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Resumo 
 

Piómetra é uma doença do foro reprodutivo comum em cadelas sendo Escherichia 

coli a bactéria mais frequentemente isolada. Neste estudo estabelecemos dois objectivos 

distintos: a) avaliar a capacidade de E. coli associada a piómetra para transcrever os genes 

fim e expressar fímbrias tipo 1; b) estudar a resposta imune inata do endométrio, sob a forma 

de explantes, após estimulação com E. coli. 

De modo a determinar se os genes fim são transcritos, a orientação (On/Off) do 

elemento de ADN que contém o promotor e conduz à transcrição dos genes fim, foi 

determinada por amplificação da região do promotor por PCR, seguida da digestão com a 

enzima HinfI. Para tal, foram efectuados ensaios em três condições de cultura; agar, arejada, 

estática. Os resultados mostraram que a maioria dos isolados tem a capacidade de mudar da 

posição Off para a posição On. Em agar, a posição Off foi predominante (60% dos isolados) 

e 40% dos isolados apresentaram uma mistura de células na posição On e Off. Na cultura 

arejada, 80% dos isolados tinham células em posições On e Off e 20% estavam na posição 

Off. Na cultura estática, a maioria dos isolados (67%) tinha células nas posições On e Off e 

7% mudaram completamente para a posição On. Neste estudo demonstrámos ainda que os 

isolados de E. coli associados a piómetra têm a capacidade de expressar fimbrias tipo 1, uma 

vez que aglutinam células de levedura. No que se refere ao primeiro objectivo, concluímos 

que os isolados de E. coli de piómetra têm a capacidade de transcrever genes fim e expressar 

fimbrias tipo 1. No entanto, a transcrição e expressão estão dependentes de estímulo 

ambiental. Quanto ao segundo objectivo, mostrámos que os explantes endometriais 

estimulados com E. coli transcrevem genes que codificam para mediadores de inflamação. 

Os níveis de transcrição dos genes que codificam para o TNFα, IL-6 e CXCL10 foram 

significativamente mais elevados em explantes estimulados com E. coli., comparativamente 

a explantes não estimulados. Por outro lado, a transcrição do gene IL-1β foi menor nos 

explantes estimulados. Estes resultados demonstram que os explantes de endométrio foram 

capazes de montar uma resposta imunitária. 

 

Palavras-chave: Piómetra canina; Endométrio; Escherichia coli; Fímbrias tipo 1; Citocinas. 
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Abstrat 
 

Pyometra is a common reproductive disease of bitches and Escherichia coli is the 

most frequently isolated bacteria. In this study we establish two distinct objectives: a) 

evaluate the capacity of E. coli isolated from pyometra to transcribe fim genes and express 

type 1 fimbriae; b) study the innate immune response of endometrial explants to E. coli 

stimulation.  

Although, fimA and fimH genes are the most prevalent adhesin genes in E. coli 

pyometra isolates, their capacity to express type 1 fimbriae is unclear. To determine whether 

type 1 fimbriae genes are transcribed, the orientation (On or Off) of the invertible promoter 

element, that drives the transcription of the fim genes, was assessed by PCR amplification, 

followed by HinfI digestion. The capacity of E. coli isolates to transcribe fim genes was 

evaluate in three culture conditions: agar, aerated, static. Results showed that the majority of 

the isolates have the ability to switch from Off to On position. In agar, the Off position was 

predominant (60% of the isolates) and 40% of isolates had a mixture of cells in the On and 

Off position. In the aerated culture, 80% of the isolates had cells in On and Off positions and 

20% of the isolates were in the Off position. In static culture most of the isolates (67%) had 

cells on On and Off positions and 7% of the isolates switch completely to On position. In 

addition, we demonstrate that pyometra E. coli isolates had the capacity to express type 1 

fimbriae, as they agglutinate yeast cells. Concerning the first objective, we conclude that 

pyometra E. coli isolates had the ability to transcribe fim genes and express type 1 fimbriae. 

However, transcription and expression are dependent on environmental stimulus. Regarding 

the second objective, we show that the endometrial explants stimulated with E. coli transcribe 

inflammatory mediators. Differential cytokine gene transcription (qRT-PCR) was also 

observed in endometrial explants stimulated with E. coli and non-stimulated endometrial 

explants. The transcription levels of TNFα, IL-6 and CXCL10 genes were significantly higher 

in E. coli stimulated explants. In contrast, IL-1β gene transcription was lower in the 

stimulated endometrial explants. These results show that the endometrial explants were 

capable of mounting immune responses.  

 

Keywords: Canine pyometra; endometrium; Escherichia coli; type 1 fimbriae; cytokines.  
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CXCL10 Quimiocina com grupo C-X-C 10 

dNTP Desoxirribonucleotídeo fosfatado 

DO Densidade óptica 

EHEC E. coli enterohemorrágica 

EPEC E. coli enteropatogénica 

ETC E. coli enterotoxigénica 
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ExPEC E. coli patogénica extraintestinal 

FV Factores de virulência 
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H Horas 

HBSS  Hank’s Balanced Salt Solution 



Patrícia Ribeiro Leal da Silva Diniz - Aspectos da patogenia da piómetra na cadela: fímbrias tipo 1 de 

Escherichia coli e mecanismos de defesa no endométrio 
 

x 

 Universidade Lusófona de Humanidades e Tecnologias – Faculdade de Engenharia 

HlyA -hemolisina 

HQE Hiperplasia Quística do Endométrio  
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IL-4 Interleucina – 4 

IL-6 Interleucina -6 

IL-7 Interleucina – 7 

IL-8 Interleucina -8 

IL-10 Interleucina -10 

IL-11 Interleucina – 11 

Il-13 Interleucina – 13 

IL-15 Interleucina – 15 

IL-18 Interleucina – 18 

InPEC E. coli patogénica intestinal 

kb Kilobase 

L Litros 

LB  Meio de Lúria Bertani  

LPS Lipopolissacárido 

M Molar 

Mg Miligrama 

Min Minutos 

mL  Mililitros 

mM Milimolar 

Mmol Milimole 

MR Manose-resistente 

MS Manose-sensível 

MyD88  Factor de diferenciação mielóide 88  

NF-B Factor nuclear-B  

Ng Nanograma 

Nm Nanometros 

NMEC E. coli associadas a meningite neonatal 
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PAMP Padrão molecular associado a agentes patogénicos 

PAMP Padrão molecular associado a agentes patogénicos 

PBS  Tampão fosfato salino 

PCR Reacção em cadeia da polimerase 

PRR Recetor de reconhecimento de padrões  

qRT-PCR PCR em tempo real quantitativo 

Rpm Rotações por minuto 

RPMI  Meio Roswell Park Memorial Institute 

S Segundos 

SEPEC E. coli associadas a sépsis 

SRIS Síndrome da Resposta Inflamatória Sistémica 

TGF- Fator de crescimento transformador- 

Th1 T helper tipo 1 

TIR Domínio homólogo ao do Toll/Recetor de IL-1 

TLR Recetor do tipo Toll 

UFC Unidades formadoras de colónias 

UI Unidade internacional 

UPEC E. coli uropatogénica 

UV Ultra-violeta 
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Introdução – Apresentação do Tema e Objectivos
 

 

A piómetra é uma doença bastante frequente em cadelas adultas que numa situação 

extrema pode conduzir à endotoxémia e morte. O tratamento, na maioria dos casos, é a 

ovariohisterectomia (OVH), que corresponde à remoção cirúrgica do útero e dos ovários. 

Contudo, em cadelas jovens, cadelas com interesse reprodutivo, e casos sem hiperplasia 

quística do endométrio, poder-se-á optar por tratamento médico (Arnold et al., 2006). A 

dificuldade de estabelecer um tratamento médico, sem recorrer à OVH, reside no facto da 

piómetra ser diagnosticada numa fase tardia da doença. Assim, por um lado, a identificação 

de marcadores moleculares da infecção e, por outro lado, a possibilidade de desenvolvimento 

de uma vacina, poderiam colmatar este problema associado ao diagnóstico tardio da doença. 

Para tal, torna-se pertinente caracterizar a doença numa fase inicial. No entanto, a maioria 

dos estudos em piómetra canina descritos na literatura são conduzidos na altura do 

diagnóstico, numa fase tardia da doença. Por outro lado, também não têm em conta o 

potencial de virulência das estirpes de E. coli. 

O estabelecimento e progressão da piómetra na cadela estão dependentes, por um 

lado da espécie bacteriana que coloniza o útero e do seu potencial de virulência, por outro 

lado da capacidade do hospedeiro responder à infecção. A gravidade da doença está 

dependente do balanço entre estas duas componentes. Escherichia coli é a principal bactéria 

isolada do conteúdo uterino de cadela com piómetra e a gravidade da doença está 

maioritariamente associada a E. coli pertencente ao grupo filogenético B2. Apesar de 

recentemente o nosso grupo de investigação ter contribuído para o esclarecimento do papel 

individual das células epiteliais e do estroma na resposta a E.coli, é também importante fazer 

esta avaliação utilizando um modelo que permita a interacção entre estes dois tipos celulares. 

 

Com o intuito de estudar os mecanismos envolvidos no estabelecimento e 

progressão da piómetra na cadela, os dois objectivos deste trabalho visaram:  

 

a) Avaliação da transcrição dos genes do operão fim e expressão de 

fimbrias tipo 1 numa colecção de isolados de Escherichia coli recolhidos de úteros 

de cadelas com piómetra. 
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b) Estabelecimento de um modelo ex vivo de explantes de útero de 

cadelas de modo a caracterizar os mecanismos de resposta imunitária inata 

desencadeados pelo endométrio em resposta à estimulação por estirpes de E. coli com 

diferentes genótipos de virulência. 
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Capítulo 1 -  Revisão Bibliográfica  

 
 

1.1 -  Piómetra  

 

A piómetra é uma afecção do foro reprodutivo caracterizada por uma infecção 

bacteriana ao nível do útero, com a consequente acumulação de exsudado purulento no seu 

interior (Voorwald et al., 2015). É uma doença que afecta cerca de 25% das cadelas adultas 

com mais de 10 anos e que é diagnosticada maioritariamente na primeira metade do diestro 

(Sugiura et al., 2004), fase do ciclo éstrico caracterizada por concentrações elevadas de 

progesterona. A progesterona tem sido reportada como estando envolvida na estimulação das 

secreções das glândulas endometriais, supressão da resposta imunitária e indução do 

encerramento do cérvix, originando um ambiente propício ao crescimento bacteriano. Os 

estrogénios, por sua vez, limitam a adesão bacteriana (Nishikawa, 1985; Nishikawa & Baba, 

1985), e estimulam a produção de lactoferrina, uma glicoproteína com acção bactericida 

expressa pelas células epiteliais luminais e glandulares do endométrio (Teng, Beard, & 

Gladwell, 2002; Kida et al., 2006). Adicionalmente, a adesão bacteriana ao endométrio da 

cadela no início de diestro poderá ser favorecida pela menor produção de mucina-1 (Ishiguro 

et al., 2007), um importante mecanismo de defesa local. 

