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RESUMO

Contaminação bacteriana que normalmente infecta o endométrio bovino no pós-parto 

prejudica a defesa imunológica quando há estresse metabólico, levando a endometrite e 

infertilidade. A resposta do endométrio contra bactérias depende da imunidade inata, 

com o reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos, estimulando a 

inflamação, caracterizadas por secreção de interleucinas (IL)-1p, IL-6 e IL-8. 

Entretanto, animais frequentemente falham em eliminar a infecção microbiana quando 

apresentam reduzidas concentrações de glicose e glutamina, que são fontes de energia 

para o endométrio no conhecido balanço energético negativo. A contínua inflamação e 

resposta imune inata contra infecção bacteriana no útero após o parto compromete o 

bem-estar animal. Neste estudo testou-se a hipótese de que as vias homeostáticas 

conferidas pela glicose, glutamina e biotina integram o metabolismo energético e a 

imunidade inata no tecido endometrial bovino. A ausência de glicose reduziu a secreção 

de IL-1P, IL-6 e IL-8 em culturas de órgãos endometriais desafiadas com a endotoxina 

lipopolissacarídeo (LPS). Depleção de glutamina também reduziu a atividade 

inflamatória do endométrio contra LPS. Entretanto, as atividades de glicose e glutamina 

dependem da presença de glicólise. A vitamina biotina demonstrou ter caráter anti- 

inflamatório, reduzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias no endométrio. Em 

conclusão, o estresse energético metabólico afetou as respostas inflamatórias à 

infecções bacterianas no endométrio. Providenciamos dados que demonstram como o 

balanço energético negativo pode estar ligado a doença uterina no pós-parto.

Palavras-chaves: balanço energético negativo, biotina, doença uterina, endométrio



bovino, glicose, glutamina, lipopolissacarídeo.

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) -1p, 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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Infecções bacterianas do útero causam doença e infertilidade no gado leiteiro, 

particularmente após o parto, quando levam a causa de metrite e endometrite em até 

40% dos animais (SHELDON et al., 2006).

Já é bastante compreendido que Escherichia coli, isolada do lúmen uterino, está 

associado com contaminação fecal do útero durante o parto, embora o nível da 

contaminação fecal em fazendas não afeta o microbioma uterino ou agrava a severidade 

da endometrite (CARNEIRO; CRONIN; SHELDON, 2016).

E. coli é uma importante causa de patologia no endométrio (SHELDON et al., 

2010), com infecções frequentemente em conjunto com Trueperella pyogenes e 

bactérias anaeróbicas (SHELDON et al., 2002). Além do mais, infecção com E. coli é 

associada a efeitos negativos no ovário, eixo hipotalâmico-pituitário, e bem-estar animal 

(WILLIAMS et al., 2007).

O útero é capaz de bloquear e eliminar patógenos invasores via próprio 

mecanismo de defesa por barreiras físicas e funções imunes, assim mantendo suas 

atividades fisiológicas normais. Porém, danos aos sistema imune é comumente 

resultado de inflamação uterina e levando a doença, infertilidade e até mesmo a morte 

(FU et al., 2013).

O sistema imune e a reprodução podem aparecer funcionalmente separados mas 

existe uma complexa ligação entre ambos os sistemas. Assim, o sistema reprodutivo 

encontra vários desafios incluindo doenças sexualmente transmitidas, infecções 

sistêmicas que afetam órgãos reprodutivos e condições para inflamação crônica, o que 

pode ser solucionado por intermeio do sistema imune (KANNAKI; SHANMUGAM; 

VERMA, 2011)

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

resposta adaptativa é mais robusta e específica, a ativação efetiva de específicos
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antígenos é realizada por meio da resposta imune inata (KANNAKI; SHANMUGAM; 

VERMA, 2011)

Enquanto as vezes é considerado que a resposta imune inata é primitiva 

comparada a adaptativa, a inata vem sendo redefinida por um longo período, e é mais 

eficiente na maioria dos casos (BEUTLER, 2004).

Esses dois sistemas são sequencialmente ativados durante uma infecção e 

trabalham cooperativamente para erradicar o agente microbiano. A imunidade inata é a 

primeira linha de defesa do hospedeiro contra o agente invasor, por outro lado, a 

adaptativa é tardia, quase 4-7 dias após infecção, e inclui especificidade e longa duração 

baseada na expansão clonal de linfócitos (KAWAI; AKIRA, 2010).

O sistema imune confere proteção contra uma variedade de patógenos e é 

baseado em um limitado repertório de receptores chamados de Receptores de 

Reconhecimento Padrão (RRP). Dessa forma, os receptores têm a habilidade de 

reconhecer componentes bacterianos conservados evolutivamente, conhecidos como 

Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PMAP). O reconhecimento de agentes 

microbianos é um elemento essencial para o início da resposta imune inata e resposta 

inflamatória (KAWAI; AKIRA, 2010)

Diferentes RRPs podem reconhecer os mesmos PMAPs, assim, orquestram 

específicos patógenos e células específicas do hospedeiro para combater infecções 

(JANEWAY, 1989; KAWAI; AKIRA, 2011).

A resposta a infecção microbiana no endométrio depende do RRPs, como os 

receptores Toll-Like, que são expressos por células do endométrio. Em particular, 

células epiteliais e estromais respondem a E. coli por meio do Receptor Toll-Like -  4 

(TLR-4), se ligando ao lipopolissacarídeo (LPS) (CRONIN et al., 2012).

Receptores Toll-like são RRPs definidos como proteínas ligadas a membrana
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usualmente presentes na superfície das células, mas também podem estar ligadas 

internamente em endossomas (MEYLAN; TSCHOPP, 2006).

Evidência dos RRPs foi primeiramente descoberta usando Drosophila 

melanogaster, onde o “Toll” foi necessário para proteção contra infecção fúngica 

(LEMAITRE et al., 1996). O primeiro receptor Toll-like em mamíferos foi identificado 

em um camundongo mutante, onde TLR-4 protegeu contra a infecção bacteriana gram- 

negativa pelo reconhecimento do LPS. (POLTORAK, 1998).

Diferentes tipos celulares expressam diversos TLRs, algumas dessas células 

incluem monócitos e células dendríticas (MUZIO et al., 2000; JANEWAY; 

MEDZHITOV, 2002; KAWAI; AKIRA, 2006) São expressados em diferentes células e 

em específicos tecidos, embora, os mecanismos que regulam a expressão do gene para 

TLR na resposta de mediadores inflamatórios não está totalmente esclarecido 

(MOGENSEN, 2009). Receptores Toll-like são amplamente divididos em dois 

subgrupos dependendo de sua localização e respectivo PMAP ligante. Um grupo é 

composto por TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-11, que são expressados na 

superfície de células e reconhecem principalmente componentes da membrana 

bacteriana como lipídio, proteína e lipoproteína. Outro grupo é composto por TLR-3, 

TLR-7, TLR-8, TLR-9, que são expressados em vesículas intracelulares como retículo 

endoplasmático, endossoma, lisossoma, onde reconhecem ácidos nucleicos de bactérias. 

(KAWAI; AKIRA, 2010).

O TLR-4 é o mais extensivamente estudado RRP e ele reconhece uma 

variedade de ligantes (proteínas do hospedeiro e de vírus, fibrinogênio, pneumolisina) 

mas é mais conhecido por reconhecer o LPS. O que foi evidenciado quando analisaram 

camundongos knock-out para TLR-4, demonstrando não serem respondentes ao LPS 

(HOSHINO et al., 1999).
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A imunidade inata no trato genital é altamente dependente da expressão de TLRs 

que detectarão PMAPs. Os TLRs, são conservados filogeneticamente e são capazes de 

detectar uma quantidade diferente de PMAPs associados a fungos, vírus e bactérias 

(BEUTLER, 2004; AKIRA et al., 2006). O reconhecimento da imunidade inata de 

componentes microbianos é um papel crítico para defesa do hospedeiro contra infecção 

(KAWAI; AKIRA, 2010). Embora esse reconhecimento participa de um papel maior nos 

mecanismos de defesa uterina, como isso se procede ainda não é totalmente elucidado 

(ESPOSITO et al., 2014).

Os PMAPs são evolutivamente conservados em patógenos e geralmente críticos 

para a infecção e patogênese. TLRs reconhecem PMAPs tais como peptideoglicano, 

lipopolissácarideo (LPS), ácidos nucléicos, permitindo a iniciação de um complexo 

sinal em cascata que termina na ativação de fatores de transcrição, como o NF-kB, e 

produção 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 infecções parece estar ligada a imunidade inata, 

que quando ativada leva a uma resposta inflamatória produzindo citocinas (WIRA et al., 

2005; MOR; CARDENAS, 2010).

Durante o período pós-parto, há um aumento na expressão de genes referentes a 

codificação de TLRs, mediadores inflamatórios e citocinas pró-inflamatórias como 

interleucina (IL)-1A, IL-6, IL-8 e IL-1B, além de moléculas efetoras como as proteínas 

de fase aguda, são características da resposta imune local do endométrio 

(CHAPWANYA et al., 2009).

O processo da ligação ao TLR induz vias de sinalização terminando na produção 

de citocinas pró-inflamatórias. Quimiocinas, como a IL-8, atrai neutrófilos e
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macrófagos para o sítio de infecção e dano tecidual, onde essas células hematopoiéticas 

são reguladas por citocinas como a IL-6. No útero pós-parto, o epitélio é 

frequentemente lesionado, com migração de neutrófilos e macrófagos por meio do 

estroma (HURST et al., 2001; KAWAI; AKIRA, 2006; CARNEIRO; CRONIN; 

SHELDON, 2016).

O estresse metabólico compromete a reposta inflamatória contra infecções 

bacterianas no útero bovino após o parto (WATHES et al., 2009).

