##%P<0,001. (d-f) Culturas endometriais (d), as células do estroma (E) ou mondcitos (f) foram
cultivadas durante 60 min e, em seguida, manteve-se como controles n3o estimulados ou foram
estimulados (seta) com 1 ug/ml de LPS. A taxa de acidificagdo extracelular (ECAR) foi medida a
cada 10-12 min usando Analisador de Fluxo Extracelular. Os dados sdo expressos em relagdo ao
ECAR no momento do desafio, apresentados como média + SEM de 4 experimentos independentes, e
analisados por ANOVA utilizando o teste de compara¢des multiplas de Sidak; valores diferem do
controle, * P <0,05, ** P <0,01.
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Fig. 5. Expressiao dos genes IL-la, IL-6 e CXCL8 no endométrio bovino em
resposta a LPS em diferentes concentracées de glicose. Tecido endometrial foi
cultivado em meio com presenca de OmM, 2mM ou SmM de glicose, desafiado com
100 ng/mL de LPS ou veiculo controle. A presenca de glicose aumentou a expressio
genética para as citocinas. Valores apresentados em média + SEM de trés experimentos
independentes. Analise por ANOVA usando teste de multipla comparagdo de Dunett, * P
<0,05, ** P<0,01.
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Capitulo 3 — Glutamina modula resposta inflamatoria contra
lipopolissacarideo no endométrio bovino

Artigo aceito para publicacdo no periodico Journal of Dairy Science

RESUMO
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Bactérias contaminam o endométrio de vacas apos o parto, € a eliminagdo destes
microrganismos depende de uma resposta imune inata robusta contra moléculas
bacterianas tais como a endotoxina lipopolissacarideo (LPS). A inflamagdo no
endométrio € caracterizada pela secre¢do das citocinas IL-1 e IL-6, e a quimiocina IL-8.
No entanto, os animais muitas vezes ndao conseguem eliminar as bactérias e
desenvolvem doengas uterina se estdo em balango energético negativo, com reduzida
quantidade de glicose e glutamina, que sdo substratos para a energia nos tecidos. A
deplecdo de glicose inibe respostas inflamatorias no endométrio, mas o papel da
glutamina ainda ndo ¢ claro. O presente estudo testou a hipotese se a deplegdo de
glutamina comprometeria respostas inflamatérias ao LPS no tecido endometrial.
Culturas do endométrio ex vivo foram desafiadas com LPS, e os sobrenadantes de
cultura acumularam IL-1f, IL-6 e IL-8, conforme o esperado. No entanto, a deplegdo de
glutamina em meios de cultura contendo glicose reduziu a acumulagdo de IL-1p, IL-6 e
IL-8. Surpreendentemente, o fornecimento de glutamina ndo foi suficiente para gerar
respostas inflamatérias na auséncia de glicose. Enquanto que, o fornecimento de glicose
aumentou a resposta inflamatoria, mesmo na auséncia de glutamina. Além disso, a
inibigdo da glicolise reduziu a acumulagdo de IL-1PB, IL-6 e IL-8, mesmo quando
glutamina e glicose foram abundantes. Em conclusdo, a deplegcdo de glutamina reduziu
as respostas inflamatorias contra LPS no endométrio, e a atividade de glutamina
dependeu da glicdlise. Estes dados fornecem uma visdo intrinseca de como balango

energético negativo pode estar ligado a doenga uterina pds-parto.

Palavras-chaves: gado leiteiro, utero, imunidade inata, metabolismo, inflamagao
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Short communication:

O estresse metabolico compromete a resposta inflamatédria do Utero pos-parto
contra infec¢do bacteriana. Entendendo como o metabolismo e a imunidade estdo
integrados € importante pelo fato de falha de um eficiente combate a infecgdo levar a
doenga uterina em até 40% do gado leiteiro . Redugo de glicose diminui a resposta
inflamatoria contra a endotoxina bacteriana lipopolissacarideo (LPS) em tecido
endometrial bovino . Entretanto, pouco se € conhecido sobre como outra grande fonte
de energia, a glutamina, impacta a imunidade inata no endométrio.