 A importância do diagnóstico e tratamento atempados da piómetra está associada à 

sua gravidade (Egenvall et al., 2001). As caracteristicas do cérvix é um dos factores que mais 

contribui para a gravidade da doença. Na piómetra aberta (cérvix aberto) a inflamação leva a 

uma distensão do útero e a corrimento vaginal purulento ou sanguíneo-purulento, pelo 

contrário, na piómetra fechada o conteúdo intra-uterino acumula-se levando a um aumento 

do risco de sépsis e subsequente morte do animal. A ovário-histerectomia permite a 

prevenção da doença. 

 O desenvolvimento de piómetra está dependente da interacção entre vários factores 

etiológicos (Payan-Carreira & Pires, 2015). Destacam-se as alterações morfológicas do 

endométrio, influência hormonal no ambiente uterino, espécie bacteriana e respectivo grau 

de virulência e a capacidade individual do hospedeiro de combater a infecção. Escherichia 
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coli é a bactéria mais frequentemente isolada do conteúdo uterino de cadelas com piómetra 

(Mateus et al., 2013; Henriques et al., 2014), sendo também atribuída a esta bactérias uma 

maior severidade dos sinais clínicos (Silva et al., 2012). A hiperplasia quistica do endométrio 

(HQE), um processo proliferativo progressivo do endométrio mediado pela progesterona 

(P4) e estrogénio, é outro dos factores que pode predispor ao desenvolvimento de piómetra 

na cadela (Schlafer, 2012). Na figura 1 estão representados os principais factores associados 

ao desenvolvimento de piómetra.  

  

 

 

 

Figura 1 - Principais factores envolvidos no estabelecimento da piómetra. Adaptado de  

Silva, 2014. 

 

1.2 -  Escherichia coli 

 

A Eschericia coli é uma bactéria gram-negativa pertencente à família das 

Enterobacteriaceae, comum do tracto gastrointestinal de humanos e animais fazendo parte 

da sua microflora (Bien, Sokolova & Bozko, 2012). As estirpes de E. coli são anaeróbias 
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facultativas, assumem a forma de bacilo (Sousa, 2006) e são caracterizadas por possuírem 

múltiplos flagelos dispostos a volta da célula e fímbrias que permitem a sua adesão às células 

do hospedeiro. Como todas as gram-negativas, possuem lipopolissacarídeo (LPS) na parede 

celular, que funcionam como um factor de virulência podendo activar o sistema imunitário 

de forma desproporcionada e levar ao choque séptico e morte em casos de septicémia. As 

estirpes de E. coli patogénicas podem ser classificadas em dois grandes patótipos de acordo 

com o local onde provocam doença. E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC-

Extraintestinal pathogenic E. coli), que provoca doença fora do tracto intestinal, e E. coli 

patogénica intestinal (InPEC-intestinal pathogenic E. coli), que provoca doença no intestino. 

De entre as ExPEC, destacam-se uropatogénicas (UPEC-Uropathogenic E. coli-infecções do 

tracto urinário), associadas à meningite neonatal (NMEC-meningitis-associated E. coli) e a 

sépsis (SEPEC-Sepsis associated E. coli). As InPEC incluem a E. coli enterohemorrágica 

(EHEC-Enterohemorrhagic E. coli), a enteropatogénica (EPEC-Enteropathogenic E. coli) e 

a enterotoxigénica (ETC-Enterotoxigenic E. coli) (Bekal, 2003). 

Estudos filogenéticos demonstraram que as estirpes de E. coli podem ser agrupadas 

em quatro principais grupos, A, B1, B2, D (Clermont et al., 2000; Doumith et al., 2012). 

Estes estudos permitiram também concluir que existe uma associação entre o grupo 

filogenético e o potencial de virulência das estirpes. As estirpes ExPEC pertencem 

maioritariamente ao grupo filogenético B2,e mais raramente ao grupo D (Chakraborty et al., 

2015), enquanto a maioria das estirpes comensais pertencem ao grupo A e B (Nowrouzian et 

al., 2005). Os isolados de E. coli associados à piómetra de cadela pertencem maioritariamente 

ao grupo filogenético B2 (Mateus et al., 2013), de maior potencial de virulência. De facto, 

estes isolados têm no seu genoma um elevado número de genes que codificam para factores 

de virulência (FV) e marcadores genéticos de ilhas de patogenecidade (PAIs –pathogenic 

associeted islands) (Mateus et al., 2013) 
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1.2.1 - Factores de virulência de Escherichia 

coli  

 

O genoma de E. coli varia ente 4.6 a 5.6 Mb no qual estão incluídos genes que 

codificam para factores de fitness e genes que codificam para factores de virulência (Vejborg 

et al., 2011). Estes FV intervêm em diferentes etapas da infecção, nomeadamente na adesão 

às células do hospedeiro, colonização dos tecidos, multiplicação, invasão e destruição celular 

(figura 2). Assim, os factores de virulências podem ser agrupados em diferentes classes de 

acordo com o seu papel na infecção: adesinas/invasinas, sistemas de aquisição de ferro 

(sideróforos), toxinas e factores envolvidos na subversão das defesas do hospedeiro.  

 

 

 

 

Os genes associados à virulência podem estar organizados no cromossoma bacteriano 

ou em elementos genéticos móveis como é o caso dos plasmídeos, genomas de bacteriófagos 

e transposões (Kaizer et al., 2005). Estes genes encontram-se ainda frequentemente 

agrupados em grandes blocos de ácido desoxirribonucleico (ADN), denominados ilhas de 

patogenicidade (PAIs). As PAIs podem ser disseminadas entre bactérias por transferência 

horizontal e conferem uma vantagem adaptativa à bactéria na colonização de diferentes 

Figura 2: Representação das etapas de infecção por E. coli. Adaptado de 

Kamada et al. (2012). 
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ambientes (Lloyd et al., 2009). Apesar de as estirpes de E. coli patogénicas possuírem 

inúmeros genes que codificam para factores de virulência, a sua expressão é regulada por 

estímulos ambientais de forma selectiva de acordo com a especificidade do ambiente a 

colonizar.   

  

1.2.1.1 -  Adesinas 

 

A adesão é um processo específico de reconhecimento entre a bactéria e as células do 

hospedeiro e ocorre através de adesinas fimbriais ou afimbriais que se ligam a receptores na 

superfície das células (proteínas D-manosiladas, glicoesfingolípidos, ácido neuramínico, 

lactosilceramida e proteínas de matriz). A ligação ao receptor é tecido-específica e espécie-

específica, sendo esta especificidade que determina a colonização de determinado 

tecido/hospedeiro (Figura 3).   

.   

 

Figura 3: Estruturas adesivas e células alvo. Os receptores da célula hospedeira e respectiva 

adesina com a mesma cor. As setas indicam ligandos conhecidos do hospedeiro e/ou receptores, 

sinalização a jusante e resultados esperados associados a ligação adesina-ligando. (ROS-

espécies reactivas de oxigénio; EMC – matriz extracelular) (Adaptado de Kline et al., 2009). 
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As fímbrias podem ser de vários tipos, consoante as subunidades proteicas que as 

constituem e a sua organização. São apêndices filamentosos, de 2-7 nanómetros de 

comprimento, ancorados à membrana externa da bactéria. A sua estrutura consiste em 

aproximadamente 1000 unidades repetidas de um único polipéptido (Eisenstein et al., 1987). 

Destacam-se, pela sua importância, as fímbrias tipo 1, as fímbrias P, fímbrias S e fímbrias 

F1C, sendo a adesão mediada pelas adesinas montadas na extremidade distal da fímbria, 

FimH, PapG, SfaS e FocH, respectivamente. Adicionalmente, as proteínas CsgA (fímbria 

Curli) e DrA (Dr fímbria) também estão implicadas na adesão a células epiteliais (Antão et 

al., 2009).  

As fímbrias mais comuns são as fímbrias tipo 1, presentes em mais de 90 % das 

estirpes de E. coli (Blanco et al., 1997; Miyazaki et al., 2002), conferindo à bactéria a 

capacidade de colonizar diferentes ambientes como o epitélio bucal, vesical, vaginal, 

pulmonar e intestinal e várias células inflamatórias (Johnson, 1991; Jones et al., 1995). 

Algumas destas adesinas, para além de desempenharem um papel fulcral na ligação da 

bactéria à célula do hospedeiro, também despoletam vias de sinalização intracelular, facilitam 

o contacto de toxinas produzidas pela bactéria com as células do hospedeiro e promovem a 

invasão bacteriana (Bien et al., 2012).  

As fímbrias tipo 1 e P são diferenciadas pelo tipo de receptor a que se ligam: as tipo 

1 a receptores glicoproteicos que contêm resíduos de manose e as P a glicolípidos com um 

digalactosido Gal(α-1-4)Gal. A expressão das fímbrias de E. coli pode ainda ser 

fenotipicamente avaliada e diferenciada pela sua capacidade de aglutinar, quer extracto de 

levedura (aglutinação), quer eritrócitos de várias espécies (hemaglutinação). As fímbrias tipo 

1 apresentam a capacidade de aglutinação/hemaglutinação que pode ser bloqueada pela D-

manose (fímbrias manose sensíveis-MS). Pelo contrário, as fimbrias P apresentam apenas a 

capacidade de hemaglutinação, que não é bloqueada pela D-manose (manose resistentes-

MR) (van der Bosch et al., 1980). As fímbrias S reconhecem resíduos de sialyl-galactosídeos 

e apresentam hemaglutinação positiva que pode ser bloqueada pela neurominidase (Kunin et 

al., 1993). As fímbrias F1C não provocam hemaglutinação (Khan et al., 2000).  