Atualmente, o gado de leite foi geneticamente selecionado para uma maior 

produção de leite, em até três vezes mais em comparação ao gado não selecionado. 

Durante o início da lactação, estas vacas são fisicamente incapazes de alimentar o 

suficiente para atender a demanda de nutrientes (especialmente a glicose) necessária 

para suportar os níveis extremamente elevados da produção de leite. Consequentemente, 

o gado entra em um estado de balanço energético negativo crônico (BEN), levando a 

mobilização do tecido adiposo para fornecer glicose para a produção de leite. BEN é um 

fator de risco para disfunção ovariana (LEROY et al., 2008) aparentemente por causa 

das adaptações hormonais e metabólicas que ocorrem em resposta a BEN. 

Consequentemente, estas vacas têm muito baixa fertilidade (WATHES et al., 2007) 

caracterizada, entre outras coisas, pela prolongado anestro pós-parto, anovulação e do 

desenvolvimento de folículos ovarianos císticos. Existe evidência considerável de 

estudos em diversas espécies que mostram que a hipoglicemia e BEN inibem o sistema 

reprodutivo a nível hipotalâmico (FURMAN; WADE, 2007).

Sugeriu-se que o BEN impede a resposta inflamatória e a eliminação da bactéria 

no endométrio, levando a endometrite crônica (WATHES et al., 2009; ESPOSITO et al., 

2014), isso é controverso porque a indução de BEN não impediu a resposta imune inata 

contra bactérias na glândula mamária bovina (MOYES et al., 2009).
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O gado de leite tem baixas concentrações de glicose no sangue periférico, 

porque a glicose é rapidamente sequestrada pela glândula mamária para produção de 

energia e lactose (LUCY, 2006)

A homeostase da energia celular depende de múltiplos sistemas, incluindo 

uptake de glicose via transportadores de glicose na membrana plasmática, produção de 

ATP via glicólise, ciclo de Krebs e glutaminólise (VANDER HEIDEN; CANTLEY; 

THOMPSON, 2009; ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011; HARDIE; ROSS; 

HAWLEY, 2012).

A glicose é um substrato de energia importante para a geração de ATP para as 

funções metabólicas e fisiológicas do endométrio (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016). A 

glicose pode ser metabolizada ao longo de diferentes vias, incluindo a glicólise, a via de 

síntese de glicogênio, a via de hexosamina e a via da pentose fosfato. 

Independentemente da via, o primeiro passo é o metabolismo da glicose em piruvato. 

Os resultados desses caminhos são ATP e NADPH (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016).

A glicose é a principal fonte de energia nas células vivas. Assim, o seu 

desequilíbrio pode prejudicar a função celular normal e a imunidade de organismos 

(CHEN et al., 2016) Sua participação no metabolismo está envolvida na glicólise, ciclo 

de Krebs e fosforilação oxidativa (OXFOS) (DIMELOE et al., 2016).

Em piruvato, a glicose é convertida por meio de reações enzimáticas sequenciais 

que ocorrem no citosol. Os intermediários do processo podem ser posteriormente 

metabolizados para produzir precursores para a síntese de ácidos nucleicos, lipídeos e 

aminoácidos. O piruvato pode ser oxidado nas mitocôndrias completando o ciclo de 

Krebs ou reduzido a lactato e excretado (LUNT; VANDER HEIDEN, 2011; DIMELOE 

et al., 2016).

O piruvato, uma vez convertido na mitocôndria a acetil-CoA pela piruvato
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desidrogenase, entra no ciclo de Krebs para se obter intermediários 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 , como no caso de linfócitos (DIMELOE et al., 2016) e macrófagos 

(TANNAHILL et al., 2013), porém, nesses casos, a excreção de lactato é aumentada, 

indicando um aumento da redução de piruvato em lactato, em vez da oxidação do 

piruvato através do ciclo de Krebs e consequente produção de ATP. Este 'Warburg 

Effect' (glicólise aeróbica) 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 glicólise, 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 macrófagos (TANNAHILL et al., 2013).

Aminoácidos não essenciais também tem importante papel na função do sistema 

imune. Entre eles, glutamina é um dos mais versáteis aminoácidos em termos de uso 

metabólico aplicada a ciência animal (LOBLEY; HOSKIN; MCNEIL, 2001).

As células utilizam a glutamina para variadas funções. É amplamente 

reconhecida como um nutriente primário para manutenção da homeostase corporal em 

mamíferos sendo o mais abundante aminoácido no plasma (aproximadamente 20%) 

(SCALISE et al., 2015). Glutamina é classificada entre os aminoácidos não essenciais 

uma vez que pode ser sintetizada a partir de a-cetoglutarato. Entretanto, se torna 

essencial condicionalmente durante proliferação celular e sob condições de doenças 

específicas (CAREY et al., 2015). De fato, em caso de alta demanda de energia,
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glutamina endógena não é o suficiente e é necessário adquirir glutamina pela dieta 

(SCALISE et al., 2015). Glutamina entra no ciclo de Krebs como a-cetoglutarato e em 

teoria é capaz de produzir 8 NADH, 3 FADH2 e 3 ATP, após completa oxidação. Mais 

ATPs serão produzidos após a completa fosforilação oxidativa (Moreno-Sanchez et al., 

2014; Wu, 2009).

Pode ainda representar energia para células por: fornece átomos de carbono para 

o ciclo de Krebs desencadeando produção de ATP sob condições metabólicas normais. 

Pode ser ainda usada para formação de glicose por meio da gliconeogênese.

Mitocondrial glutaminase é a enzima chave para catalisar a conversão de 

glutamina em glutamato que pode produzir a-cetoglutarato. Então, 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 é capaz de regular a expressão de vários genes envolvidos na 

sinalização celular, metabolismo, proliferação celular, defesa celular (CURI et al., 2005; 

BRASSE-LAGNEL; LAVOINNE; HUSSON, 2009).

Vacas com infusão intravenosa com glutamina demonstraram modulação de 

proteínas de fase aguda, sugestionando um possível papel desta na produção de 

citocinas por células do sistema imune (JAFARI et al., 2006). Estudos em animais 

informam que a administração de glutamina pode aumentar a produção de IL-ip e IL-6 

por macrófagos (WELLS et al., 1999). Em outro estudo em vacas demonstrou-se que 

suplementação com glutamina tem altas produções de IL-6 (CAROPRESE et al., 2012), 

mostrando uma dose dependência de suplementação dela na função imune de vacas e 

modulação da produção de citocinas.

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

funcionar efetivamente (MAGGINI et al., 2007). Ainda há outros importantes papéis
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para biotina como na regulação do estresse celular oxidativo, expressão de genes e na 

função 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 deficiência de biotina tem um impacto 

na resposta imune (KUROISHI et al., 2008; KUROISHI, 2015) e em células dendríticas 

(AGRAWAL; AGRAWAL; SAID, 2016).

Ruminantes produzem biotina como resultado da fermentação bacteriana no 

rúmen, e é um nutriente essencial tanto para o crescimento bacteriano quanto para gado 

de leite. Recentes estudos demonstram que a suplementação com biotina é importante 

para aumentar a lactação no gado leiteiro (CHEN et al., 2011; LEAN; RABIEE, 2011), 

mas ainda como a biotina interage com a resposta imune no endométrio, ainda não é 

esclarecida.

A biotina pode ainda afetar o crescimento, proliferação e diferenciação celular 

(DAKSHINAMURTI; CHALIFOUR; BHULLAR, 1985). Potencialmente, o 

crescimento celular anormal e diferenciação pode levar a função imune diminuída 

(BÁEZ-SALDANA et al., 1998). Estudos prévios têm fornecido evidência de que 

células mononucleares humanas respondem a proliferação celular com maior absorção 

de biotina (ZEMPLENI; MOCK, 1999), mediada pelo aumento da expressão de 

transportadores de biotina (ZEMPLENI; STEVEN STANLEY; MOCK, 2001). As 

células em proliferação utilizam esta vitamina para aumentar a biotinilação de 

carboxilases (ZEMPLENI; MOCK, 2000) e histonas (STANLEY; GRIFFIN; 

ZEMPLENI, 2001) em comparação com células quiescentes. A ingestão de doses 

farmacológicas de biotina por seres humanos pode reduzir as taxas de proliferação de 

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

Entender como vias de inflamação em nível molecular que participa num 

importante papel na função imune, metabolismo e reprodução, pode melhorar a 

habilidade de prevenir desordens no gado (ESPOSITO et al., 2014).

Em geral, o objetivo desse estudo foi determinar a interação 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 lipopolissacarídeo.
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Capítulo 2 -  Efeito da glicose no metabolismo energético e imunidade 
inata do endométrio bovino

Artigo publicado no periódico PLoS ONE

Resumo

34



Defesas contra as bactérias que normalmente infectam o endométrio bovino no pós- 

parto são prejudicadas quando há estresse metabólico, levando a endometrite e 

infertilidade. A resposta do endométrio contra bactérias depende da imunidade inata, 

com o reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos estimulando a 

inflamação, caracterizadas por secreção de interleucinas (IL) -1p, IL-6 e IL-8. Como o 

estresse metabólico afeta as respostas teciduais contra patógenos não é clara, mas a 

conexão entre metabolismo energético e imunidade inata demonstra que quando um é 

afetado o outro também pode ser afetado. Nesse estudo testou-se a hipótese de que as 

vias homeostáticas integram metabolismo energético e imunidade inata no tecido 

endometrial bovino. A ausência de glicose reduziu a secreção de IL-1P, IL-6 e IL-8 a 

partir de culturas de órgãos endometriais bovinos ex vivo desafiados com os padrões 

moleculares associados a patógenos lipopolissacarídeo e lipopeptídeo bacteriana. As 

respostas inflamatórias do endométrio para lipopolissacarídeo não foram afetadas pelo 

fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, que é um regulador do metabolismo 

endócrino. As respostas inflamatórias ao lipopolissacarídeo aumentam o consumo de 

glicose pelo endométrio induzindo o efeito Warburg, que pode exacerbar os défices na 

disponibilidade da glicose no tecido. Em conclusão, o estresse energético metabólico 

afetou as respostas inflamatórias a padrões moleculares associados a patógenos em 

tecido endometrial bovino.