O utero de vacas leiteiras € sempre passivel de contamina¢do bacteriana apos o
parto . A eliminag@o dessas bactérias do endométrio depende de uma rapida e robusta
resposta inflamatoria, incluindo a secre¢do de citocinas, tais como IL-1f e IL-6, e
quimiocinas como a IL-8, a qual atrai neutrofilos para o sitio de infec¢do . Porém,
balango energético negativo, com reduzida disponibilidade de glicose e glutamina, ¢é
associado com perturbagdo da reposta imune no gado ; e a persisténcia da infecdo
bacteriana no endométrio, levando a doenga uterina . O custo do tratamento, a redugdo
de producdo de leite e a substituicdo de animais inférteis gira em torno de 600 milhdes
de dolares por ano nos EUA . Contudo, os mecanismos que ligam a imunidade e
metabolismo ainda ndo sdo claramente elucidados.

Respostas a infec¢do microbiana depende da ligacdo dos padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMP) aos receptores de reconhecimento padrdo (PRR)
levando assim a liberag@o de citocinas e quimiocinas que orquestram o recrutamento e
ativagdo de células do sistema imune que combatem patogenos invasores . Estresse
metabolico e o parto perturbam a fungdo dos neutréfilos . Entretanto, células e tecido
endometriais sdo também importantes para a resposta imune inata contra as bactérias,

principalmente via resposta frente a PAMPs, como o LPS de £. coli .
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A resposta imune inata € expansivamente energética para células do sistema
imune e o tecido endometrial . As duas principais fontes de energia celular sdo a
glutamina e glicose . Glicose gera ATP por meio da glicolise e do ciclo de Krebs, e
glutamina reabastece os intermediarios do ciclo de Krebs (anaplerose), seguindo a
conversdo de glutamina em glutamato pela glutaminase mitocondrial, e a formagédo de
a-cetoglutarato . Até mesmo a suplementacdo com glutamina pode modular a resposta
imune . No entanto, vacas geralmente possuem reducdo de glicose e glutamina na
circulagdo periférica apos o parto. .

Previamente, foi estabelecido que na presenca de glutamina, a reducdo de
glicose diminui no tecido endometrial a secrecdo de IL-1B, IL-6 e IL-8 . Porém, o
impacto de glutamina na inflama¢do endometrial ndo ¢ conhecido. O presente estudo
testou a hipdtese que a redugdo de glutamina compromete a resposta inflamatéria contra
LPS no tecido endometrial.

Para explorar o papel da glutamina na imunidade inata, foi preparado cultura de
tecido endometrial bovino ex vivo (explantes), como descrito anteriormente
Brevemente, tteros bovinos sem nenhuma evidéncia de doenga uterina ou infecgdo
microbiana foram coletados de um abatedouro, como parte da rotina normal. Tecido
para cultura foi coletado do endométrio usando punches de biopsia estéreis de 8-mm de
didmetro (Stiefel Laboratories Ltd, High Wycome, UK); imediatamente condicionados
em placas de 24 pocos (TPP, Trasadingen, Switzerland) contendo 1 ml de meio de
cultura por poco; e assim incubados a 37°C em uma atmosfera umidificada com 5%
CO,. Para determinar se a glutamina foi necessaria para a resposta inflamatéria contra
LPS, o endométrio foi cultivado por 24 horas em meio de cultura livre de soro contendo
quantidades de glicose (0 a 0.9 mg/orgdo), e / ou glutamina (0 a 0.584 mg/6rgdo), e

desatiados com veiculo ou 100ng/ml de LPS ultrapuro de E. coli O111:B4 (Invivogen,
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Toulouse, France). O meio foi produzido a partir da adicdo de glicose (Sigma,
Gillingham, Dorset, UK; G8644) e/ou glutamina (Sigma; G7513) em meio DMEM sem
glicose e sem glutamina (Thermo Fisher Scientific, Paisely, UK; A1443001). O papel da
glicélise foi investigado adicionando 50 mM de 2-deoxi-D-glicose (Sigma; D8375) ao
meio.