As fimbrias tipo 1 são codificadas pelo operão fim, que contém 9 genes no qual se 

inclui o gene fimA, que codifica para a subunidade principal da fímbria (Klemm et al, 1995). 

Os genes fim estão localizados no cromossoma, em contraste com os genes que codificam 
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para as fímbrias P, que estão localizados em PAIs. Estas fímbrias são estruturas helicoidais 

compostas por repetições da subunidade principal FimA, pelas proteínas FimF e FimG e pela 

adesina FimH (codificada pelo gene fimH) (Schilling, Mulvey & Hultgren, 2001). 

 

 

Em E. coli, a expressão das fimbrias tipo 1 é regulada por um fenómeno denominado 

de “variação de fase”. A variação de fase é mediada por um elemento de ADN invertível de 

314 pb que contém o promotor do gene fimA permitindo a alteração reversível entre o estado 

fimbriado (promotor na orientação On - transcrição dos genes do operão fim) e afímbriado 

(promotor na orientação Off - transcrição dos genes silenciada) em células individuais (Struve 

& Krogfelt, 1999; Schwan et al., 2011). Entre os vários factores reguladores da expressão 

destes genes, estão incluídos os estímulos ambientais como a temperatura, osmolaridade e 

meio de crescimento que determinam a resistência do elemento interconvertível à alteração 

de orientação (On versus Off) (Olsen et al., 1998).  

As fímbrias do tipo 1 são particularmente importantes no estabelecimento de 

infecções do trato urinário por estirpes UPEC. A sua especificidade de ligação a receptores 

de manose permite a adesão às células epiteliais da bexiga e células proximais do rim (Jones 

et al., 1995).  

No que se refere à piómetra, trabalhos anteriores da nossa equipa e de outros autores 

mostraram que os genes do operão que codifica para estas fímbrias (fimA e fimH) estão 

presentes em 100 % dos isolados recolhidos de úteros de cadelas com piómetra (Mateus et 

al., 2013; Henriques et al., 2014). Para além dos genes que codificam para fímbrias tipo 1, 

Figura 4 - Representação esquemática da estrutura da fímbria tipo 1 (Adaptado de 

Vetsch et al., 2004) 
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os genes que codificam para as fímbrias P e F1C estão entre os mais frequentemente 

detectados no genoma de isolados de E. coli associados a piómetra (Henriques et al., 2014; 

Mateus et al., 2013). No entanto, continua por esclarecer o papel destas adesinas no 

estabelecimento da piómetra. Krekeler et al., (2012) demonstraram que as fímbrias tipo 1 

facilitam a adesão E. coli ao endométrio canino. Contudo, em estudos posteriores os mesmos 

autores verificaram que E. coli é capaz de compensar a deleção de um ou mais genes que 

codificam para adesinas (fimH, papGIII e sfa) sem apresentar diminuição significativa da 

adesão da bactéria ao endométrio da cadela (Krekeler et al., 2013). Este facto reforça a ideia 

de existência de redundância funcional entre estas adesinas. 

 

1.2.1.2 -  Toxinas: α-Hemolisina e CNF1 

 

As toxinas assumem um papel crucial na patogenia das doenças provocadas por E. 

coli. A HlyA é uma exotoxina que forma poros transmembranares nas células do hospedeiro, 

onde se incluem os eritrócitos, células constituintes dos tecidos e células de reacção 

inflamatória (Johnson, 1991). O seu papel na infecção está dependente da sua concentração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em concentrações elevadas, esta toxina promove a lise de eritrócitos e células 

nucleadas do hospedeiro. Em concentrações sub-líticas bloqueia vias de sinalização no 

hospedeiro e afecta componentes do citoesqueleto (Wiles et al., 2013). Apesar da sua 

importância como factor de virulência, existem poucos trabalhos dedicados ao estudo do 

papel da α-hemolisina na patogénese da piómetra canina. O gene hlyA, que codifica para a 

toxina α-hemolisina (HlyA), é um dos mais frequentemente detectados (50%) em estirpes de 

Figura 5: Representação esquemática 

da α-hemolisina. Adaptado de Deamer 

et al. (2016). 
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E. coli isoladas de cadelas com piómetra (Chen et al., Mateus et al., 2013; Henriques et al., 

2014). Recentemente, o nosso grupo de investigação demonstrou que a infecção uterina por 

E. coli β-hemolítica está mais frequentemente associada a metrite, com a consequente maior 

destruição do tecido uterino, quando comparado com a infecção por E. coli não hemolítica 

(Henriques et al., 2014). No que se refere à indução da resposta imunitária no hospedeiro, o 

nível de transcrição dos genes que codificam para a IL-1β e IL-8 foi superior e do gene da 

IL-6 inferior no endométrio de cadela com piómetra por E. coli β-hemolítica. Nesse estudo, 

através da construção de um mutante isogénico de uma estirpe de E. coli para a HlyA, foi 

ainda possível destrinçar o papel da HlyA na modelação da resposta inflamatória das células 

epiteliais e do estroma do endométrio da cadela. Esta toxina parece subverter a resposta 

imunitária do hospedeiro, ao induzir uma redução do nível de transcrição dos genes da IL-

1β, IL-10 e TNFα pelas células do estroma, comparativamente ao mutante isogénico e a uma 

estirpe não hemolítica (HlyA-) (Henriques et al., 2014). Esta menor transcrição, 

potencialmente associada também a uma menor expressão destas citocinas, deverá ocorrer 

numa fase inicial da infecção, favorecendo a criação e um nicho bacteriano antes da 

possibilidade de activação de uma resposta imunitária efectiva do hospedeiro. 

O factor citotóxico necrosante 1 (CNF1) é outra das toxinas que poderá ter um papel 

na patogenia da piómetra. De facto, o gene que codifica para esta toxina (cnf1) foi detectado 

nos isolados de E. coli associados a piómetra na mesma frequência (50%) que o gene hlyA 

(Mateus et al., 2013, Henriques et al., 2014). Neste caso, os genes que codificam para a HlyA 

e CNF-1, parecem estar associados na ilha de patogenicidade PAI IIJ96, tal como se verifica 

para outras estirpes de E. coli patogénicas , (Mateus et al., 2013). O CNF-1 é por definição 

uma toxina produzida por certas estirpes de E. coli patogénicas que activa de forma 

permanente as Rho, Rac e Cdc42 GTPases (Fabbri et al., 2010). A activação de Rho pelo 

CNF-1 promove alterações na célula ao nível da organização e dinâmica do citoesqueleto de 

actina, bem como em outros processos celulares. De entre estes, destaca-se a indução da 

macropinocitose, contratabilidade, transcrição, progressão do ciclo celular e a capacidade de 

manipular a diferenciação celular (Fabbri et al., 2010). Por outro lado, poderá também dar 

origem a células multinucleadas devido ao efeito inibitório na citocinese (Fabbri et al., 2010). 
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1.2.1.3 - Outros factores de virulência 

 

Para além dos factores de virulência acima referidos, existem outros com potencial 

papel na infecção. As proteínas/mecanismos de evasão da resposta imunitária do hospedeiro 

(proteína C que contém o domínio TIR- proteína TcpC; resistência ao complemento-

lipoproteína TraT; cápsula bacteriana), o flagelo, o LPS e os sistemas de captação de ferro 

são alguns dos exemplos de factores de virulência de E. coli que contribuem para o seu 

potencial de virulência e permitem a colonização de diferentes ambientes. De entre estes, 

pela sua importância na infecção, destacam-se o LPS e os sistemas de captação de ferro. O 

LPS ou endotoxina, componente estrutural da parede celular das bactérias gram-negativas, é 

um importante factor de virulência de E. coli constituído por 3 subunidades: lipídio A, a 

porção central constituída por oligossacarídeos e o antigénio O (figura 6). O lípido A é 

responsável pela actividade de endotóxina do LPS e o antigénio O constitui a porção variável 

do LPS, permitindo a distinção de serotipos dentro de uma mesma espécie bacteriana. Para 

além da sua acção como toxina, o LPS é também um potente indutor da resposta inflamatória. 

De facto, nos animais e humanos, a estimulação do receptor tipo Toll 4 (TLR4) pelo LPS 

induz a produção de citocinas (pró e anti-inflamatórias) que poderá conduzir, numa situação 

extrema, à morte.  

No que diz respeito à piómetra, o LPS induz a transcrição de mediadores da 

inflamação, podendo em alguns casos esta ser atribuída preferencialmente a um tipo celular 

(Karlsson et al., 2015; Henriques et al., 2016). Em células endometriais de cadela 

estimuladas (4 horas) com LPS, verificou-se um aumento significativo da transcrição do gene 

da CXCL10 pelas células epiteliais, quando comparado com as do estroma (Henriques et al., 

2016). Por outro lado, a transcrição do gene da IL-8 é preferencialmente detectada nas células 

do estroma do endométrio da cadela, pela estimulação com LPS (Karlsson et al., 2015).  
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Os sistemas de captação de ferro são outro dos factores de virulência essenciais ao 

estabelecimento da infecção, na medida em que o ferro é um factor limitante à multiplicação 

bacteriana no hospedeiro. Este elemento é essencial em diversos processos celulares como 

transporte de electrões, síntese de ADN, transporte de oxigénio e metabolismo de peróxidos 

(Johnson, 1991; Brito et al., 2004). A necessidade de mecanismos que permitam às bactérias 

captar ferro está associada ao facto deste elemento não se encontrar disponível na sua forma 

livre, mas sim ligado a proteínas (ferritina, transferrina, lactoferrina, grupo heme). E. coli 

possui vários sistemas de captação de ferro: sideróforos, moléculas com afinidade para o 

ferro que o remove das proteínas transportadoras; transportadores de metais (proteínas 

SitABCD); e o receptor ChuA (de ligação ao grupo heme) (Miethke & Marahiel, 2007). A 

maioria dos isolados de E. coli recolhidos de úteros de cadelas com piómetra (≥80%) têm no 

seu genoma genes que codificam para vários sistemas de aquisição de ferro (chuA, fyuA, sitA, 

fepA, iroN, iucD) (Mateus et al., 2013; Henriques et al., 2014). Tal como a maioria dos 

órgãos, o útero tem uma quantidade de ferro livre disponível muito menor do que aquela que 

é requerida para as bactérias se multiplicarem e causarem doença (Skaar, 2010), o que 

justifica a necessidade de utilização de diferentes sistemas de aquisição de ferro. À 

semelhança do que se verifica para E. coli de outras origens (Subashchandrabose & Mobley, 

2015), a presença de genes que codificam para vários sistemas de aquisição de ferro no 

Figura 6: Representação esquemática 

do LPS de E. coli Adaptado de Sestito 

et al. (2014). 

https://www.researchgate.net/profile/Stefania_Sestito
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genoma de E. coli associada a piómetra é sugestivo de um mecanismo de redundância 

funcional, o que também confere uma vantagem na sobrevivência e persistência no útero 

(Mateus et al., 2013; Henriques et al., 2014). 