Introdução
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O estresse metabólico compromete as respostas inflamatórias de defesa contra 

infecções bacterianas do útero em bovinos após o parto, mas não está claro como o 

metabolismo e a imunidade estão integrados no endométrio. Porém, há evidências 

emergentes que o metabolismo energético e a imunidade inata estão interagidos nos 

tecidos [1,2].

A compreensão de como o metabolismo e imunidade estão integrados no 

endométrio é importante porque a falta de um eficiente comabte as infecções 

bacterianas no pós-parto leva à doença uterina em até 40 % do gado leiteiro, e, o custo 

do tratamento, a redução da produção de leite e a substituição de animais inférteis gera 

um custo aproximado de € 1,4 bilhões ao ano na União Europeia [3].

A demanda energética da lactação é três vezes a taxa metabólica de repouso 

diário, para o gado de leite de alto rendimento. Correr 100 km todos os dias é uma 

demanda energética equivalente para seres humanos. A vaca leiteira não consegue 

consumir alimentos suficientes para satisfazer a demanda metabólica da lactação, 

levando ao balanço energético negativo. Por conseguinte, há uma redução 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 invasão de 

numerosas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas no útero após o parto [6,7].

O balanço energético negativo está associado com a persistência destas 

infecções, causando doença 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 múltiplos sistemas, incluindo a 

captação de glicose por meio de transportadores de glicose na membrana plasmática, a 

produção de ATP a partir da glicose via glicólise e do ciclo de Krebs, e no controle do 

metabolismo celular pela proteína quinase ativada por AMP (AMPK) e proteína alvo da
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rapamicina em mamíferos (mTOR) [10,11]. Transportadores de glicose estão 

amplamente distribuídos no útero da maioria das espécies animais, e alguns são 

regulados pelos esteróides ovarianos e insulina [12], também são expressos no 

endométrio bovino, e particularmente nas células epiteliais, mas não são regulados por 

esteróides ovarianos [13]. Estresse metabólico também pode induzir a glicólise 

aeróbica, conhecido como o efeito Warburg, onde as células rapidamente geram ATP e 

substratos de carbono a partir do fluxo de glicose através da glicólise em vez de o ciclo 

de Krebs [14,15]. Interessantemente, as respostas da imunidade inata contra bactérias 

induzem o efeito Warburg em macrófagos murinos [16].

A imunidade inata é baseada em receptores de reconhecimento de padrões 

celulares, tais como receptores Toll-like (TLRs), e na sua ligação a padrões moleculares 

associados a patógenos [17,18]. Por exemplo, o TLR-4 se liga ao componente 

lipopolissacárideo (LPS) de bactérias Gram-negativas, enquanto o TLR-2 se liga a 

lipopeptídeos bacterianos. A ligação de padrões moleculares associados a patógenos aos 

TLRs gera a liberação de de citocinas e quimiocinas, tais como a interleucina ( IL )-ip, 

IL-6 e IL-8, que atraem e regulam células imunitárias hematopoiéticas, para eliminar os 

microrganismos invasores [17-19]. No entanto, esta resposta imune inata precisa ser 

rápida e vigorosa o suficiente para eliminar eficientemente os microrganismos dos 

tecidos, ou inflamação crônica pode desenvolver-se [19]. As respostas inflamatórias do 

endométrio bovino contra infecções bacterianas no pós-parto são tipicamente da 

imunidade inata, com o aumento de IL-ip, IL-6 e IL-8 [20-22]. Além disso, o tecido e 

células endometriais expressam TLR-2 e TLR-4, e conferem respostas inflamatórias ao 

LPS e lipopeptídeos in vitro [23-26].

Vem sendo sugerido que o equilíbrio energético negativo diminui a resposta 

inflamatória e a eliminação de bactérias do endométrio, levando a endometrite crônica
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[5,9]. Esta visão é controversa porque balanço energético negativo induzido não 

prejudica as respostas imune inata contra bactérias na glândula mamária de bovinos 

[27]. Para explorar este enigma sobre as interações 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 padrões moleculares 

associados a patógenos, semelhante aos tecidos in vivo [25,26].

Como nosso objetivo foi estudar a resposta do tecido, culturas do tecido 

endometrial têm vantagens sobre células isoladas porque as culturas de órgãos mantem 

a arquitetura do tecido. O presente estudo testou a hipótese de que as vias homeostáticos 

integram o metabolismo energético e imunidade inata no endométrio bovino.

Resultados

Resposta inflamatória é atenuada em ausência de glicose

Para examinar o impacto da ausência de glicose sobre a resposta imune inata,

8mm de diâmetro do endométrio bovino para cultura foram colocadas em placas de 12 

poços, durante 24 h em meio contendo uma gama de quantidades de glicose (0 a 1,8 

mg/orgão), desafiados com controle (veículo, próprio meio) ou LPS de E. coli (100 

ng/ml, ligante de TLR-4 ), Pam3CysSerLys4 (PAM, 100 ng/ml, lipopeptídeo ligante de 

TLR-2 / TLR-1), ou ligante estimulador de fibroblasto -  1 (FSL-1, 100 ng/ml, 

lipopeptídeo ligante de TLR-2 / TLR-6 ). O máximo 1,8 mg/órgão de glicose foi gerada 

através do fornecimento para cada poço da cultura com 2 ml de meio contendo 5 mM de 

glicose . Embora a disponibilidade precisa de glicose no endométrio pós-parto é 

desconhecido, e provavelmente menor do que no plasma periférico, a maior quantidade 

de glicose fornecida foi selecionado porque a concentração de glicose no plasma 

periférico é aproximadamente 4 mM em animais sadios [5]. As quantidades de glicose
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foram expressas em mg/órgão para focar na disponibilidade de glicose em vez de 

concentrações de glicose, que são mais relevantes para os estudos de células na corrente 

sanguínea do que para os tecidos. Nós previamente validamos que as culturas de órgãos 

endometriais secretam IL-ip, IL-6 e IL-8 após 24 h de desafio com LPS [25,26]. No 

entanto, limitar a disponibilidade de glicose reduziu a acumulação de IL-ip, IL-6 e IL-8 

em resposta ao LPS em pelo menos 50% (Fig. 1A -  1C, n = 4 animais). Comparado 

com a máxima disponibilidade de glicose, o efeito de limitar a glicose na resposta de IL- 

ip, IL-6 e IL-8 contra LPS foi primeiro evidente a 0,72, 0,36 e 0,72 mg/órgão de 

glicose, respectivamente (P < 0,05 ; ANOVA com comparação múltipla de Dunnett). 

Limitando a disponibilidade de glicose também tende a reduzir a IL- p, I -6 e IL-8 em 

respostas a PAM e FSL-1 (Fig. 1A -  1C).

Uma preocupação era que a ausência de glicose e/ou padrões moleculares 

associados a patógenos poderia indiretamente limitar a acumulação de mediadores 

inflamatórios, reduzindo a viabilidade celular. Assim a viabilidade celular foi avaliada 

por mensuração da concentração de lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante de 

cultura pelo fato de que o vazamento de LDH é associado a células em apoptose 

[25,26]. No entanto, a concentração de LDH em sobrenadantes não diferiram 

significativamente entre os desafios (Fig. 1D) e também no controle.

Nos experimentos subsequentes foram utilizados o LPS devido as respostas 

inflamatórias contra LPS serem mais evidente entre os padrões moleculares associados 

a patógenos.

A seguir, considerou-se o efeito da disponibilidade de glicose no modelo de 

inflamação era dependente da quantidade total de glicose disponível para os tecidos ou a 

concentração de glicose no meio de cultura. Tecido endometrial foi cultivado em placas 

de 24 poços, 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 órgão) mas usando metade do volume do meio 

por órgão (1 ml / poço). Esta abordagem duplicou as concentrações de modo a que a 

concentração máxima de glicose foi de 10 mM (Fig. 2A-2C), em comparação com 5 

mM nas Fig. 1A-1D. Limitando a disponibilidade de glicose reduziu a acumulação de 

IL-6 e IL-8 em resposta a LPS, pelo menos em 45% (Fig 2A e 2B, n = 7 animais), mas 

não afetou significativamente a viabilidade das células, conforme determinada pelas 

concentrações de HDL (Fig. 2C).

A concentração de IL-ip não foi mensurada, porque não houve suficiente meio 

para realizar um quarto ensaio. O efeito de limitação de glicose na produção de IL-6 e 

IL-8 contra LPS foi evidente no primeiro 0,72 mg/órgão de glicose, em comparação 

com a disponibilidade de glicose máxima (P <0,05; ANOVA com teste de comparação 

múltipla aos pares de Dunnett). Estes dados fornecem evidência de que a 

disponibilidade de glicose, em vez da concentração de glicose, influenciou as respostas 

inflamatórias do tecido endometrial.