No final de cada experimento, sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C
para analises subsequentes, e o peso dos explantes foram anotados. Concentragdes de
IL-1B e IL-6 no sobrenadante foram mensurados por ELISA em duplicada de acordo
com o fabricante (Bovine IL-1p Screening Set ESS0027; Bovine IL-6 DuoSet DY8190,
R&D), e IL-8 bovina foi mensurado por ELISA como descrito anteriormente . A
atividade de lactato desidrogenase (LDH) foi avaliada para quantificar a viabilidade do
tecido endometrial como ja descrito ; usando Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit
(Cambridge Bioscience Ltd, Cambridge, UK), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os dados foram normalizados pelo peso de cada explante e apresentados em
média (SEM). Analises estatisticas foram realizadas por meio do programa GraphPad
Prism (GraphPad Software, La Jolla, California, USA), com o animal sendo a unidade
experimental. Comparacdes entre os tratamentos foram avaliadas usando ANOVA com
multipla comparacgdo Sidak. Significancia foi estabelecida quando P < 0.05.

Para determinar se glutamina influenciaria na resposta inflamatoria tecidual,
explantes foram colocados em cultura em determinadas quantidades de glutamina, na
presenca de 0.35 mg/orgdo de glicose, e desatiado com veiculo ou LPS por 24 h.

Como esperado, os sobrenadantes de cultura acumularam mais IL-13, IL-6 e IL-8
em resposta ao LPS do que ao veiculo (ANOVA, P < 0.001; Fig. 1A-C). Entretanto,
limitada disponibilidade de glutamina reduziu a producdo de IL-IB, IL-6 e IL-8 em

resposta ao LPS por > 50% (ANOVA, P <0.01; Fig. 1A-C).
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Para explorar se a presenga de glicose foi requerida ao impacto de glutamina na
resposta inflamatoria contra LPS, endométrio foi cultivado em meio contendo variadas
quantidades de glutamina, em auséncia de glicose, e desafiado com veiculo ou LPS. Os
sobrenadantes de cultura acumularam mais IL-IB, IL-6 e IL-8 em resposta a LPS do que
veiculo (ANOVA, P < 0.001; Fig. 1D-F), mas as maximas concentragdes foram baixas
do que quando glicose esteve presente (Fig. 1A-C). Surpreendentemente, o
fornecimento de glutamina ndo aumentou significativamente o aumento das citocinas
IL-IB (ANOVA, P = 0.93), IL-6 (P = 0.73) ou IL-8 (P = 0.94) em resposta ao LPS,
comparado com o tecido sem glutamina (Fig. 1D-F).

Uma preocupacdo era que déficits na disponibilidade de nutrientes possa
influenciar a viabilidade do tecido, portanto, avaliou-se a producdo de LDH no
sobrenadante como marcador de viabilidade tecidual . Mesmo na auséncia de glicose e
glutamina por 24 h ndo afetou significativamente a producido de LDH (12.5 + 2.7 vs.
19.0 £ 1.3 mU LDH/mg tecidos em zero glutamina vs 0.584 mg glutamina, n = 3).
Juntos, esses dados providenciaram evidéncias que a disponibilidade de glutamina
influenciou a resposta inflamatoria no endométrio bovino, mas que glicose pode ser
necessaria pela glutamina para modular a resposta inflamatéria contra LPS.

Foi previamente demonstrado que a limitada disponibilidade de glicose reduz a
producdo das citocinas IL-If, IL-6 e IL-8 em resposta ao LPS por > 45%, quando
explantes do endométrio bovino foram colocados em cultura com 0.584 mg
glutamina/érgdo . Assim, para melhor compreender o papel da glutamina, endométrio
foi cultivado em meio contendo diferentes quantidades de glicose, em auséncia de
glutamina, e desafiado com veiculo ou LPS por 24 h. Os sobrenadantes da cultura
tiveram maior concentragdo de IL-IP, IL-6 e IL-8 em resposta ao LPS do que ao veiculo

(ANOVA, P <0.001; Fig. 2). No entanto, a auséncia de glutamina néo afetou o esperado
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aumento da producdo de IL-IB, IL-6 e IL-8 em resposta ao LPS quando glicose foi
adicionada ao meio (ANOVA, P < 0.05; Fig. 2). Assim, esses dados demonstraram que a
disponibilidade de glicose influenciou a reposta inflamatéria do endométrio bovino, e
evidenciou que esse efeito ndo requer necessariamente a presenga de glutamina.