 

 

1.2.1.4 -  Mecanismos de imunidade inata do 

útero 

 

A imunidade inata compreende respostas não específicas e constitui a primeira linha 

de defesa contra agentes infecciosos (Kawai & Akira, 2006; Medzhitov, 2001; Werling & 

Jungi, 2003). Este mecanismo de defesa baseia-se no reconhecimento de padrões moleculares 

associados a agentes patogénicos (PAMPs) por receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs) presentes nas células do hospedeiro (Akira, Takeda, & Kaisho, 2001; Beutler, 2004; 

Kannaki, Shanmugam, & Verma, 2011). Os receptores do tipo Toll (TLRs) são os PRRs mais 

descritos no tracto reprodutivo da cadela. Estes receptores de imunidade inata são transcritos 

(TLR1-TLR7 e TLR9) no endométrio da cadela ao longo do ciclo éstrico (Silva et al., 2009). 

Esta transcrição está dependente da fase do ciclo éstrico, uma vez que esta é regulada pelas 

hormonas ováricas (Sugiura et al., 2004). De entre os vários membros da família dos 

receptores Toll, o TLR2 e TLR4 são os mais bem caracterizados no endométrio da cadela. O 

TLR2 está envolvido no reconhecimento de um espectro alargado de PAMPs, incluindo o 

ácido lipoteicóico de bactérias Gram-positivas e o peptidoglicano e 

lipoproteínas/lipopéptidos presentes em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

(Aliprantis et al., 1999). A activação do TLR2 por uma grande variedade de moléculas está 

relacionada com o facto de formar heterodímeros com os recetores TLR6 ou TLR1, o que 

dita a sua especificidade de reconhecimento de ligandos (Beutler, 2004; Zähringer et al., 

2008).  

O TLR4, em cooperação com as proteínas CD14, MD-2 e a proteína de ligação ao 

LPS (LBP), reconhece o LPS (Poltorak et al., 1998; Kawai & Akira, 2010). Os níveis de 

transcrição e expressão de TLR2 e TLR4 estão aumentados no endométrio de úteros de 

cadelas com piómetra, o que em parte reflecte a intensa infiltração por células de reacção 
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inflamatória no estroma e glândulas endometriais (Silva et al., 2010). Chotimanukul & 

Sirivaidyapong (2011) descrevem também um aumento da expressão de TLR4 no epitélio 

luminal e no estroma em úteros com piómetra, quando comprados com úteros de diestro sem 

afecção uterina.  

Depois do reconhecimento e ligação dos PAMPs, os TLRs iniciam uma sinalização 

através da interacção do seu domínio citoplasmático Toll/IL-1R (TIR) com moléculas 

adaptadoras. Dependendo da molécula adaptadora recrutada, podem ser despoletadas duas 

vias de sinalização (Kannaki et al., 2011; Medzhitov, 2001); a via dependente da proteína 

adaptadora factor de diferenciação mielóide 88 (MyD88) e a via dependente da proteína 

adaptadora que contém o domínio TIR, indutora de interferão-β (TRIF). A via dependente 

de MyD88 é comum a todos os TLRs, à excepção do TLR3, e induz a transcrição de citocinas 

inflamatórias, após a activação do factor nuclear-B (NF-B) (Broad et al., 2007). A via 

independente de MyD88, dependente de TRIF, é despoletada após a activação do TLR3 ou 

TLR4, com a consequente activação dos factores de transcrição NF-B (activação tardia) e 

factor de regulação do interferão 3 (IRF3). Esta via culmina na transcrição de interferão tipo 

I, quimiocinas e citocinas inflamatórias (Amjadi et al., 2014). 

 As citocinas são proteínas de pequena dimensão produzidas e libertadas por uma 

grande variedade de células com o objectivo de promover a comunicação entre células 

(Cameron & Kelvin, 2003). Atuam sobre a própria célula, de forma autócrina, ou nas células 

vizinhas, por acção parácrina. No entanto, em determinadas situações podem também actuar 

à distância, por acção endócrina (O’Shea, Gadina, & Siegel, 2013). A produção e libertação 

de citocinas são críticas para uma resposta eficiente e bem orquestrada à inflamação e 

infecção, razão pela qual as citocinas são consideradas imunomoduladoras (Meide & 

Schellekens, 1996). Tendo em conta a função, célula de origem ou alvo de acção, as citocinas 

podem ser classificadas em interleucinas (ILs), interferões (IFNs), factores de necrose 

tumoral (TNF) e quimiocinas. As ILs são produzidas primeiramente por leucócitos e actuam 

principalmente em outros leucócitos. Os TNF podem facilitar a apoptose e morte celular e as 

quimiocinas induzem quimiotaxia de leucócitos, controlando a sua migração até ao local da 

infecção (Borish & Steinke, 2003). Os interferões podem "interferir" com a replicação viral, 

activar células e aumentar a apresentação de antigénios (De Andrea et al., 2002).  
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 De acordo com a sua actividade, as citocinas podem ser subdivididas em dois grandes 

grupos, citocinas pró-inflamatórias e citocinas anti-inflamatórias (Zhang & An, 2007). As 

citocinas pró-inflamatórias promovem a inflamação, e incluem, entre outras, a interleucina-

1 (IL-1), o factor de necrose tumoral- (TNF-) e a interleucina-6 (IL-6) Por sua vez, as 

citocinas anti-inflamatórias são moléculas imunoreguladoras que controlam a resposta das 

citocinas pró-inflamatórias. No grupo das citocinas anti-inflamatórias incluem-se a IL-4, IL-

10, IL-11 e IL-13. Dependendo do contexto, o interferão-alfa, IL-6 e TGF-β são incluídos 

em ambos os grupos, nas citocinas anti-inflamatórias e nas pró-inflamatórias. De entre as 

citocinas anti-inflamatórias, destaca-se a IL-10 pela sua potente propriedade anti-

inflamatória, reprimindo a expressão das citocinas inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL-1 (Zhang 

& An, 2007). 

Dentro do grupo das quimiocinas destacam-se as quimiocinas com grupo C-X-C 10 

(CXCL10) e 8 (CXCL8 ou interleucina-8, IL-8) importantes no desenvolvimento da resposta 

inflamatória (Kayser et al., 2005). 

Numa infecção bacteriana, as primeiras células imunes a responder são os monócitos 

e os macrófagos, que após a activação por bactérias ou os seus produtos respondem 

produzindo citocinas de resposta precoce tais como TNF-α, IL-1 e IL-6. Estas citocinas 

activam e amplificam a resposta inflamatória e facilitam a produção de outras citocinas e 

quimiocinas, incluindo IL-8, IL-12, IL-15 e IL-18, com o objectivo principal de atrair e 

activar outras células imunes, como neutrófilos e células natural killer (Duque, 2014). 

Algumas destas citocinas pró e anti-inflamatórias (IL-7, IL-8, IL-15, IL-18, TNFα e IL-10) 

foram detectadas no soro de cadelas com piómetra, podendo também estar associadas a 

doença sistémica (Karlsson et al., 2012). Os níveis de transcrição dos genes da IL-1β, IL-6, 

IL-8, IL-10 e TGFβ foram também significativamente superiores no endométrio de úteros de 

cadelas com piómetra, quando comparado com o endométrio de útero de cadelas sem afecção 

uterina (Henriques et al., 2016). Contudo, a resposta inflamatória induzida parece estar 

dependente do potencial de virulência da estirpe de E. coli. No endométrio de cadelas com 

piómetra associada a E. coli hemolítica foram detectados níveis superiores de transcrição do 

gene da IL-1β e IL-8 e níveis significativamente inferiores de transcrição do gene da IL-6, 

comparativamente ao endométrio de cadelas com piómetra por E. coli não hemolítica 

(Henriques et al., 2016). 



Patrícia Ribeiro Leal da Silva Diniz - Aspectos da patogenia da piómetra na cadela: fímbrias tipo 1 de 

Escherichia coli e mecanismos de defesa no endométrio 

17 

 Universidade Lusófona de Humanidades e Tecnologias – Faculdade de Engenharia 
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Capítulo 2 -  Materiais e Métodos 
 

2.1 -  Variação de fase das fímbrias tipo 1 de 

Escherichia coli 

 

 A grande maioria das estirpes de E. coli possuem genes que codificam para 

fímbrias tipo 1 e são capazes de expressar essa adesina. Os genes fim codificam para proteínas 

que medeiam a adesão da bactéria às glicoproteínas com resíduos de manose que se 

encontram na superfície de muitas células eucariotas (Vejborg et al 2011). A expressão de 

fímbrias tipo 1 é de fase variável, dependente de um elemento de ADN interconvertível, que 

permite a mudança entre o estado fimbriado e não fimbriado. A posição deste elemento que 

contém o promotor é indicativa da transcrição dos genes fim.  