Em seguida, foi avaliado se a reduzida resposta inflamatória contra LPS 

associada com reduzida disponibilidade de glicose poderia ser resgatado pela adição de 

glicose as células endometriais. Assim, o tecido endometrial foi cultivado placas de 12 

poços, utilizando 2 ml de meio contendo 1,8 mg/órgão de glicose ou meio isento de 

glicose, por 24 h; posteriormente, os meios foram repostos com 2 ml de meio contendo 

1,8 mg/órgão de glicose ou meios isentos de glicose, desafiado com veículo ou LPS 

(100 ng/ml) durante 24 h. Déficts de glicose no primeiro ou no segundo período de 24 h 

reduziu a acumulação de IL-6 e IL-8 em pelo menos 50 % ( Fig. 2D e 2E) em 

comparação com células mantidas durante todo o experimento em 1,8 mg de glicose , 

embora, a re-alimentação de glicose após um período de esgotamento parcialmente 

resgatou a resposta de IL-8 (Figura 2E) .
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Também foi analisado o impacto da glicose na expressão de genes para IL-1a, 

IL-6 e IL-8 (Fig. 5). PCR quantitativo para esse genes foram realizados no tecido 

endometrial com variada concentração de glicose, desafiados com 1 ng/mL de LPS ou 

veículo controle. Observamos que aquele tecido endometrial com maior quantidade de 

glicose obteve maior expressão de genes para as citocinas quando desafiado com LPS. 

IL-1a é conhecida como uma mólecula associada a danos, liberada apenas quando a 

célula sofre algum tipo de injúria, e como é praticamente internalizada, a sua presença 

em sobrenadante não seria mensurável por ELISA, sendo a avaliação por qPCR mais 

aconselhada [21,23].

Tomados em conjunto, os dados das Figuras 1, 2 e 5 suportam o conceito que 

a redução da disponibilidade de glicose no tecido endometrial limita as respostas 

inflamatórias aos padrões moleculares associados a patógenos.

IGF-1 e a inflamação

O fator de crescimento semelhante a insulina -  1 (IGF-1) regula o crescimento 

celular e o metabolismo [28,29]. Em comparação a animais sadios, animais no pós-parto 

sob estresse metabólico têm níveis plasmáticos mais baixos de IGF-1, aproximadamente 

<50 ng/ml [30]. Dessa forma, examinamos se a adição de IGF-1 pode aumentar as 

respostas inflamatórias contra padrões moleculares associados a patógenos. Tecido 

endomentrial foi cultivado em meio contendo 1,8 mg de glicose por órgão com veículo 

ou uma gama de concentrações de IGF-1 (25, 50 ou 100 ng/ml) durante 24 h. O meio 

foi então aspirado e os explantes foram desafiados durante 24 h com meio contendo 

veículo ou LPS a 100ng/ml, com a correspondente concentração de IGF-1. A 

acumulação de IL-ip, IL-6 e IL-8 nos sobrenadantes desafiados com LPS não foi 

significativamente modulada por IGF-1 (Fig. 3 a-c, P> 0,41, ANOVA, n = 4 animais).
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Ainda, IGF-1 não afeta significativamente a viabilidade das células, conforme 

determinado pela medição das concentrações 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 produção de IL-ip, IL-6 ou IL-8 no 

sobrenadante (Fig. 3 d-f). Estes dados fornecem evidência de que o IGF-1 não foi um 

regulador importante das respostas inflamatórias endometriais ao LPS.

Resposta contra LPS é energeticamente dispendiosa

Tendo estabelecido que a ausência de glicose (Fig. 1) teve maior impacto sobre a 

inflamação, a etapa final foi examinar se as respostas do endométrio contra LPS foram 

energicamente dispendiosas, o que pode agravar o impacto do estresse metabólico na 

imunidade inata nos tecidos. Explantes do endométrio foram colocadas em 12 poços 

com 2 ml de meio controle ou meio contendo 100 ng/ml de LPS, e as concentrações 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/poço em placas de 24 

poços, e as concentrações de glicose mensuradas ao longo de 48 hs. Os dados foram 

expressos referente a glicose total em cada poço 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/poço, 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/poço, 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/poço, 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 depleção de glicose do meio de 

cultura, em comparação 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 acidificação extracelular (ECAR) foi medida a cada 10-12 min ao longo de um 

período de 4 h, como um indicador da produção de lactato, quando explantes foram 

desafiados com veículo controle ou LPS em meio contendo 1,19 mg/órgão de glicose. 

Como não há dados relacionados a ECAR, células estromais endometriais e monócitos 

do sangue periférico foram empregados como comparadores [31]. Antes do desafio com 

LPS, a ECAR foi de 15,3 ± 7,3, 20,3 ± 2,3 e 13,7 ± 1,6 mph/min (média ± SEM) para 

endométrio, células estromais e monócitos, respectivamente. No entanto, a ECAR foi 

aumentada em resposta a LPS em culturas de órgãos endometriais (Fig. 4D, P <0,05, 

ANOVA, n = 3 animais), células do estroma (Fig. 4E, P <0,001, ANOVA, n = 3) e 

monócitos (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.

Discussão

A justificativa para o presente estudo foi que déficits de energia metabólica estão 

associadas com respostas imunológicas inadequadas e doença uterina [5,8,9]. Foi 

discutido que a regulação da energia metabólica e as respostas inflamatórias a infecções 

tanto visam atingir a homeostase do tecido, e estão comumente integrados [1,10,19]. 

Nesse estudo, evidências de que interações entre o metabolismo e imunidade inata 

dependem da disponibilidade de glicose foi observada, o que é fundamental para a 

manutenção da homeostase energética nos tecidos. A ausência de glicose reduziu
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respostas inflamatórias em tecido endometrial cultivado com padrões moleculares 

associados a patógenos, e ainda reduz secreção de IL-6 e IL-8 em resposta a LPS. A 

resposta inflamatória contra LPS foi energicamente dispendiosa e induziu o efeito 

Warburg. Estes dados fornecem evidências de que disponibilidade de glicose impacta a 

imunidade inata no endométrio bovino.

A fonte mais fundamental de energia celular é o ATP, derivado principalmente 

do metabolismo da glicose através da glicólise e fosforilação oxidativa no ciclo de 

Krebs [10,14]. Para examinar a resposta imune inata para padrões moleculares 

associados a patógenos, culturas do tecido endometrial bovino ex vivo foram 

exploradas, porque mimetizam respostas inflamatórias in vivo a bactérias [25,26]. No 

presente estudo, limitada disponibilidade de glicose reduziu as concentrações de IL-ip, 

IL-6 e IL-8 no tecido endometrial em resposta ao LPS, embora houvesse mais efeitos 

modestos sobre as respostas inflamatórias aos lipopeptídeos. Notavelmente, os efeitos 

da glicose sobre a inflamação foram determinados pela disponibilidade de glicose, ao 

invés da concentração 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 às observações anteriores [40]. No entanto, os 

déficits na disponibilidade de glicose em tecidos, como durante o período pós-parto, são 

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 observações são semelhantes ao trabalho 

anterior com células dendríticas e macrófagos de murídeo e humanos, em que o LPS 

também induziu o efeito Warburg [16,31,32]. Tais adaptações metabólicas ao LPS são 

prováveis partes da resposta imune inata integrada durante infecções bacterianas [2,19].
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Entretanto, além da adaptação, estresse metabólico claramente afetou a 

inflamação no presente estudo, e limitou a imunidade in vivo [5]. Esta perturbação da 

resposta inflamatória é importante porque respostas inflamatórias insuficientemente 

rápidas ou robustas levam a infecção persistente e inflamação crônica [19], que é um 

sinal cardinal de endometrite em bovinos [33]. Estresse metabólico comprometendo a 

defesa contra agentes patogênicos também é evidente em outras espécies. Até Mesmo 

abelhas são mais propensas a morrer quando desafiados com LPS, se estiverem sedentas 

por açúcar [34].

Considerou-se que reguladores mais generalizadas do metabolismo no tecido, 

IGF-1, poderiam modular as respostas inflamatórias contra LPS no endométrio. Como 

concentrações de IGF-1 estão reduzidas no plasma periférico após o parto, acreditava-se 

que IGF-1 pode ser diretamente responsável por mediar os efeitos do balanço energético 

negativo sobre a saúde uterina [4,5,35]. No entanto, no presente estudo, IGF-1 exógena 

não modulou as respostas inflamatórias ao LPS no endométrio. O endométrio pós-parto 

é provável de enfrentar o conflito da imunidade inata prejudicada por causa da redução 

da disponibilidade de glicose e aumento do metabolismo celular durante a resposta 

inflamatória a bactérias. De fato, o endométrio é provavelmente ainda mais 

metabolicamente comprometido in vivo por exigências de glicose para a energia e como 

um substrato de carbono para satisfazer as necessidades de uma vasta quantidade de 

reparação e regeneração do endométrio que ocorre no pós-parto [41]. Estas tensões 

metabólicas adicionais podem explicar o porquê de a defesa endometrial ser 

comprometida durante o balanço energético negativo após o parto, enquanto que a 

imunidade inata na glândula mamária não é comprometida durante o BEN induzido 

[5,27].
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O metabolismo energético celular depende do transporte e da utilização de uma 

multiplicidade de substratos de carbono [1,10,11]. Transportadores de glicose regulam o 

movimento de glicose nas células, e alguns são regulados por esteroides ovarianos e 

insulina no endométrio murino e humano [12]. No entanto, a fase do ciclo estral não 

afeta a expressão do transportador de glicose no endométrio bovino [13] e, esteroides 

ovarianos não afetam respostas inflamatórias endometriais ao LPS [26]. Da mesma 

forma, insulina e IGF-1 não são necessários para o tecido endometrial ex vivo para sua 

função fisiológica, tal como determinado pela secreção de prostaglandinas em resposta à 

oxitocina, ou respostas inflamatórias aos padrões moleculares associados a patógenos 

[25,36]. Esteroides do ovário e IGF-1 podem ter um papel em outros processos que 

promovem a saúde uterina. Os sistemas de IGF-1 e de insulina são importantes para a 

reparação do endométrio no pós-parto, provavelmente através do controle de 

metaloproteinases de matriz e proliferação de células [30].