Para entender como a glutamina depende de glicose para a resposta inflamatoria
contra LPS, foi considerado o papel da glicose na glicolise. Para explorar o papel da
glicélise, endométrio bovino foi tratado com glutamina, com ou sem glicose, e 2-deoxi-
glicose foi utilizado para inibir a glicolise . Como esperado, sobrenadantes de cultura
com glicose ou glicose e glutamina acumularam mais IL-If, IL-6 e IL-8 contra LPS do
que contra veiculo (ANOVA, P < 0.01; Fig. 3). Resposta inflamatoria contra LPS foi
reduzida em pelo menos 50% quando glicolise foi inibida no endométrio cultivado com
glicose (ANOVA, P < 0.01; Fig. 3). Entretanto, a inibi¢do da inflamagdo por 2-deoxi-
glicose ndo foi recuperada pela adi¢do de glutamina, assim como de glicose. Assim, foi
demonstrado que o impacto da glutamina na inflamagao ¢ dependente de glicdlise.

Déficits em glicose e glutamina s3o comuns no pos-parto bovino com balango
energético negativo, e esse estresse metabolico € associado com doengas uterinas .
D¢éficits em glicose perturba a imunidade inata no endométrio . No presente estudo, foi
demonstrado que a disponibilidade limitada de glutamina também perturbou a resposta
inflamatoria contra LPS no tecido endometrial bovino. Contudo, a presenga de glicose
foi necessaria para glutamina aumentar a inflamagéo endometrial. Além disso, inibigdo
da glicolise reduziu a produgdo de IL-1B, IL-6 e IL-8, mesmo quando glicose e
glutamina estavam em abundancia.

Disponibilidade limitada de glutamina afetou a resposta imune inata contra LPS
no tecido endometrial, no presente estudo. Inadequada resposta inflamatéria e imune

contra infec¢des aumentam os riscos de desenvolvimento de inflamagdo crénica .
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Glicose e glutamina sdo os principais substratos que células e tecidos utilizam para
gerar energia via glicolise, ciclo de Krebs e anaplerose .

Respostas inflamatérias demandam muita energia, presumivelmente porque
tecidos precisam geram mediadores inflamatorios e repararem células injuriadas. Assim,
limitada glutamina € provavel de diminuir fontes de carbono e nitrogénio para a sintese
de mediadores inflamatorios, assim como limitando intermediadores para a produgdo de
ATP no ciclo de Krebs. Glutamina, via glutamato, geralmente torna-se a-cetoglutarato
na mitocondria, mas em algumas células o shunt GABA também produz succinato para
o ciclo de Krebs . Porém, a presenca de glicose e glicolise foram necessarias para a
glutamina aumentar a inflamagdo endometrial. Sugerimos, portanto, que os metabolitos
da glicose sdo necessarios para explorar plenamente a anaplerose derivada de glutamina
no endométrio. De fato, glicdlise tem importancia adicional durante infec¢des
bacterianas pelo fato de respostas celulares contra LPS induzir ao efeito Warburg, onde
o metabolismo ¢ direcionado a glicolise e ndo ao ciclo de Krebs . O acompanhamento e
rastreamento desses metabolitos sdo necessarios para determinar precisamente as vias
nas quais as células conectam glutamina a inflamag@o.

O presente estudo demonstrou como glutamina tem efeito na imunidade inata de
tecidos. Porém, foi notado que, embora muito reduzido, deplecdo de glicose e glutamina
ndo anulou a resposta inflamatoria contra LPS. Geralmente o tecido cataboliza outros
nutrientes como energia, fontes de carbono e nitrogénio para sintetizar citocinas e
quimiocinas. Tradug@o das observac¢des do presente trabalho necessitam de mais estudos
de como a glutamina impacta a biologia e imunidade do endométrio. Como o
endométrio possui multiplos tipos celulares, seria interessante primeiro determinar se o
efeito da glutamina ¢ um mecanismo generalizado ou associado a tipos especificos de

células.