Nesta primeira parte do trabalho foi testada a expressão das fímbrias tipo 1 em três 

condições de cultura. A orientação do elemento de ADN, que contém o promotor do gene 

fimA, foi determinada por PCR convencional seguido de clivagem por digestão enzimática 

com a enzima HinfI e determinação da posição On e Off.  

  

2.1.1 - Isolados  

 

Para a avaliação da variação de fase das fímbrias de tipo 1 foram utilizados 15 

isolados (tabela 1) obtidos a partir do conteúdo uterino de cadelas com diagnóstico de 

piómetra. O diagnóstico de piómetra foi determinado com base no ciclo éstrico em que a 

cadela se encontrava (diestro), sinais clínicos apresentados, análise hematológica e 

bioquímica e sinais ecográficos. O conteúdo intra-uterino foi recolhido após procedimento 

cirúrgico (ovário-histerectomia – OVH), tendo sido E. coli a única bactéria isolada. 
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Tabela1: Identificação dos isolados de E. coli. recolhidos de  

cadelas com piómetra. 

Isolados  ID amostra Grupo filogenético 

Pyo1 1 B2 

Pyo2 2 B2 

Pyo3 3 B2 

Pyo4 4 B2 

Pyo5 5 B2 

Pyo6 6 B2 

Pyo7 7 B2 

Pyo8 8 B2 

Pyo9 9 A 

Pyo10 10 B2 

Pyo11 11 B2 

Pyo12 12 B2 

Pyo13 13 B2 

Pyo14 14 B2 

Pyo15 15 B2 

 

 

Do stock de bactérias armazenadas a -80 °C em meio BHI com 50% de glicerol foi 

feita a propagação em placas de Agar Columbia com 5% de sangue de carneiro (COS, 

Biomérieux, Marcy l’Étoile, França) e incubação a 37 °C aproximadamente 16 horas. Após 

incubação foi seleccionada uma colónia isolada para a inoculação/propagação nas diferentes 

condições de cultura.  
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2.1.2 - Condições de cultura 

 

Para avaliar a capacidade dos isolados de E. coli, de passarem do estado não-

fimbriado ao estado fimbriado, foram realizados três ensaios em diferentes condições de 

cultura: agar, arejada e estática de acordo com as condições descritas por Lim et al. (1998). 

Para a cultura estática (E), foram feitas três passagens em 3 mL de meio líquido LB (LB; 

Nzytech, Lisboa, Portugal). Cada passagem foi incubada 48 horas, a 37 º C, sem agitação 

(condições óptimas para expressão de fímbrias tipo 1). Para a condição de cultura em agar 

(S18H), as estirpes foram cultivadas em placas de LB agar e incubadas 18 horas a 37 º C 

(condição que favorece estado não-fimbriado). Para as condições arejamento (A18H), as 

estirpes foram cultivadas em meio líquido LB durante 18 horas a 37 °C com agitação, de 

acordo com a representação esquemática do procedimento experimental (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

Stock 

glicerol 

Diferentes 

condições de 

cultura 

37 °C o/n 

Figura 7: Propagação da cultura de E. coli. 
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Figura 8 - Condições de cultura dos isolados de E. coli . 

 

 

2.1.3 - Extracção de ADN total pelo método de 

boiling. 

 

A extracção de ADN foi realizada pela técnica rápida de fervura, a qual permitiu a 

obtenção de ADN total (Féria, 2011). Para a extracção de ADN no final dos tempos de 

incubação, recolheu-se a parte superior do caldo na cultura estacionária; todo o caldo na 
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cultura arejada, e uma ança calibrada na cultura em agar. Na figura 9 está representado o 

procedimento experimental utilizado para extrair o ADN total. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Centrifugou-se a cultura 8 minutos a13000 rpm 

Rejeitou-se o sobrenadante e resuspendeu-se o sedimento celular em 500 µL 

de água desionizada estéril 

 

Centrifugou-se 3 minutos a 13000 rpm 

 

Rejeitou-se o sobrenadante e resuspendeu-se o sedimento celular em 100 µL 

de água desionizada (molecular biology grade) 

 

 

Incubou-se 15 minutos a 100 °C no bloco de aquecimento 

 

Centrifugou-se 8 minutos a 13 rpm, recolheu-se o sobrenadante e 

armazenou-se a -20 °C 

Figura 9 -Procedimento experimental utilizado na extracção de ADN total de E. 

coli 
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2.1.4 - Determinação da posição On e Off do fim 

switch 

 

A amplificação do fragmento da região do promotor (elemento de ADN de 519 pb 

que cobre a região fim invertível) foi realizada por PCR, acordo com as condições descritas 

por Nowrouzian et al (2007), tabela2. 

 

Tabela 2 - Oligonucleotidos iniciadores utilizados na amplificação da região que 

inclui o promotor do gene fimA. 

Região alvo Sequência do oligonucleotídeo (5’-3’) 
Produto do PCR 

(pb) 

Região do promotor 

(fim switch) 

F- GAGAAGAGGTTTGATTTAACTTG 

559 

R-AGAGCCGCTGTAGAACTGAGG 

 

Na reacção de PCR foram utilizados 2,5 mM de MgCl2, 1x tampão da enzima, 0,4 

mM de desoxiribonucleotídeos trifosfatados (dNTPs), 2 U de enzima GoTaq®Flexi DNA 

Polymerase (Promega) e um par de oligonucleotídeos (0,8 µM do par fimA foward/ fimA 

reverse cada). Para cada reacção foram utilizados 2 µL de ADN, num volume final de reacção 

de 25 µL. O programa de amplificação consistiu num passo inicial de desnaturação a 95 °C 

durante 15 minutos, seguido por 30 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, hibridação a 61 °C, 

durante 70 segundos, extensão durante 70 segundos a 72 °C. Um passo final de 3 minutos a 

72 °C (MJ Mini Personal Thermal Cycler, Biorad). Posteriormente foram corridos 5 µL de 

cada amostra num gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etídeo a 1 % (5 µL/100 mL) 

e as imagens foram visualizadas e adquiridas num transiluminador UV (Thermal Imaging 

System FTI-500, Pharmacia Biotech). Foi utilizado um marcador 1Kb plus ladder 

(Invitrogen, 10787-018, EUA) de modo a determinar o peso molecular das bandas 

pretendidas. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nowrouzian%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17101646
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 Antes da digestão enzimática, 20 µL do produto de PCR foram purificados com o 

kit comercial gel puro (NZYMiniprep, MB1001, NZYTech), de acordo com as especificações 

do fabricante. Após a purificação, a concentraçãodo ADN foi determinadas através da leitura 

da absorvância a 260 e 280 nm no equipamento Nanodrop 200C Spectophotometer (Thermo 

Scientific, Wilmington, EUA).    

Para a reacção de digestão, foram utilizados 10 mM de MgCl2, 100 mM de NaCl, 

50 mM do tampãp tris-HCl a pH 8.0, 100 µg de BSA (albumina bovina sérica), 1 mM de 

DTT e 1 µL de Hinf I (mi-E0117S, Frilabo, Lisboa, Portugal). Para cada reacção foram 

utilizados 750 ng/µL de ADN num volume final de 30 µL de reacção. A reacção de digestão 

foi feita durante aproximadamente 15 horas a 37 °C em banho-maria.   

A separação dos produtos da digestão foi feita por electroforese em gel de agarose 

2% e a visualização com brometo de etídio. Os fragmentos gerados por restrição com a 

enzima Hinf I (fragmentos específicos da posição- On (489 e 70 pb) ou posição- Off (359 e 

200 pb) foram visualizadas e as imagens adquiridas sob transiluminação UV (Thermal 

Imaging System FTI-500, Pharmacia Biotech,). Foi utilizado um marcador 1Kb plus ladder 

(Invitrogen) de modo a determinar o peso molecular das bandas pretendidas (figura 10). 

 

(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Posição do promotor na fase Off 

Elemento invertível fimA 

Promotor 

Hinf I 

Primer Fw 

PrimerRev  

Posição do promotor na fase On 

70 pb 

489 pb 

Fragmentos: 

Elemento invertível fimA 

Promotor 

Hinf I 

PrimerFw 

Primer Rev 
359 pb 

200 pb 

Fragmentos: 
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(b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 -  Análise fenotípica da expressão das 

fímbrias tipo 1 – estudos de aglutinação 

 

 A expressão de fímbrias funcionais é um factor importante para a colonização 

das células hospedeiras. As fímbrias do tipo 1 ligam-se especificamente a alvos de manose 

encontrados na superfície das células epiteliais. Deste modo, para avaliar a capacidade de 

expressar o fenótipo associado às fímbrias tipo 1 fomos testar a capacidade dos nossos 

isolados aglutinarem extracto de levedura Saccharomyces cerevisiae. A camada exterior da 

parede celular da levedura S. cerevisiae é composta maioritariamente por manoproteínas, 

covalentemente ligadas a β-1,6-glucano e resíduos de manose, tornando a levedura um alvo 

específico para as bactérias que expressem este tipo de adesinas (figura 11). A especificidade 

da reacção de aglutinação foi testada através da sua inibição pela D-manose (Vejborg et al, 

Pb 

559 

489 

359 

200 

70 

Não digerido On/Off On Off 

Figura 10- Representação esquemática da orientação do elemento de ADN que contem o 

promotor do gene fimA (a) e resultados esperados após digestão do produto de PCR, com a 

enzima HinfI (b). Adaptado de Struve et al. (1999). 
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2011). O perfil fenotípico de expressão foi avaliado de acordo com o seguinte procedimento 

experimental: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.1 - Cultura da Saccharomyces cerevisiae  

 

As estirpes utilizadas foram PYCC3973 e PYCC2535. A partir dos stocks de glicerol 

armazenados a -80 °C foi feita a propagação em meio de crescimento YPD (peptona 10 g/L, 

Bloqueio da 

aglutinação 

Sem manose Com manose 

Aglutinação 

Glicoproteína 

(Parede celular da 

levedura S. cerevisiae 

E. coli com expressão 

de adesinas 

   β-1,6-glucano;   α1-6-Manose 

(a) 

Ausências de fímbrias 

Aglutinação positiva  Aglutinação negativa  

Fímbrias tipo 1 

(b) 

Figura 11 - (a) Representação esquemática da reacção da aglutinação da suspensão de células de S. 

cerevisiae e respectivo bloqueio com D-manose. (b) Resultado esperado após reacção de 

aglutinação. 