Quando o suprimento de glicose é limitante, os requisitos de energia podem 

muitas vezes ser alcançados por meio do metabolismo de aminoácidos, lipídios e ácidos 

graxos de cadeia longa. Glutaminólise gera substratos de succinato, para o ciclo de 

Krebs. Os ácidos graxos produzem acetil-CoA para o ciclo de Krebs, e pela via do 

mevalonato, que converte acetil-CoA em esqualeno e para colesterol e síntese de 

esteróides. Estas vias metabólicas estão sujeitas a vários sistemas de controle, incluindo 

AMPK e mTOR, e suas interações com a imunidade inata estão apenas emergindo 

[2,11]. Por exemplo, recentemente descobriu-se que as respostas inflamatórias de 

células do endométrio bovino contra LPS são reduzidas pela inibição da via do 

mevalonato ou adição de isoprenóides [37].
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Em conclusão, evidências foram fornecidas que o estresse metabólico energético 

no endométrio bovino afetou a resposta inflamatória contra padrões moleculares 

associados a patógenos.

Materiais e métodos

Cultura do tecido endometrial e células

Úteros com nenhuma evidência de infecções ou doenças microbianas genitais 

foram recolhidas de vacas (n = 68 animais) após 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 

utilizandopunchs de biópsia de 8mm de diâmetro, como descrito anteriormente [25,26]. 

Anteriormente, foi demonstrado que que não houve qualquer efeito da raça dos animais 

sobre as respostas inflamatórias a LPS nos explantes, e que não houve diferença 

significativa na viabilidade celular entre o controle e o desafio com LPS das culturas de 

órgãos endometriais [25,26]. Explantes foram colocadas em placas de 12 poços (TPP, 

Trasadingen, Suiça) com 2 ml/poço 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, 

Gillingham, Dorset, Reino Unido), salvo indicação em resultados quando 1 ml/poço foi 

utilizado em placas de 24 poços (TPP). Células endometriais do estroma e epitélio 

foram isoladas, e a ausência de contaminação de células do sistema imune confirmada 

como descrito anteriormente [23,24]. As células epiteliais e de estroma foram 

plaqueadas a 1,5x105 células/ml, em placas de 24 cavidades com 1 ml/poço 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 monócitos do sangue periférico foram isolados como descrito
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previamente [38]. Os monócitos foram plaqueadas a 6x104 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 poços. Os explantes e células endometriais foram incubados a 37°C numa 

atmosfera de ar umidificado com 5% de CO2.

Impacto do metabolismo na inflamação

Culturas de órgãos endometriais foram tratados com meio RPMI contendo uma 

gama de quantidades de glicose, gerados pela utilização de combinações 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 órgãos foram desafiadas com veículo ou LPS de E. coli O111: B4 

ultrapuro (100 ng/ml, Invivogen, Toulouse, França), PAM3CSK4 (PAM, 100 ng/mL; 

Invivogen) ou de lipopeptídeos estimulante de fibrinogênio - 1 (FSL- 1 (também 

conhecido como Pam2CGDPKHPKSF), 100 ng/ml; Invivogen). Após 24 h, os 

sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C para a mensuração subsequente 

de IL-ip, IL-6, IL-8 e LDH, e o peso dos órgãos (explants) foram registados. Cada 

experimento foi realizado usando culturas de órgãos de pelo menos quatro animais 

independentes, e cada tratamento foi repetido duas vezes.

ELISA

As concentrações de IL-ip, IL-6 e IL-8 em sobrenadantes de cultura foram 

mensurados por ELISA, de acordo com as instruções do fabricante (IL-ip 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 variação inter-ensaio e intra-ensaio foram todos 

<10%; os limites de detecção foram de 12,5 pg/ml para IL-ip, 75,0 pg/ml para IL-6, e 

5,7 pg/ml para IL-8.

PCR Quantitativo (qPCR)

A extração de RNA celular, síntese de cDNA, primers e PCR quantitativo foi 

realizado de acordo com procedimentos utilizados anteriormente [21,23,42]. 

Sumariamente, após o tratamento com determinadas quantidades de glicose e desafiados 

com LPS, o RNA foi extraído do tecido endometrial utilizando o Kit RNAeasy por meio 

do sistema automatizado Qiacube (Qiagen, Crawley, Reino Unido). O RNA extraído foi 

quantificado utilizando um espectrofotômetro Nanodrop ND1000 (Labtech, Ringmer, 

Reino Unido). Para a síntese de cDNA, 1 ng de RNA total foi adicionada a uma reação 

de eliminação do DNA genómico, seguido por conversão para o cDNA (Quantitect 

Transcrição Reversa Kit, Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. Em 

seguida, qPCR foi realizado para analisar a expressão do gene utilizando primers 

específicos. A quantidade de RNA mensageiro das amostras experimentais foi 

determinada utilizando curvas padrão geradas a partir do RNA de referência com 

Quantifast SYBR Green (Qiagen). Os níveis de expressão de mRNA foram então 

normalizados para ACTB. As análises 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 é 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 instruções do fabricante.

Consumo de glicose em resposta a LPS

Para examinar o consumo de glicose, culturas de órgãos endometriais ou células 

endometriais foram tratados em meio RPMI-1640 (R8758, Sigma) com veículo controle 

ou LPS (100 ng/ml), e os sobrenadantes recolhidos periodicamente para mensurar a 

concentração de glicose. A concentração de glicose foi mensurada utilizando um 

analisador de química clínica (Analox GM7; Analox Instruments, Londres, Reino 

Unido) de acordo com as instruções do fabricante.

Taxa de acidificação extracelular (ECAR)

A ECAR foi mensurada, como um indicador da glicólise, em tempo real, usando 

Analisador de Fluxo Extracelular XF-24 (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA, 

EUA). Culturas de órgãos do endométrio bovino ex-vivo foram produzidos como 

descrito acima, mas utilizando punches de biópsia de 3mm diâmetro (Stiefel 

Laboratories Ltd, High Wycome, Buckinghamshire, Reino Unido). As culturas foram 

estabilizadas em placas de 24 poços 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 dióxido de carbono. As culturas de órgãos foram então 

colocadas em microplacas de captura Islet XF24 (Seahorse Bioscience), coberto com 

uma tela de captura de Islets, que permite a perfusão livre de gases, enquanto minimiza 

o movimento do tecido, e lavou-se duas vezes com meio de ensaio XF. As culturas de 

órgãos foram colocadas no analisador e equilibrada durante cerca de 60 minutos em 525
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pL/poço Meio de Ensaio XF com glicose (1,19 mg/órgão final disponível de glicose), 

antes da injeção de 75 ul de Meio de Ensaio XF ou 75 ul de Meio Ensaio XF com LPS 

(1 ug/ml). Três animais foram analisados por placa com 3 repetições por tratamento e a 

ECAR foi medida aproximadamente a cada 10-12 min.

O mesmo ocorreu com células do estroma (3,5x104 células/poço) ou células 

mononucleares do sangue periférico (6x104/poço) cultivadas em meio 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) e em meio XF24 em microplacas. 

Após 24 h, as células foram lavadas duas vezes com meio XF, colocadas no analisador e 

equilibradas durante cerca de 60 minutos em 525 pL/poço de meio XF com glicose 

(1,19 mg/órgão), antes da injeção de 75 ul Meio de Ensaio de XF ou 75 ul de Meio de 

Ensaio XF com LPS (1 ug/ml).

Análise Estatística

As análises estatísticas foram realizadas utilizando SPSS 20.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, EUA), com o animal como a unidade estatística designado, e P <0,05 

considerado significativo. Foram feitas comparações entre tratamentos, como indicado 

nos resultados, utilizando o teste t de Student, ou ANOVA com Bonferroni, Sidak, ou 