71



Em conclusio, deplegdo de glutamina reduziu a reposta inflamatoria contra LPS
no endométrio bovino. Entretanto, suporte metabolico para a inflamacgdo provida da
adi¢do de glutamina dependeu da presenca de glicose e glicolise. Este estudo fornece
informag¢do de como o balango energético negativo pode estar ligado a doengas uterinas

no pos-parto.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Glutamina modula resposta inflamatéria contra LPS. Tecido endometrial
foi cultivado durante 24 h em meio contendo as quantidades indicadas de Glutamina,
com 0,36 mg de glicose (A-C) ou sem glicose (D-F), e desafiados com veiculo controle
(0) ou 100 ng de LPS / ml (m). No final do experimento, os 6rgdos endometriais foras
pesados e registrados e a acumulagdo de IL-1f (A, D), IL-6 (B, E), e IL-8 (C, F),
mensuradas nos sobrenadantes. Os dados sdo apresentados como média + SEM de 4
experimentos independentes, € analisados por ANOVA com o teste de comparagdes

multiplas de Sidak; valores diferem do controle, *** P <0,001, ** P <0,01, * P <0,05

Figura 2. Glicose modula as respostas inflamatoérias a LPS, mesmo na auséncia de
glutamina. Tecido endometrial foi cultivado durante 24 h em meio contendo 0,9, 0,36 ¢
0 mg de glicose, sem glutamina, e desafiados com veiculo controle (o) ou LPS 100 ng /
ml (m). No final do experimento, os 6rgdos endometriais foras pesados e registrados e a
acumulagdo de IL-1B (A), IL-6 (B), e IL-8 (C), mensurada nos sobrenadantes. Os dados
sdo apresentados como média + SEM de 7 experimentos independentes, e analisados
por ANOVA com o teste de comparagdes multiplas de Sidak; valores diferem de

controle, *** P <0,001, * P <0,05

Figura 3. A glicélise é importante para as respostas inflamatérias a LPS. Tecido

endometrial foi cultivado durante 24 h em meio contendo 0,584 mg de glicose com ou
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sem 50 mM de 2-deoxi-glicose (2DG) para inibir a glicolise, 0,36 mg de glicose e 0,584
mg de glutamina com ou sem 50 mM de 2-deoxi-glicose (2DG), e desafiados com
veiculo controle (0) ou 100 ng / ml de LPS (m). No final do experimento, os orgdos
endometriais foras pesados e registrados e a acumulagdo de IL-1p (A), IL-6 (B) e IL-8
(C), mensurada nos sobrenadantes. Os dados s3o apresentados como média + SEM de 3
experimentos independentes, ¢ analisados por ANOVA com o teste de comparagdes
multiplas de Sidak; valores diferem do controle, *** P <0,001, ** P <0,01, ou onde

indicado.
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Noleto Figure 2
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Capitulo 4 — Endométrio bovino responde a biotina com reducio de
citocina e quimiocina pro-inflamatorias

Artigo submetido ao periddico Research in Veterinary Science
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RESUMO

Biotina ¢ uma vitamina hidrossoluvel importante a todos organismos envolvida em
varias vias metabdlicas celulares dentre eles a regulagdo do estresse celular oxidativo,
expressdo de genes e na funcgdo de células do sistema imune. A continua inflamagéo e
resposta imune inata contra infec¢do bacteriana no utero apds o parto compromete o
bem-estar animal. Durante a infec¢do, células do sistema imune reconhecem os
patogenos invasores e reagem com inflamagdo sistémica e local com a produgdo de
citocinas. Aumento das citocinas pro-inflamatorias vem sendo reportada quando ocorre
deficiéncia em biotina. Neste trabalho, portanto, foi testada a hipotese se a
suplementa¢do de biotina em tecido endometrial bovino desafiado com LPS direciona
efeitos anti-inflamatorios. Para explorar se biotina depende de glicose ou glutamina na
resposta inflamatoria, tecido endometrial foi cultivado em meio contendo glicose SmM
ou glutamina 2mM com a suplementacdo ou ndo de 8mM de biotina. Observamos que a
presenga de glicose ou glutamina ndo foi um fator limitante para resposta da biotina na
resposta inflamatoria. Para determinar os efeitos da biotina, investigamos a produgéo de
citocinas no sobrenadante de tecido endometrial desafiado com LPS, na presenga de
glutamina ou glicose. Apos a estimulagio de 24 hs, sobrenadantes foram coletados para
analise de ELISA para IL-6 e IL-8. Ao adicionarmos biotina, houve redugdo da
produgio de citocinas. O nivel de citocinas foi substancialmente diferente entre controle
e LPS quando se compara sem biotina e com biotina. Demonstrou-se, portanto, que a
suplementagdo de biotina tem caracter anti-inflamatorio pela redugdo de citocinas no

endométrio bovino.