Patrícia Ribeiro Leal da Silva Diniz - Aspectos da patogenia da piómetra na cadela: fímbrias tipo 1 de 

Escherichia coli e mecanismos de defesa no endométrio 

27 

 Universidade Lusófona de Humanidades e Tecnologias – Faculdade de Engenharia 

extracto de levedura 20 g/L, 20g/L de glucose e agar). A levedura foi crescida durante 48 

horas a 30 °C.  

 

 

2.2.2 - Reacção de Aglutinação e bloqueio com 

D-manose  

 

Para a reacção de aglutinação adicionou-se 10 µL de suspensão bacteriana a 10 µL 

de suspensão de levedura a 5 % (1 colonia de levedura em 1 mL de PBS). A concentração da 

suspensão bacteriana foi avaliada em câmara de  Neubauer e a reacção de aglutinação 

observada numa lâmina côncava ou em placa de 96 poços. A reacção de aglutinação (figura 

11) foi observada à lupa estereoscópica (Olympos) ao fim de 5, 10 e 15 minutos. Para a 

reacção de bloqueio da aglutinação com D-manose (metil-α-D-mannopyranoside), lavaram-

se e resuspenderam-se as células de levedura em PBS + 50 mM D-manose. De seguida, 

adicionou-se 10 µL de suspensão bacteriana a 10 µL de suspensão de levedura a 5 % em PBS 

+ 50 mM D-manose. A reversão do fenótipo de aglutinação foi observada aos 5, 10 e15 

minutos de incubação e observada sob lupa estereoscópica. 

 

2.3 -  Cultura de explantes uterinos de 

cadelas 

 

O endométrio oferece uma barreira contra infecções e uma oportunidade de detectar 

agentes patogénicos através de mecanismos de imunidade inata. Este reconhecimento é feito 

através de receptores que reconhecem sequências conservadas em agentes patogénicos, 

conhecidos como padrões moleculares associados a agentes patogénicos. Um grupo-chave 

de receptores que reconhecem estes padrões moleculares são os receptores do tipo Toll (Toll 

Like receptors; TLRs). Com o objectivo de estudar a transcrição dos componentes das vias 

de resposta imunitária inata numa fase inicial da infecção foi desenvolvido um modelo de 
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cultura in vitro de explantes de úteros de cadelas saudáveis. De forma a simular a resposta 

uterina à infecção bacteriana procedeu-se à estimulação com 2 estripes de E. coli.  

 

2.3.1 -  Cultura de explantes  

 

Foram utilizados úteros de 3 cadelas saudáveis (1-3 anos de idade) submetidas a 

ovariohisterectomia (OHE) para fins contraceptivos no Hospital Universitário da Faculdade 

de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa. As cadelas encontravam-se na primeira 

metade do diestro (determinado por citologia vaginal, concentração de progesterona e 

histologia), e o útero não apresentava evidência histológica de hiperplasia quistíca do 

endométrio (HCE) e com resultado bacteriológico negativo. 

Após a remoção do útero, este foi lavado com meio de lavagem Hank’s balanced 

salt solution (HBSS, GIBCO®, Invitrogen Corporation, Nova Iorque, EUA), gentamicina 

(50 µg/mL; Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha) e anfotericina B (2,5µg/mL; Sigma-Aldrich). 

De seguida, com o auxílio de material cirúrgico estéril, foi feito um corte longitudinal nos 

cornos uterinos de modo a expor o endométrio. Foram retiradas pequenas biópsias do útero 

(explantes) com um punch de biopsia (Kai medical, BP-60F, Solingen, Alemanha) de 6 mm 

de diâmetro (figura 12). Estas foram passadas três vezes em meio de lavagem HBSS. 

Posteriormente os explantes (1 por poço) foram transferidos para uma placa de 6 poços 

(COSTAR®, Corning Incorporated, Nova Iorque, EUA) com 3 mL de meio de cultura 

Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640, GIBCO®) suplementado com 0,1% 

BSA (Sigma-Aldrich), gentamicina 50 µg/mL + anfotericina 250µg/mL. Procedeu-se então 

a uma pré- incubação de 1 hora numa estufa de CO2 (HERAcell® 150, Heraeus, EUA) a 

37ºC, 5% de CO2 com vista à estabilização dos explantes. Todas as incubações foram feitas 

com agitação suave (IKA®-VIBRAX-VXR, Werke GMBH & CO.KG, Staufen Alemanha).  

Após a pré-incubação, o meio de cultura foi renovado e procedeu-se à estimulação 

dos explantes com diferentes estirpes E. coli em diferentes tempos de incubação entre as 2 e 

as 24 horas. Para cada hora, foram incluídos controlos negativos (não contaminados). 

No fim do protocolo da cultura, removeu-se cuidadosamente com um bisturi, a 

camada de miométrio e serosa do explante total de útero, pesou-se o explante de endométrio 
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obtido e dividiu-se ao meio, metade foi armazenado em solução de RNAlater (Quiagen, D-

40724, Hilden, Alemanha) e mantido a – 80 °C para extracção de ARN e a outra metade 

embebida em formol para processamento de imunohistoquímica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 - Estirpes  

 

 As estirpes utilizadas nos ensaios de estimulação dos explantes, foram previamente 

isoladas do útero de uma cadela com piómetra e caracterizadas quanto ao seu potencial de 

virulência por Henriques et al (2014) (tabela 1, apendix). Estas estirpes, à excepção da Pyo9 

que pertence ao grupo filogenético A, pertencem todas ao grupo filogenético B2, associado 

a maior potencial de virulência. O mutante de deleção isogénico da estirpe Pyo7 para o gene 

2 Horas 

Estimulado 

6 Horas 

Estimulado 

2 Horas 

C- 

24 Horas 

Estimulado 

6 Horas 

C- 

24 Horas 

C- 

2x 

3x Lavagens 

Útero de cadela 

Biopsia do útero 
Cultura 

Figura 12 - Esquema experimental de cultura de explants do útero de cadela. 
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hlyA (Pyo7ΔhlyA), foi construído utilizando o sistema de recombinase Lambda-Red por 

Henriques et al (2014), de acordo com o desenho por Datsenko e Wanner (2000).  

Antes das experiências de estimulação, as bactérias foram plaqueadas em meio de 

ágar Columbia e incubadas a 37 ° C 16 horas. Para cada bactéria, uma colónia foi incubada 

em meio LB líquido a 37 ° C durante 48 horas sem agitação (figura 13), a suspensão foi 

lavada três vezes por centrifugação (4000 rpm durante 10 minutos) e ressuspensa em PBS 

estéril. Por último, a densidade óptica (600 nm) da suspensão foi ajustada de modo a obter 

uma densidade de 0,3 nm em 10 mL de meio de cultura, correspondente a uma concentração 

aproximadamente 1x108 unidades formadoras de colonias (UFC/mL).  

Em cada poço com os explantes foi inoculado um volume correspondente a um 

determinado número de bactérias, definido pela multiplicidade de infecção (MOI) 

pretendida, que neste caso foi MOI 5.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 -  Imunohistoquímica 

 

De modo a confirmar a presença de E. coli no tecido uterino e validar o 

procedimento experimental de estimulação dos explantes, foi efectuada a marcação de LPS 

Cultura estática (E) 

48h a 37 ºC 

Fracção utilizada 

nos explantes 

Depósito 

cellular rejeitado 

Figura 13: Fracção da cultura de E. coli utilizada na estimulação dos 

explantes. 
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(lipopolisacarideo) de E. coli por imunohistoquímica nos explantes de cadela saudáveis 

(tecido controlo) e em explantes contaminados com E. coli.  

Após incubação com as bactérias, os explantes foram embebidos em parafina no 

Laboratório de Anatomia Patológica da FMV com recurso a um processador de tecidos 

LEICA TP1020. Seguidamente realizaram-se cortes de 3 μm de espessura com um 

micrótomo, que foram montados em lâminas Superfrost® (Menzel Glaeser, D-38116 

Braunschweig, Alemanha). Procedeu-se posteriormente à desparafinação do tecido em xilol, 

à reidratação gradual em concentrações decrescentes de álcoois e por fim à imersão em água 

destilada durante 5 minutos. O protocolo de imunohistoquímica foi efectuado pelo método 

da imunoperoxidase. Deste modo, após a desparafinização e hidratação, a peroxidase 

endógena foi neutralizada através da incubação das lâminas em peróxido de hidrogénio a 30 

% em água destilada durante 30 minutos à temperatura ambiente. De seguida, procedeu-se à 

recuperação antigénica com incubação das lâminas em tampão citrato (10mM, pH=6) durante 

15 minutos em microondas (700W). De modo a bloquear os locais de ligação in específicos, 

as lâminas foram incubadas numa solução de bloqueio (PBS 1x + 0,1 % Tween + 2,5 % 

BSA), durante 1 hora à temperatura ambiente. Após o bloqueio, as lâminas foram incubados 

com o anticorpo primário (anti-E. coli LPS antibody, Abcam, ab35654), 100 µL por corte 

numa concentração de 1:100, durante 2 horas, à temperatura ambiente em câmara húmida. 

Depois de terminada a incubação com o anticorpo primário, efectuaram-se 2 lavagens de 10 

minutos em PBS 1X e procedeu-se à incubação com o anticorpo secundário (produzido em 

ratinho contra IgG de coelho) conjugado com peroxidase (peroxidase conjugated mouse anti-

rabbit IgG polyclonal; Dako, Dinamarca) na diluição de 1:100, durante 1 hora à temperatura 

ambiente. A reacção colorimétrica foi iniciada através da adição do substrato DAB (DAB 

kit, Zytomed Systems, Berlim, Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante. Por 

último, lavaram-se as lâminas em água corrente durante 5 minutos após os quais foram 

coradas com hematoxilina e montadas com entelan (Merck, Darmstadt, Alemanha). Como 

controlo negativo substituiu-se o anticorpo primário por PBS 1x. 
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2.5 -   Avaliação da transcrição dos genes que 

codificam para mediadores de inflamação por RT-

PCR 

 

 Neste estudo foi efectuada a análise, por RT-PCR, da transcrição dos genes que 

codificam para as citocinas IL-1, IL-6, IL-8 e TNFα em explantes de úteros de cadela não 

contaminados (controlo negativo) e contaminados com os isolados de E. coli. durante 2 a 24 

horas. 