testes de comparações múltiplas de Dunnett para dados distribuídos normalmente e 

Mann-Whitney U para dados não-normais.
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Fig. 1 Disponibilidade reduzida de glicose limita a resposta inflamatória contra padrões 
moleculares associados a patógeno. (a-d) Órgãos de cultura do endométrio ex vivo foram cultivados 
pro 24 hs em meio contendo 0-1.8 mg/órgão de glicose, com veículo ou desafiado com LPS, PAM ou 
FSL-1. Ao final do experimento os órgãos foram pesados e a acumulação de IL-1P (a), IL-6 (b), IL-8 
(c) e LDH (d) mensurado no sobrenadante. Dados estão 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 inflamação no tecido endometrial. (a-c) Órgãos de 
cultura do endométrio ex vivo foram cultivados pro 24 hs em meio contendo 0-1.8 mg/órgão de 
glicose, no dobro de concentração da Fig. 1 (máximo 10mM vs 5mM da Fig. 1), com veículo ou 
desafiado com LPS. Ao final do experimento os órgãos foram pesados e a acumulação de IL-6 (a), 
IL-8 (b) e LDH (c) mensurado no sobrenadante. Dados estão 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/órgão de glicose por 
24 hs, e então recultivados em meio contendo de 0-1.8 mg/órgão de glicose com veículo ou LPS por 
mais 24 hs. Dados estão apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes, e 
analisados por ANOVA; *P<0.05.
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Fig. 3. IGF-1 não modula a inflamação no tecido endometrial. (a-c) Órgãos de cultura do 
endométrio ex vivo foram cultivados por 24 hs em meio contendo 1.8 mg/órgão de glicose, contendo 
veículo controle (0) ou IGF-1 (25, 50, 100 ng/mL). Meio foi então aspirado e reabastecido com meio 
novo contendo os correspondentes valores de glicose e IGF-1, e desafiados com veículo ou LPS por 
mais 24 hs. Ao final do experimento os órgãos foram pesados e a acumulação de IL-1P (a), IL-6 (b), 
IL-8 (c) mensurado no sobrenadante. Dados estão apresentados como média + SEM de quatro 
experimentos independentes, e analisados por ANOVA; NS = não significante. (d-f) Órgãos de 
cultura do endométrio ex vivo foram cultivados pro 24 hs em meio contendo 1.8 mg/órgão de glicose, 
contendo veículo controle (0) ou IGF-1 (25, 50, 100 ng/mL) durante 6 horas, seguido por desafio com 
meio contendo veículo controle ou LPS durante 24 h. Ao final do experimento os órgãos foram 
pesados e a acumulação de IL-1P (d), IL-6 (e), IL-8 (f) mensurado no sobrenadante. Dados estão 
apresentados como média + SEM de quatro experimentos independentes, e analisados por ANOVA; 
NS = não significante.
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Fig. 4. LPS induz ao estresse metabólico 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 veículo controle (o) ou 100 ng de LPS / ml (■), e as quantidades de 
glicose nos sobrenadantes foi mensurada nos tempos indicados. Os dados estão apresentados como 
média ± SEM porcentagem do controle, de quatro experimentos independentes, e analisados por 
ANOVA utilizando o teste de comparações múltiplas de Sidak; valores diferem do controle, *P<0,05, 
***P<0,001. (d-f) Culturas endometriais (d), as células do estroma (E) ou monócitos (f) foram 
cultivadas durante 60 min e, em seguida, manteve-se como controles não estimulados ou foram 
estimulados (seta) com 1 ug/ml de LPS. A taxa de acidificação extracelular (ECAR) foi medida a 
cada 10-12 min usando Analisador de Fluxo Extracelular. Os dados são expressos em relação ao 
ECAR no momento do desafio, apresentados como média ± SEM de 4 experimentos independentes, e 
analisados por ANOVA utilizando o teste de comparações múltiplas de Sidak; valores diferem do 
controle, * P <0,05, ** P <0,01.
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Fig. 5. Expressão dos genes I L - la , IL-6 e C X C L8 no endom étrio bovino em  
resposta a LPS em diferentes concentrações de glicose. Tecido endometrial foi 
cultivado em meio com presença de 0mM, 2mM ou 5mM de glicose, desafiado com 
100 ng/mL de LPS ou veículo controle. A presença de glicose aumentou a expressão 
genética para as citocinas. Valores apresentados em média + SEM de três experimentos 
independentes. Análise por ANOVA usando teste de múltipla comparação de Dunett, * P 
< 0,05, ** P < 0,01.
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Capítulo 3 -  Glutamina modula resposta inflamatória contra 
lipopolissacarídeo no endométrio bovino

Artigo aceito para publicação no periódico Journal of Dairy Science

RESUMO
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Bactérias contaminam o endométrio de vacas após o parto, e a eliminação destes 

microrganismos depende de uma resposta imune inata robusta contra moléculas 

bacterianas tais como a endotoxina lipopolissacarídeo (LPS). A inflamação no 

endométrio é caracterizada pela secreção das citocinas IL-1 e IL-6, e a quimiocina IL-8. 

No entanto, os animais muitas vezes não conseguem eliminar as bactérias e 

desenvolvem doenças uterina se estão em balanço energético negativo, com reduzida 

quantidade de glicose e glutamina, que são substratos para a energia nos tecidos. A 

depleção de glicose inibe respostas inflamatórias no endométrio, mas o papel da 

glutamina ainda não é claro. O presente estudo testou a hipótese se a depleção de 

glutamina comprometeria respostas inflamatórias ao LPS no tecido endometrial. 

Culturas do endométrio ex vivo foram desafiadas com LPS, e os sobrenadantes de 

cultura acumularam IL-1P, IL-6 e IL-8, conforme o esperado. No entanto, a depleção de 

glutamina em meios de cultura contendo glicose reduziu a acumulação de IL-1P, IL-6 e 

IL-8. Surpreendentemente, o fornecimento de glutamina não foi suficiente para gerar 

respostas inflamatórias na ausência de glicose. Enquanto que, o fornecimento de glicose 

aumentou a resposta inflamatória, mesmo na ausência de glutamina. Além disso, a 

inibição da glicólise reduziu a acumulação de IL-1P, IL-6 e IL-8, mesmo quando 

glutamina e glicose foram abundantes. Em conclusão, a depleção de glutamina reduziu 

as respostas inflamatórias contra LPS no endométrio, e a atividade de glutamina 

dependeu da glicólise. Estes dados fornecem uma visão intrínseca de como balanço 

energético negativo pode estar ligado a doença uterina pós-parto.

Palavras-chaves: gado leiteiro, útero, imunidade inata, metabolismo, inflamação
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Short communication:

O estresse metabólico compromete a resposta inflamatória do útero pós-parto 

contra infecção bacteriana. Entendendo como o metabolismo e a imunidade estão 

integrados é importante pelo fato de falha de um eficiente combate a infecção levar a 

doença uterina em até 40% do gado leiteiro . Redução de glicose diminui a resposta 

inflamatória contra a endotoxina bacteriana lipopolissacarídeo (LPS) em tecido 

endometrial bovino . Entretanto, pouco se é conhecido sobre como outra grande fonte 

de energia, a glutamina, impacta a imunidade inata no endométrio.

O útero de vacas leiteiras é sempre passível de contaminação bacteriana após o 

parto . A eliminação dessas bactérias do endométrio depende de uma rápida e robusta 

resposta inflamatória, incluindo a secreção de citocinas, tais como IL-1P e IL-6, e 

quimiocinas como a IL-8, a qual atrai neutrófilos para o sítio de infecção . Porém, 

balanço energético negativo, com reduzida disponibilidade de glicose e glutamina, é 

associado com perturbação da reposta imune no gado ; e a persistência da infeção 

bacteriana no endométrio, levando a doença uterina . O custo do tratamento, a redução 

de produção de leite e a substituição de animais inférteis gira em torno de 600 milhões 

de dólares por ano nos EUA . Contudo, os mecanismos que ligam a imunidade e 

metabolismo ainda não são claramente elucidados.

Respostas à infecção microbiana depende da ligação dos padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMP) aos receptores de reconhecimento padrão (PRR) 

levando assim a liberação de citocinas e quimiocinas que orquestram o recrutamento e 

ativação de células do sistema imune que combatem patógenos invasores . Estresse 

metabólico e o parto perturbam a função dos neutrófilos . Entretanto, células e tecido 

endometriais são também importantes para a resposta imune inata contra as bactérias, 

principalmente via resposta frente a PAMPs, como o LPS de E. coli .
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A resposta imune inata é expansivamente energética para células do sistema 

imune e o tecido endometrial . As duas principais fontes de energia celular são a 

glutamina e glicose . Glicose gera ATP por meio da glicólise e do ciclo de Krebs, e 

glutamina reabastece os intermediários do ciclo de Krebs (anaplerose), seguindo a 

conversão de glutamina em glutamato pela glutaminase mitocondrial, e a formação de 

a-cetoglutarato . Até mesmo a suplementação com glutamina pode modular a resposta 

imune . No entanto, vacas geralmente possuem redução de glicose e glutamina na 

circulação periférica após o parto. .

Previamente, foi estabelecido que na presença de glutamina, a redução de 

glicose diminui no tecido endometrial a secreção de IL-1P, IL-6 e IL-8 . Porém, o 

impacto de glutamina na inflamação endometrial não é conhecido. O presente estudo 

testou a hipótese que a redução de glutamina compromete a resposta inflamatória 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, úteros bovinos sem nenhuma evidência de doença uterina ou infecção 

microbiana foram coletados de um abatedouro, como parte da rotina normal. Tecido 

para cultura foi coletado do endométrio usando punches de biópsia estéreis de 8-mm de 

diâmetro (Stiefel Laboratories Ltd, High Wycome, UK); imediatamente condicionados 

em placas de 24 poços (TPP, Trasadingen, Switzerland) contendo 1 ml de meio de 

cultura por poço; e assim incubados à 37°C em uma atmosfera umidificada com 5% 

CO2. Para determinar se a glutamina foi necessária para a resposta inflamatória 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/órgão), e / ou glutamina (0 a 0.584 mg/órgão), e 

desafiados com veículo 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 adição 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 

glicólise foi investigado adicionando 50 mM de 2-deoxi-D-glicose (Sigma; D8375) ao 

meio.

No final de cada experimento, sobrenadante foi coletado e armazenado à -20°C 

para análises subsequentes, e o peso dos explantes foram anotados. Concentrações de 

IL-1P 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 já descrito ; usando Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit 

(Cambridge Bioscience Ltd, Cambridge, UK), de acordo com as instruções do 

fabricante. Os dados foram normalizados pelo peso de cada explante e apresentados em 

média (SEM). Análises estatísticas foram realizadas por meio do programa GraphPad 

Prism (GraphPad Software, La Jolla, California, USA), com o animal sendo a unidade 

experimental. Comparações entre os tratamentos foram avaliadas usando ANOVA com 

múltipla comparação Sidak. Significância foi estabelecida quando P < 0.05.

Para determinar se glutamina influenciaria na resposta inflamatória tecidual, 

explantes foram colocados em cultura em determinadas quantidades de glutamina, na 

presença de 0.35 mg/órgão de glicose, e desafiado com veículo ou LPS por 24 h.