Palavras-chave: gado de leite, glicose, glutamina, IL-6, IL.-8
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Biotina ¢ uma vitamina hidrossoluvel pertencente ao complexo B e ¢ importante
a todos organismos devido ao seu papel cldssico e essencial associado a indispensaveis
carboxilases: piruvato carboxilase, duas isoformas de acetil-CoA carboxilase, propionil-
CoA carboxilase e metilcrotonil-CoA carboxilase. Essas carboxilases dependente de
biotina estdo envolvidas em varias vias metabodlicas celulares, como a gliconeogénese,
sintese de acidos graxos, oxidagdo de acidos graxos, catabolismo da leucina entre outros
(McMahon, 2002; Kuroishi, 2015). Ainda h& outros importantes papéis para biotina
como na regulacdo do estresse celular oxidativo, expressdo de genes e na funcdo de
células do sistema imune (Agrawal et al., 2016; Kuroishi, 2015; Kuroishi et al., 2008;
Rodriguez-Melendez e Zempleni, 2003; Said, 2012).

Ruminantes produzem biotina como resultado da fermentagdo bacteriana no
ramen, ¢ ¢ um essencial nutriente tanto para o crescimento bacteriano quanto para gado
de leite. Recentes estudos demonstraram que a suplementagdo com biotina ¢ importante
para aumentar a lactagdo no gado leiteiro (Chen et al.,, 2011; Lean e Rabiee, 2011).
Além disso, a biotina ¢ um cofator para as enzimas microbianas envolvendo a sintese do
acido propidnico, e também presente na gliconeogénese e outros papéis metabolicos em
mamiferos (Chen et al., 2011; Lean e Rabiee, 2011).

A continua inflamag3o e resposta imune inata contra infec¢do bacteriana no
utero apos o parto compromete o bem-estar animal e também estd associada a redugéo
de infertilidade. Durante a infecgdo, células do sistema imune reconhecem os patdgenos
invasores e reagem com inflamagdo sistémica e local com a producgdo de citocinas
(Dervishi et al., 2016; Sheldon et al., 2009; Sheldon e Dobson, 2004).

Citocinas servem como mensageiras entre células do sistema imune e ainda

possuem importdncia em varias fungdes da resposta inflamatéria. A proliferagdo e
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sintese de citocinas podem aumentar a demanda nutricional pela necessidade de
nutrientes requeridos pela energia metabodlica, vias biosintéticas, coenzimas, sintese de
DNA. Aumento das citocinas pré-inflamatérias vem sendo reportada quando ocorre
deficiéncia em biotina (Agrawal et al., 2016; Kuroishi, 2015; Kuroishi et al., 2008;
Zempleni et al., 2001).

Embora o metabolismo e o papel da biotina j& estdo bem estabelecidos, a biotina
ainda permanece uma das vitaminas menos entendidas em termos de requerimento
nutricional e sua resposta frente aos estados fisiologicos, patoldgicos e farmacologicos
(McMahon, 2002).

Nesse trabalho, avaliamos se a suplementagdo de biotina em tecido endometrial
bovino desafiado com LPS direciona efeitos anti-inflamatorios.

Coletamos utero sem nenhuma evidéncia de contaminagio bacteriana ou doenga
uterina de um frigorifico em Swansea, Reino Unido, apos o procedimento normal e
rotineiro do estabelecimento. Culturas do tecido endometrial (explants) foram obtidas
utilizando punchs de bidpsia de 8mm de didmetro, imediatamente colocados em placas
de 24-pogos contendo 1 ml de meio de cultura por pogo, e incubados a 37°C em uma
atmosfera umidificada com 5% CO,.