 

2.5.1 - Extracção de ARN e síntese de ADNc 

 

Para a extracção do ARN total foram processados 20 mg -30 mg de tecido com o kit 

Rneasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). A digestão do ADN genómico foi 

realizada com o kit Rnase-free Dnase Set (Qiagen). Após a extracção, a concentração e 

pureza do ARN foram determinadas através da leitura da absorvância a 260 e 280 nm no 

NanoDrop 2000C Spectophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). O grau de 

pureza das amostras foi avaliado através da relação das absorvâncias a 260 e 280 nm 

(A260/280). As amostras de ARN foram distribuídas por alíquotas e armazenadas a – 80 °C 

até posterior utilização. 

A síntese de ADNc foi efectuada a partir de 500 ng do ARN total. Para a síntese de 

ADNc utilizou-se um kit comercial Superscript ® III Frist Strand Synthesis Supermix para 

qRT-PCR (Invitrogen Corporation, Nova Iorque, EUA), e a síntese foi efectuada de acordo 

com as instruções do fabricante. O ADNc foi diluído (1:5) em água e as amostras 

armazenadas a – 20 °C. 
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2.5.2 - PCR 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores (tabela 3) utilizados nas reacções de PCR foram 

escolhidos inicialmente através do programa Primer3 Software, sendo posteriormente 

confirmados com o programa Primer Express ® Software (Applied Biosystems, Foster City, 

EUA). Os oligonucleotídeos foram desenhados em dois exões diferentes (adjacentes), sempre 

que possível, de modo a evitar a amplificação do ADN genómico. A especificidade dos 

oligonucleotídeos iniciadores seleccionados foi confirmada por BLAST. 

As reacções individuais de PCR foram efectuadas num volume final de 25 µL, 

contendo 0,4 µM de cada oligonucleotideo iniciador, 0,4 mM da mistura de dNTPs 

(Promega), 1X tampão da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 2 mM MgCl2, 2 µL de 

ADNc e 2,5 U da enzima Taq DNA polimerase (Gotaq®flexi DNA Polymerase, Promega). 

Em cada ensaio foi incluído um controlo negativo, ao qual se adicionou água em vez de 

ADNC. As condições do ciclo de amplificação foram idênticas para todos os pares de 

oligonucleotideos iniciadores, excepto para a temperatura de hibridação (tabela 3). O ciclo 

de amplificação foi composto por um passo inicial de desnaturação de 3 minutos a 94 °C, 

seguido de 30 ciclos de desnaturação (1 minuto a 94 °C), hibridação (entre 52,5 e 60 °C, 1 

minuto) e extensão (3 minutos a 62 ºC). Por fim foi efectuado um passo de extensão ao fim 

dos 30 ciclos de 7 minutos a 72 °C (MJ Mini Personal Thermal Cycler, Biorad). 

Posteriormente os produtos foram separados por electroforese em gel de agarose (1,5 %) 

corado com brometo de etídeo a 1 % (5 µL/100 mL) e as imagens foram visualizadas e 

adquiridas num transiluminador UV (Pharmacia Biotech, Thermal Imaging System FTI-

500). Foi utilizado um marcador 1Kb plus ladder (Invitrogen,) de modo a determinar o peso 

molecular das bandas pretendidas. 
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Tabela 3 - Oligonucleotídeos iniciadores usados nas reacções de RT-PCR 

GGen

e 
Oligonucleotídeos (5’-3’) 

Dimensã

o 

produto 

PCR 

(pb) 

Temperatu

ra de 

hibridação 

(ºC) 

Número de 

acesso 

(Genebank) 

IIL-

1β 

FW-

CACCAGTGAAATGATGGCTTAC 

RV-

CTCATGTGGAACACCACTTGTT 

453 

 

56 

NM_001037971 

IIL-6 

FW-

GTACATCCTCGGCAAAATCTCT 

RV-

GGATGAGGTGAATTGTTGTGTG 

410 

 

56 

NM_001003301 

IIL-8 

FW-TTGGCAGCTTTTGTCCTT 

RV-GGGCCACTGTCAATCACT 

149 52,5 NM_001003200 

IIL-

10 

FW-

AAGCTGGACAACATACTGCTGA 

RV-

TGTCAAACTCACTCATGGCTTT 

316 56 NM_001003077 

TNF

K-α 

FW-

TGACAAGCCAGTAGCTCATG

TT 

RV-

CGGCAAAGTCCAGATAGTTA

GG 

410 56,3 
NM_001003244

.4 
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2.6 -   Quantificação relativa da transcrição 

de componentes das vias dos TLRs por PCR 

quantitativo em tempo real (qRT-PCR)  

 

 

Para a quantificação relativa da transcrição de componentes das vias dos TLRs, 

utilizou-se explantes armazenados a – 80 °C em solução RNAlater (Quiagen). Após o 

descongelamento dos tecidos, pesou-se e utilizou-se uma amostra representativa com 20 mg 

- 30 mg. O tecido foi colocado com uma esfera de metálica estéril num eppendorf com 

tampão RLT (fresco) e homogeneizado utilizando o TissueLyserII (Quiagen® GmbH, Hilden, 

Alemanha), a 25 Hertz durante 2 minutos. A extracção de ARN total foi efectuada com o kit 

comercial Rneasy mini kit (Quiagen), de acordo com as instruções do fabricante, tal como 

descrito no ponto 2.5.1. Após a extracção, a concentração e pureza do ARN foram 

determinadas através da leitura da absorvância a 260 e 280 nm no NanoDrop 2000C 

Spectophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). O grau de pureza das amostras 

foi avaliado através da relação das absorvâncias a 260 e 280 nm (A260/280). As amostras de 

ARN foram distribuídas por alíquotas e armazenadas a – 80 °C. Procedimento anteriormente 

descrito (ponto 2.5.1). 
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2.6.1 - Oligonucleotídeos iniciadores 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores (tabela 4) usados nas reacções de qRT-PCR foram 

escolhidos de acordo com o procedimento anteriormente descrito (ponto 2.5.2).  

 

Tabela 4 - Oligonucleotídeos iniciadores usados nas reacções de qRT-PCR. 

Gene Oligonucleotídeos (5’-3’) 

Dimensão 

produto PCR 

(pb) 

Número de acesso 

(Genebank) 

IL-1β 

FW-GAAGAAGCCCTGCCCACA 

RV-AATTATCCGCATCTGTTTTGCAG 

104 NM_001037971 

IL-6 

FW-CTGGCAGGAGATTCCAAGGAT 

RV-TCTGCCAGTGCCTCTTTGC 

167 NM_001003301 

IL-8 

FW-TTGCTCTCTTGGCAGCTTTTG 

RV-TTTGGGATGGAAAGGTGTGG 

122 NM_001003200 

IL-10 

FW-ACATCAAGAACCACGTGAACTCC 

RV-ACTCACTCATGGCTTTGTAGACACC 

177 NM_001003077 

CXCL10 

FW-TCCTGCAAGTCCATCGTGTC 

RV-

ATTGCTTTCACTAAACTCTTGATGGTC 

114 NM_001010949.1 

TNF-α 

FW-CTGCCTCAGCCTCTTCTCCTT 

RV-CTGGGCAAGAGGGCTGATTA 

133 NM_001003244.4 

RPL27 

FW-TCGTCAACAAGGATGTCTTCAGAG 

RV-TCTTGCCAGTCTTGTACCTCTCCT 

96 

 

NM_001003102 
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2.6.2 -  PCR quantitativo em tempo real (qRT-

PCR) 

 

A reacção de PCR em tempo real foi realizada no equipamento Step-One-PlusTM 

(Applied Biosystems, Warrington, UK), usando ciclos de amplificação universal sugerido 

pelo fabricante, com aquisição de curvas de dissociação. A reacção foi realizada num volume 

total de 12,5 µL. Utilizou-se 2 ng de ADNc, 80 nM de oligonucleotídeo iniciador, 1x Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) e água 

RNase free (Water RNase-free DEPC treated, USB corporation, Cleveland, USA) de modo 

a perfazer o volume total. Todas as reacções foram realizadas em duplicado em placas de 96 

poços (Applied Biosystems). Como controlo endógeno (gene housekipping) utilizou-se o 

gene rpl27. A obtenção de um produto único de amplificação foi confirmada através da 

análise das curvas de dissociação. 

Os dados da quantificação relativa do ARNm foram analisados com o algoritmo 

real-time PCR Miner. 

  

2.7 -  Análise estatística 

 

 Os dados de variação de fase e do qRT-PCR foram analisados recorrendo ao 

programa Statistica para o Windows (Statistica 6.0, StatSoft Inc., Tulsa, EUA, 2005). A 

normalidade da distribuição dos dados foi confirmada pelo teste de Cochran Hartley. Os 

dados de qRT-PCR foram analisados pelo teste de ANOVA factorial 2X2 (variáveis fixas: 

tempo de incubação e estirpe e sua interacção). Os dados de variação de fase (variável 

categórica) foram analisados pelo teste exacto de Fisher. Em ambos os casos utilizou-se o 

nível de significância de 95% (p<0,05). 
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Capítulo 3 -  Resultados 
 

3.1 -  Análise da expressão de fímbrias tipo 1 

em diferentes condições de cultura   

  

Numa primeira análise, foi avaliada a orientação do promotor do gene fimA em 15 

isolados de piómetra. Foram testadas três condições de cultura, estática (LB líquido sem 

agitação), arejada (LB líquido com agitação) e agar (LB sólido). Os resultados desta análise 

estão representados na figura 14 e na tabela 5. Verificou-se que a maioria dos isolados, 

quando crescidos em diferentes condições de cultura, tem a capacidade de alternar entre a 

posição Off e a posição On. Apenas um dos isolados (Pyo14) não apresentou esta capacidade 

de transcrever o gene fimA (posição Off em todas as condições de cultura testadas). A posição 

totalmente On foi apenas detectada num isolado (Pyo5) crescido em LB líquido sem agitação. 