Como esperado, os sobrenadantes de cultura acumularam mais IL-Ip, IL-6 e IL-8 

em resposta ao LPS do que ao veículo (ANOVA, P < 0.001; Fig. 1A-C). Entretanto, 

limitada disponibilidade de glutamina reduziu a produção de IL-Ip, 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 presença de glicose foi requerida ao impacto de glutamina na 

resposta inflamatória contra LPS, endométrio foi cultivado em meio contendo variadas 

quantidades de glutamina, em ausência de glicose, e desafiado com veículo ou LPS. Os 

sobrenadantes de cultura acumularam mais IL-Ip, IL-6 e IL-8 em resposta a LPS do que 

veículo (ANOVA, P < 0.001; Fig. 1D-F), mas as máximas concentrações foram baixas 

do que quando glicose esteve presente (Fig. 1A-C). Surpreendentemente, o 

fornecimento de glutamina não aumentou significativamente o aumento das citocinas 

IL-Ip (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 preocupação era que déficits na disponibilidade de nutrientes possa 

influenciar a viabilidade do tecido, portanto, avaliou-se a produção de LDH no 

sobrenadante como marcador de viabilidade tecidual . Mesmo na ausência de glicose e 

glutamina por 24 h não afetou significativamente a produção 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 evidências que a disponibilidade de glutamina 

influenciou a resposta inflamatória no endométrio bovino, mas que glicose pode ser 

necessária pela glutamina para modular a resposta inflamatória contra LPS.

Foi previamente demonstrado que a limitada disponibilidade de glicose reduz a 

produção das citocinas IL-Ip, 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/órgão . Assim, para melhor compreender o papel da glutamina, endométrio 

foi cultivado em meio contendo diferentes quantidades de glicose, em ausência de 

glutamina, e desafiado com veículo ou LPS por 24 h. Os sobrenadantes da cultura 

tiveram maior concentração de IL-Ip, IL-6 e IL-8 em resposta ao LPS do que ao veículo 

(ANOVA, P < 0.001; Fig. 2). No entanto, a ausência de glutamina não afetou o esperado
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aumento da produção de IL-Ip, 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 inflamatória do endométrio bovino, e 

evidenciou que esse efeito não requer necessariamente a presença de glutamina.

Para entender como a glutamina depende de glicose para a resposta inflamatória 

contra LPS, foi considerado o papel da glicose na glicólise. Para explorar o papel da 

glicólise, endométrio bovino foi tratado com glutamina, com ou sem glicose, e 2-deoxi- 

glicose foi utilizado para inibir a glicólise . Como esperado, sobrenadantes de cultura 

com glicose ou glicose e glutamina acumularam mais IL-ip, IL-6 e IL-8 contra LPS do 

que contra veículo (ANOVA, P < 0.01; Fig. 3). Resposta inflamatória contra LPS foi 

reduzida em pelo menos 50% quando glicólise foi inibida no endométrio cultivado com 

glicose (ANOVA, P < 0.01; Fig. 3). Entretanto, a inibição da inflamação por 2-deoxi- 

glicose não foi recuperada pela adição de glutamina, assim como de glicose. Assim, foi 

demonstrado que o impacto da glutamina na inflamação é dependente de glicólise.

Déficits em glicose e glutamina são comuns no pós-parto bovino com balanço 

energético negativo, e esse estresse metabólico é associado com doenças uterinas . 

Déficits em glicose perturba a imunidade inata no endométrio . No presente estudo, foi 

demonstrado que a disponibilidade limitada de glutamina também perturbou a resposta 

inflamatória contra LPS no tecido endometrial bovino. Contudo, a presença de glicose 

foi necessária para glutamina aumentar a inflamação endometrial. Além disso, inibição 

da glicólise reduziu a produção de IL-ip, IL-6 e IL-8, mesmo quando glicose e 

glutamina estavam em abundância.

Disponibilidade limitada de glutamina afetou a resposta imune inata contra LPS 

no tecido endometrial, no presente estudo. Inadequada resposta inflamatória e imune 

contra infecções aumentam os riscos de desenvolvimento de inflamação crônica .
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Glicose e glutamina são os principais substratos que células e tecidos utilizam para 

gerar energia via glicólise, ciclo de Krebs e anaplerose .

Respostas inflamatórias demandam muita energia, presumivelmente porque 

tecidos precisam geram mediadores inflamatórios e repararem células injuriadas. Assim, 

limitada glutamina é provável de diminuir fontes de carbono e nitrogênio para a síntese 

de mediadores inflamatórios, assim como limitando intermediadores para a produção de 

ATP no ciclo de Krebs. Glutamina, via glutamato, geralmente torna-se a-cetoglutarato 

na mitocôndria, mas em algumas células o shunt GABA também produz succinato para 

o ciclo de Krebs . Porém, a presença de glicose e glicólise foram necessárias para a 

glutamina aumentar a inflamação endometrial. Sugerimos, portanto, que os metabólitos 

da glicose são necessários para explorar plenamente a anaplerose derivada de glutamina 

no endométrio. De fato, glicólise tem importância adicional durante infecções 

bacterianas pelo fato de respostas celulares contra LPS induzir ao efeito Warburg, onde 

o metabolismo é direcionado a glicólise e não ao ciclo de Krebs . O acompanhamento e 

rastreamento desses metabólitos são necessários para determinar precisamente as vias 

nas quais as células conectam glutamina à inflamação.

O presente estudo demonstrou como glutamina tem efeito na imunidade inata de 

tecidos. Porém, foi notado que, embora muito reduzido, depleção de glicose e glutamina 

não anulou a resposta inflamatória contra LPS. Geralmente o tecido cataboliza outros 

nutrientes como energia, fontes de carbono e nitrogênio para sintetizar citocinas e 

quimiocinas. Tradução das observações do presente trabalho necessitam de mais estudos 

de como a glutamina impacta a biologia e imunidade do endométrio. Como o 

endométrio possui múltiplos tipos celulares, seria interessante primeiro determinar se o 

efeito da glutamina é um mecanismo generalizado ou associado a tipos específicos de 

células.
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Em conclusão, depleção de glutamina reduziu a reposta inflamatória contra LPS 

no endométrio bovino. Entretanto, suporte metabólico para a inflamação provida da 

adição de glutamina dependeu da presença de glicose e glicólise. Este estudo fornece 

informação de como o balanço energético negativo pode estar ligado a doenças uterinas 

no pós-parto.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Glutamina modula resposta inflamatória 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 veículo controle 

(□) ou 100 ng de LPS / ml (■). No final do experimento, os órgãos endometriais foras 

pesados e registrados e a acumulação de IL-ip (A, D), IL-6 (B, E), e IL-8 (C, F), 

mensuradas nos sobrenadantes. Os dados são apresentados como média + SEM de 4 

experimentos independentes, e analisados por ANOVA com o teste de comparações 

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

Figura 2. Glicose modula as respostas inflamatórias a LPS, mesmo na ausência de 

glutamina. Tecido endometrial foi cultivado durante 24 h em meio contendo 0,9, 0,36 e 

0 mg de glicose, sem glutamina, e desafiados com veículo controle (□) ou LPS 100 ng / 

ml (■). No final do experimento, os órgãos endometriais foras pesados e registrados e a 

acumulação de IL-ip (A), IL-6 (B), e IL-8 (C), mensurada nos sobrenadantes. Os dados 

são apresentados como média + SEM de 7 experimentos independentes, e analisados 

por ANOVA com o teste de comparações múltiplas de Sidak; valores diferem de 

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

Figura 3. A glicólise é importante para as respostas inflamatórias 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 glicólise, 0,36 mg de glicose e 0,584 

mg de glutamina com ou sem 50 mM de 2-deoxi-glicose (2DG), e desafiados com 

veículo controle (□) ou 100 ng / ml de LPS (■). No final do experimento, os órgãos 

endometriais foras pesados e registrados e a acumulação de IL-1ß (A), IL-6 (B) e IL-8 

(C), mensurada nos sobrenadantes. Os dados são apresentados como média + SEM de 3 

experimentos independentes, e analisados por ANOVA com o teste de comparações 

múltiplas de Sidak; valores diferem do controle, *** P <0,001, ** P <0,01, ou onde 

indicado.
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Capítulo 4 -  Endométrio bovino responde a biotina com redução de 
citocina e quimiocina pró-inflamatórias

Artigo submetido ao periódico Research in Veterinary Science
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RESUMO

Biotina é uma vitamina hidrossolúvel importante a todos organismos envolvida em 

várias vias metabólicas celulares dentre eles a regulação do estresse celular oxidativo, 

expressão de genes e na função de células do sistema imune. A contínua inflamação e 

resposta imune inata contra infecção bacteriana no útero após o parto compromete o 

bem-estar animal. Durante a infecção, células do sistema imune reconhecem os 

patógenos invasores e reagem com inflamação sistêmica e local com a produção de 

citocinas. Aumento das citocinas pró-inflamatórias vem sendo reportada quando ocorre 

deficiência em biotina. Neste trabalho, portanto, foi testada a hipótese se a 

suplementação de biotina em tecido endometrial bovino desafiado com LPS direciona 

efeitos anti-inflamatórios. Para explorar se biotina depende de glicose ou glutamina na 

resposta inflamatória, tecido endometrial foi cultivado em meio contendo glicose 5mM 

ou glutamina 2mM com a suplementação ou não de 8mM de biotina. Observamos que a 

presença de glicose ou glutamina não foi um fator limitante para resposta da biotina na 

resposta inflamatória. Para determinar os efeitos da biotina, investigamos a produção de 

citocinas no sobrenadante de tecido endometrial desafiado com LPS, na presença de 

glutamina ou glicose. Após a estimulação de 24 hs, sobrenadantes foram coletados para 

análise de ELISA para IL-6 e IL-8. Ao adicionarmos biotina, houve redução da 

produção de citocinas. O nível de citocinas foi substancialmente diferente entre controle 

e LPS quando se compara sem biotina e com biotina. Demonstrou-se, portanto, que a 

suplementação de biotina tem carácter anti-inflamatório pela redução de citocinas no 

endométrio bovino.