Para determinar se biotina tem efeito sobre a resposta inflamatéria no
endométrio contra LPS, o tecido endometrial foi cultivado em meio DMEM (Thermo
Fisher Sientific, Paisely, UK; A1443001) livre de glicose, glutamina, vitaminas. Para
cada experimento adicionou-se 8mM de biotina (Sigma, B4501) com SmM de glicose
(Sigma, G8644) ou 2mM de glutamina (Sigma, G7513), e desafiados com veiculo ou
100ng/mL de LPS ultrapuro de £. coli O111:B4 (Invivogen, Toulouse, Franga).

Foi utilizado glicose e glutamina como fontes de energia ao explant endometrial

para a produgdo de citocinas inflamatorias como ja demonstrado em estudo anterior
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(Turner et al., 2016).

Ao final de cada experimento, sobrenadantes foram coletados e armazenados a -
20°C para as analises finais, e também os explants foram pesados e anotados.
Concentragdes de 1L-6 e IL-8 nos sobrenadantes foram mensurados em duplicata por
ELISA de acordo com as instrugdes do fabricante (Bovine IL-6 DuoSet DY8190, R&D;
Bovine IL-8 foi mensurado de acordo com Cronin et al. (2012)). Coeficientes de
variagdo entre-ensaio e inter-ensaio foram menores que 10%, e os limites de detecgdo
foram 75 pg/mL para IL-6 e 32pg/mL para ILS.

A atividade de lactato desidrogenase foi mensurada para avaliar se houve
deterioragdo dos explants, conforme descrito anteriormente (Borges et al., 2012; Turner
et al., 2016), usando Lactate Dehydrogenase Acitivy Assay Kit (Cambridge Bioscience,
Ltd, Cambridge, UK), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os dados foram normalizados para o peso de cada explant e apresentado em
média (SEM). Andlise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, California, USA), como o animal como experimento individual.
Comparagdes entre os tratamentos foram realizados por ANOVA com pds-teste
Bonferroni. Significancia foi atribuida quando P<0,05.

Para explorar se a biotina depende de glicose ou glutamina na resposta
inflamatoria, explants foram cultivados em meio contendo glicose SmM ou glutamina
2mM com a suplementa¢do ou ndo de 8mM de biotina (Figuras 1 e 2). A presenca de
glicose ou glutamina no foi um fator limitante para a resposta de biotina na resposta
inflamatoria. Na suplementacdo de biotina, mesmo com adi¢do de glicose ou glutamina,
ndo recuperou a produgdo de citocinas, demonstrando entdo que os mecanismos de
biotina na a¢do anti-inflamatéria ndo sdo dependentes de glicose ou glutamina.

Para determinar os efeitos da biotina, foi investigado a producdo de citocinas no
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sobrenadante de tecido endometrial desafiado com LPS, na presenga de glutamina
(Figura 1) ou glicose (Figura 2). Apos a estimulagdo de 24 hs, sobrenadantes foram
coletados para andlise de ELISA e IL-6 e IL-8. Houve diferenca estatistica entre
controle e desafiado com LPS, porém, ao adicionar biotina, houve reducdo da producdo
de citocinas, tornando-se os valores entre LPS e controle menos significantes. O nivel
de citocinas foi substancialmente diferente entre controle ¢ LPS quando se compara o
explant sem biotina com aquele com biotina.

Na presenca de glicose (Figura 2), a suplementacdo de biotina torna a
comparac¢do entre LPS e controle ndo significante. E apenas para IL-6 na presenga de
glicose, biotina se mostrou significativamente importante na redu¢ido da producido dessa
citocina pro-inflamatoria (P<0,01) contra LPS.

Estudos anteriores demonstraram que a deficiéncia de biotina tem um impacto
na resposta imune (Kuroishi, 2015; Kuroishi et al., 2008) e em células dendriticas
(Agrawal et al., 2016). Neste estudo, o efeito da biotina no tecido endometrial desafiado
com LPS na presenca de glicose ou glutamina mostraram que mesmo ndo significante
houve uma redug@o do processo inflamatorio, reduzindo a producdo de citocinas IL-6 e
IL-8. Os explants produziram altas concentragdes de citocinas quando desafiadas com
LPS comparado com o controle, e apos a adigdo de biotina, essa diferenga foi reduzida
ou tornou-se ndo significante e para IL-6 na presenga de glicose, houve significancia.

Nosso estudo entre em acordo com outros realizados em macrofagos que
aumentaram a produg@o de TNF-alfa em culturas que tiveram deficiéncia em biotina
(Kuroishi et al., 2008), e ainda aumento e produgdo de espécies reativas de oxigénio
quando ha auséncia de biotina (Madsen et al., 2015) e aumento de citocinas TNF-alfa,
IL-1B, IL-23 e IL-12 em células dendriticas desafiadas com LPS cultivadas em meio

reduzido de biotina (Agrawal et al., 2016).
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A biotina tem papel maior no controle da homeostase de energia celular porque
sua fungdo € a chave para varias carboxilases que s3o essenciais para o metabolismo
mitocondrial da glicose, acidos graxos e aminoacidos (Kuroishi, 2015). Nos mostramos,
que na presenga de glicose ou glutamina, a adicdo de biotina tem papel anti-
inflamatoria, reduzindo citocinas pré-inflamatorias, sendo mais eficiente na presenga de
glicose e na producgdo de IL-6. A dose de 8mM de biotina utilizada deve-se ao fato de
ser o valor normalmente encontrado nos meios de suplementagdo celular, uma dose
considerada fisiologica. Acreditamos que se utilizassemos também dose farmacoldgica,
dez a cem vezes maior que a dose utilizada, os valores poderiam ser mais significantes
(Agrawal et al., 2016; Zempleni et al., 2001).

Embora muito ainda tem que ser estudado sobre os mecanismos que possam vir
a interferir a biotina na produgdo de citocinas, Rodriguez-Melendez et al. (2004)
demonstraram que em meio suplementado com biotina, o fator NF-kB foi
consideravelmente menor e que a auséncia de biotina aumenta a translocagdo do fator
NF-kB, resultando assim na producdo de citocinas. O fator NF-kB ¢ um dos mais
importantes fatores de translocag¢@o que regula a expressdo de varios genes envolvendo
a resposta imune e inflamatoria (Li e Verma, 2002; Tornatore et al., 2012). Assim,
quando suplementa o meio com biotina, o fator NF-kB pode ndo ser ativado, ndo
translocando nuclearmente, culminando na ndo produ¢do de citocinas. Este achado
corrobora com os achados por Cronin et al. (2012), quando a inibigdo de NF-kB
resultou na redugdo das citocinas IL-15, IL-6 e IL-8 em células estromais e epiteliais do
endométrio bovino.

E sabido que desnutri¢io pode impedir a funcio do sistema imune (Hotamisligil
e Erbay, 2008), entretanto, neste estudo foi mostrado que a suplementagdo de biotina

também interferiu no sistema imune, diminuindo a resposta inflamatoria.
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Em conclusdo, foi demonstrado que a suplementagdo de biotina reduziu a
producdo de citocinas pro-inflamatérias no endométrio bovino. Mais estudos sdo
necessarios para conhecer os mecanismos na qual a biotina integra metabolismo e
sistema imune no endométrio bovino.
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Figura 1. Biotina na presenca de glutamina reduz a producio de IL-6 e IL-8 em
tecido endometrial desafiado com LPS. FExplants foram cultivados em meio com
glutamina 2mM com ou sem biotina, desafiados com veiculo ou LPS, por 24 hs. Apos,
sobrenadantes foram coletados e demonstraram acimulo de citocina e quimiocina.

Dados apresentados em média + SEM. n = 4. Diferencas entre controle e LPS, ***

P<0,001, * P<0,05.
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Figura 2. Biotina na presenca de glicose reduz a produciao de IL-6 e IL-8 em tecido
endometrial desafiado com LPS. Explants foram cultivados em meio com glicose
5SmM com ou sem biotina, desafiados com veiculo ou LPS, por 24 hs. Apos,
sobrenadantes foram coletados e demonstraram acumulo de citocina e quimiocina.

Dados apresentados em média + SEM. n = 4. Diferencas entre controle e LPS, ***

P<0,001, ** P<0,01. Diferenca entre LPS, * P<0,05.
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