Palavras-chave: gado de leite, glicose, glutamina, IL-6, IL-8
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Biotina é uma vitamina hidrossolúvel pertencente ao complexo B e é importante 

a todos organismos devido ao seu papel clássico e essencial associado à indispensáveis 

carboxilases: piruvato carboxilase, duas isoformas de acetil-CoA carboxilase, propionil- 

CoA carboxilase e metilcrotonil-CoA carboxilase. Essas carboxilases dependente de 

biotina estão envolvidas em várias vias metabólicas celulares, como a gliconeogênese, 

síntese de ácidos graxos, oxidação de ácidos graxos, catabolismo da leucina entre outros 

(McMahon, 2002; Kuroishi, 2015). Ainda há outros importantes papéis para biotina 

como na regulação do estresse celular oxidativo, expressão de genes e na função 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 fermentação bacteriana no 

rúmen, e é um essencial nutriente tanto para o crescimento bacteriano quanto para gado 

de leite. Recentes estudos demonstraram que a suplementação com biotina é importante 

para aumentar a lactação no gado leiteiro (Chen et al., 2011; Lean e Rabiee, 2011). 

Além disso, a biotina é um cofator para as enzimas microbianas envolvendo a síntese do 

ácido propiônico, e também presente na gliconeogênese e outros papéis metabólicos em 

mamíferos (Chen et al., 2011; Lean e Rabiee, 2011).

A contínua inflamação e resposta imune inata contra infecção bacteriana no 

útero após o parto compromete o bem-estar animal e também está associada a redução 

de infertilidade. Durante a infecção, células do sistema imune reconhecem os patógenos 

invasores e reagem com inflamação sistêmica e local com a produção 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 importância em várias funções da resposta inflamatória. A proliferação e
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síntese de citocinas podem aumentar a demanda nutricional pela necessidade de 

nutrientes requeridos pela energia metabólica, vias biosintéticas, coenzimas, síntese de 

DNA. Aumento das citocinas pró-inflamatórias vem sendo reportada quando ocorre 

deficiência em biotina (Agrawal et al., 2016; Kuroishi, 2015; Kuroishi et al., 2008; 

Zempleni et al., 2001).

Embora o metabolismo e o papel da biotina já estão bem estabelecidos, a biotina 

ainda permanece uma das vitaminas menos entendidas em termos de requerimento 

nutricional e sua resposta frente aos estados fisiológicos, patológicos e farmacológicos 

(McMahon, 2002).

Nesse trabalho, avaliamos se a suplementação de biotina em tecido endometrial 

bovino desafiado com LPS direciona efeitos anti-inflamatórios.

Coletamos útero sem nenhuma evidência de contaminação bacteriana ou doença 

uterina de um frigorífico em Swansea, Reino Unido, após o procedimento normal e 

rotineiro do estabelecimento. Culturas do tecido endometrial (explants) foram obtidas 

utilizando punchs de biópsia de 8mm de diâmetro, imediatamente colocados em placas 

de 24-poços contendo 1 ml de meio de cultura por poço, e incubados a 37°C em uma 

atmosfera umidificada com 5% CO2.

Para determinar se biotina tem efeito sobre a resposta inflamatória 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 5mM de glicose 

(Sigma, G8644) ou 2mM de glutamina (Sigma, G7513), e desafiados com veículo ou 

100ng/mL de LPS ultrapuro de E. coli O111:B4 (Invivogen, Toulouse, França).

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

para a produção de citocinas inflamatórias como já 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 análises finais, e também os explants foram pesados e anotados. 

Concentrações de IL-6 e IL-8 nos sobrenadantes foram mensurados em duplicata por 

ELISA de acordo com as instruções do fabricante (Bovine IL-6 DuoSet DY8190, R&D; 

Bovine IL-8 foi mensurado de acordo com Cronin et al. (2012)). Coeficientes de 

variação entre-ensaio e inter-ensaio foram menores que 10%, e os limites de detecção 

foram 75 pg/mL para IL-6 e 32pg/mL para IL8.

A atividade de lactato desidrogenase foi mensurada para avaliar se houve 

deterioração 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 instruções do fabricante.

Os dados foram normalizados para o peso de cada explant e apresentado em 

média (SEM). Análise estatística foi realizada utilizando GraphPad Prism (GraphPad 

Software, La Jolla, California, USA), como o animal como experimento individual. 

Comparações entre os tratamentos foram realizados por ANOVA com pós-teste 

Bonferroni. Significância foi atribuída quando P<0,05.

Para explorar se a biotina depende de glicose ou glutamina na resposta 

inflamatória, explants foram cultivados em meio contendo glicose 5mM ou glutamina 

2mM com a suplementação ou não de 8mM de biotina (Figuras 1 e 2). A presença de 

glicose ou glutamina não foi um fator limitante para a resposta de biotina na resposta 

inflamatória. Na suplementação de biotina, mesmo com adição de glicose ou glutamina, 

não recuperou a produção de citocinas, demonstrando então que os mecanismos de 

biotina na ação anti-inflamatória não são dependentes de glicose ou glutamina.

Para determinar os efeitos da biotina, foi investigado a produção de citocinas no
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sobrenadante de tecido endometrial desafiado com LPS, na presença de glutamina 

(Figura 1) ou glicose (Figura 2). Após a estimulação de 24 hs, sobrenadantes foram 

coletados para análise de ELISA e IL-6 e IL-8. Houve diferença estatística entre 

controle e desafiado com LPS, porém, ao adicionar biotina, houve redução da produção 

de citocinas, tornando-se os valores entre LPS e controle menos significantes. O nível 

de citocinas foi substancialmente diferente entre controle e LPS quando se compara o 

explant sem biotina com aquele com biotina.

Na presença de glicose (Figura 2), a suplementação de biotina torna a 

comparação entre LPS e controle não significante. E apenas para IL-6 na presença de 

glicose, biotina se mostrou significativamente importante na redução da produção dessa 

citocina pró-inflamatória (P<0,01) contra LPS.

Estudos anteriores demonstraram que a deficiência de biotina tem um impacto 

na resposta imune (Kuroishi, 2015; Kuroishi et al., 2008) e em células dendríticas 

(Agrawal et al., 2016). Neste estudo, o efeito da biotina no tecido endometrial desafiado 

com LPS na presença de glicose ou glutamina mostraram que mesmo não significante 

houve uma redução do processo inflamatório, reduzindo a produção de citocinas IL-6 e 

IL-8. Os explants produziram altas concentrações de citocinas quando desafiadas com 

LPS comparado com o controle, e após a adição de biotina, essa diferença foi reduzida 

ou tornou-se não significante e para IL-6 na presença de glicose, houve significância.

Nosso estudo entre em acordo com outros realizados em macrófagos que 

aumentaram a produção de TNF-alfa em culturas que tiveram deficiência em biotina 

(Kuroishi et al., 2008), e ainda aumento e produção de espécies reativas de oxigênio 

quando há ausência de biotina (Madsen et al., 2015) e aumento de citocinas TNF-alfa, 

IL-1P, IL-23 e IL-12 em células dendríticas 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 função é a chave para várias carboxilases que são essenciais para o metabolismo 

mitocondrial da glicose, ácidos graxos e aminoácidos (Kuroishi, 2015). Nós mostramos, 

que na presença de glicose ou glutamina, a adição de biotina tem papel anti- 

inflamatória, reduzindo citocinas pró-inflamatórias, sendo mais eficiente na presença de 

glicose e na produção de IL-6. A dose de 8mM de biotina utilizada deve-se ao fato de 

ser o valor normalmente encontrado nos meios de suplementação celular, uma dose 

considerada fisiológica. Acreditamos que se utilizássemos também dose farmacológica, 

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 produção de citocinas, Rodriguez-Melendez et al. (2004) 

demonstraram que em meio suplementado com biotina, o fator NF-kB foi 

consideravelmente menor e que a ausência de biotina aumenta a translocação do fator 

NF-kB, resultando assim na produção de citocinas. O fator NF-kB é um dos mais 

importantes fatores de translocação que regula a expressão de vários genes envolvendo 

a resposta imune e inflamatória (Li e Verma, 2002; Tornatore et al., 2012). Assim, 

quando suplementa o meio com biotina, o fator NF-kB pode não ser ativado, não 

translocando nuclearmente, culminando na não produção de citocinas. Este achado 

corrobora com os achados por Cronin et al. (2012), quando a inibição de NF-kB 

resultou na redução das citocinas IL-1^, IL-6 e IL-8 em células estromais e epiteliais do 

endométrio bovino.

É sabido que desnutrição pode impedir a função do sistema imune (Hotamisligil 

e Erbay, 2008), entretanto, neste estudo foi mostrado que a suplementação de biotina 

também interferiu no sistema imune, diminuindo a resposta inflamatória.

86



Em conclusão, foi demonstrado que a suplementação de biotina reduziu a 

produção de citocinas pró-inflamatórias no endométrio bovino. Mais estudos são 

necessários para conhecer os mecanismos na qual a biotina integra metabolismo e 

sistema imune no endométrio bovino.
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Figura 1. Biotina na presença de glutamina reduz a produção de IL-6 e IL-8 em 

tecido endometrial desafiado com LPS. Explants foram cultivados em meio com 

glutamina 2mM com ou sem biotina, desafiados com veículo ou LPS, por 24 hs. Após, 

sobrenadantes foram coletados e demonstraram acúmulo de citocina e quimiocina. 

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

P<0,001, * P<0,05.
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Figura 2. Biotina na presença de glicose reduz a produção de IL-6 e IL-8 em tecido 

endometrial desafiado com LPS. Explants foram cultivados em meio com glicose 

5mM com ou sem biotina, desafiados com veículo ou LPS, por 24 hs. Após, 

sobrenadantes foram coletados e demonstraram acúmulo de citocina e quimiocina. 

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

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