O crescimento em agar favorece significativamente (p<0,05) a posição Off do promotor. 

Nestas condições, 60% dos isolados apresentaram somente células em posição Off e 40% dos 

isolados uma mistura de células na posição On e Off. O crescimento em condições de cultura 

arejada favorece significativamente (p<0,05) a posição mista On e Off. Em 80% dos isolados 

observaram-se células em ambas as posições On e Off e em 20% dos isolados o promotor 

estava na posição Off. (figura 16). Na cultura estática, a maioria dos isolados (67%) 

continham células nas posições On e Off e 7% dos isolados permutaram completamente para 

a posição de On (tabela 5).  
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Figura 14 - Resultados representativos da digestão do produto de PCR com a enzima Hinf I. 

(posição-On: fragmentos de 489 pb e 70 pb; posição-Off: fragmentos de 359 pb e 200 pb). (A) 

(isolado Pyo5): 1- Produto de PCR não digerido; 2- condição estática- mistura da posição On e 

Off; 3- condição arejada- posição On; 4- Marcador de massas moleculares (Hyperladder II, 

Bioline) 5 e 6- crescimento em agar- mistura da posição On e Off; (B) (isolado Pyo10) : 1- 

Marcador de massas moleculares (Ladder VI Nzytech); 2 e 4- Produto de PCR não digerido; 3 – 

condição arejada- mistura da posição On e Off; 5 – condição arejada - mistura da posição On e Off 

(com predominância da posição Off -bandas mais intensas). 
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Tabela 5- Análise dos resultados da digestão do produto de PCR com a enzima Hinf I 

Isolados de 

cadela 
Cultura estática (E) 

Cultura arejada 

(A18H) 

Cultura em agar 

(S18H) 

Pyo1 Off On+Off Off 

Pyo2 On+Off Off Off 

Pyo3 Off On+Off Off 

Pyo4 On+Off On+Off On+Off 

Pyo5 On On+Off On+Off 

Pyo6 On+Off On+Off On+Off (+) 

Pyo7 On+Off On+Off On+Off (+) 

Pyo8 On+Off Off Off 

Pyo9 (+)On+Off On+Off Off 

Pyo10 (+)On+Off On+Off Off 

Pyo11 (+)On+Off On+Off On+Off 

Pyo12 Off On+Off Off 

Pyo13 On+Off On+Off On+Off 

Pyo14 Off Off Off 

Pyo15 (+)On+Off On+Off On+Off (+) 
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Figura 15 - Posição do promotor do gene fimA em isolados de E. coli de piómetra 

crescidos em meio LB líquido sem agitação (condição de crescimento estática), cultura arejada 

(LB líquido com agitação) e LB sólido. Letras diferentes representam diferenças significativas 

(posição Off: cultura sólida vs arejada p<0,05;  cultura sólida vs cultura estática- * tendência para a 

significância,  p=0.066), (posição On+Off : cultura sólida vs cultura arejada p<0,05).  As 

significâncias (a,b) são representadas dentro de cada grupo (independentemente para cada posição: 

On, Off ou On+Off). 

 

 

3.1.1 - Análise fenotípica  

 

A capacidade de expressar o fenótipo associado às fímbrias tipo 1 foi testada em 

dois isolados (Pyo5 e Pyo7), após crescimento em condições de cultura estática, através da 

respectiva capacidade de aglutinarem extracto da levedura Saccharomyces cerevisiae. O 

potencial de virulência das estirpes Pyo5 e Pyo7 foi anteriormente caracterizado pela nossa 

equipa através do rastreio por PCR convencional de genes que codificam para factores de 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Off On On+Off

Is
o

la
d

o
s 

(%
)

Estática Arejada Sólida

ab* 
a 

b 

ab 

b 

a 



Patrícia Ribeiro Leal da Silva Diniz - Aspectos da patogenia da piómetra na cadela: fímbrias tipo 1 de 

Escherichia coli e mecanismos de defesa no endométrio 

42 

 Universidade Lusófona de Humanidades e Tecnologias – Faculdade de Engenharia 

virulência (Henriques et al., 2014). Entre outos, foram pesquisados genes que codificam para 

factores envolvidos na adesão (fímbrias tipo 1, fimbrias P e S, F1C, focG), envolvidos na 

produção de toxinas (hlyA, cnf1) e na aquisição de ferro (chuA, fyuA, sitA, fepA, inoN) [Pyo5: 

fimH+, fimA+, PapEF-, papC-, sfa/focDE+, sfaS-, focG+, hlyA-, cnf1-, chuA+, fyuA+, sitA+, 

fepA+, iroN+, Pyo7: fimH+, fimA+, PapEF+, papC+, sfa/focDE+, sfaS-, focG-, hlyA+, cnf1+, 

chuA+, fyuA+, sitA+, fepA+, iroN+].  

 

O isolado Pyo5 foi o único que apresentou apenas a posição On em crescimento 

estático e o isolado Pyo7 apresentou uma mistura de células em posição On e Off nas mesmas 

condições de cultura. A especificidade da reacção de aglutinação foi testada através da sua 

inibição pela D-manose (figura 16)  

As suspensões dos isolados Pyo5 e Pyo7 apresentaram a capacidade para aglutinar 

extracto de S. cerevisiae (figura 16, C e E). Esta aglutinação foi totalmente (Pyo5- figura 17, 

D) ou parcialmente revertida (Pyo7 – figura 16, F) pela adição de D-manose a 3%. 
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Figura 16 - Ensaio de aglutinação de células da levedura (fenótipo de aglutinação 

específico da expressão de fímbrias tipo 1 para os isolados Pyo5 e Pyo7). (A) Controlo 

negativo- S. cerevisiae + PBS; (B) Controlo negativo do bloqueio da aglutinação- S. 

cerevisiae + PBS + 3% de manose; (C) S. cerevisiae + Pyo5 aos 10 minutos; (D) S. 

cerevisiae+3% de manose + Pyo5 aos 10 minutos; (E) S. cerevisiae + Pyo7 aos 10 

minutos; (F) S. cerevisiae+3% de manose + Pyo7 aos 10 minutos. 
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3.2 -  Cultura de explantes de útero  

 

De forma a mimetizar a fase inicial de infecção uterina e avaliar os mecanismos de 

resposta imunitária inata do útero procedeu-se à contaminação de explantes de úteros de 

cadelas saudáveis com isolados de E. coli, obtidos de úteros de cadelas com piómetra (Pyo10 

e Pyo11). Apesar de ambas as estirpes pertencerem ao mesmo grupo filogenético (B2), o seu 

genótipo de virulência é distinto: Pyo10: fimH+, fimA+, PapEF-, papC-, sfa/focDE-, sfaS-, 

focG-, hlyA-, cnf1-, chuA+, fyuA+, sitA+, fepA+, iroN-, Pyo11: fimH+, fimA+, PapEF+, papC+, 

sfa/focDE+, sfaS-, focG+, hlyA+, cnf1+, chuA+, fyuA+, sitA+, fepA+, iroN+. 

A localização de E. coli nos explantes uterinos foi avaliada pela marcação do LPS 

por imunohistoquímica. Foi possível detectar a presença da bactéria no endométrio (epitélio 

– C, E e F e estroma – D), tendo sido verificado também uma diminuição da integridade do 

tecido após as 6 horas de incubação (figura 17, imagem C e D). No controlo negativo (útero 

não contaminado) não foi detectada a presença de bactéria e o tecido não apresentou sinais 

exacerbados de destruição após as 6 horas de incubação (figura 17, imagem A e B). 
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3.2.1 - Imunohistoquímicas 
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Figura 17: Análise imunohistoquímica dos explantes de útero de cadelas contaminados com E. coli. 

Controlo negativo 6 horas (A, B). Explantes uterinos contaminados com a estirpe Pyo11 (C,D) e Pyo10 

(E,F). A bactéria foi identificada no epitélio luminal e glandular (C, E, F), e no estroma (D).  
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3.2.2 - Transcrição de genes que codificam 

para mediadores de inflamação  

 

Neste estudo foi efectuada a análise da transcrição dos genes que codificam para a 

IL-1β, IL-6, IL-8 e TNFα no endométrio removido dos explantes uterinos previamente 

contaminados com Pyo4, Pyo10 ou Pyo11. A transcrição foi avaliada por RT-PCR em 

explantes de endométrio não contaminados (controlo negativo) e contaminados com os 

isolados de E. coli entre as 2 e as 24 horas de incubação. 

A análise da transcrição do TNFα mostrou que esta citocina não foi transcrita em úteros 

saudáveis entre as 2 e as 6 horas de incubação (figura 18, A) Por outro lado, a transcrição do TNFα nos 

explantes contaminados com E. coli apresenta um aumento nas primeiras horas de incubação (2 e 3 

horas), quando comparada com tempos mais tardios de incubação (figura 18, A). No que se refere à 

transcrição das interleucinas nos explantes não contaminados (controlo negativo), detectou-se 

transcrição de IL-1β e IL-8 (figura 18, B) a partir das 2 h de incubação e de IL-6 logo às 0 horas. Nos 

explantes incubados com E. coli verificou-se transcrição de IL-1, IL-6 e IL-8 entre as 2 e 24 horas, 

(Pyo10 e Pyo11) (figura 19, B). 

.  
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Figura 18 - Exemplo dos produtos de amplificação obtidos por RT-PCR para os 

transcritos de citocinas pró-inflamatórias em explantes de úteros de cadelas saudáveis. 

Explantes contaminados com Pyo4 (A) ou com os isolados Pyo10 e Pyo11 (B).  

Legenda: C- controlo negativo-explante não contaminado; CH2O- Controlo negativo da 

reacção de PCR em que o cADN foi substituído por água; 10 – Pyo10; 11 – Pyo11. 
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3.2.3 - Quantificação da transcrição de 

citocinas pro e anti – inflamatórias em explantes de 

endométrio de cadelas  

  

 Após a detecção do mRNA dos mediadores de inflamação por RT-PCR, foi ainda 

efectuada a quantificação dos transcritos dos genes que codificam para o TNF-α, IL1-β, IL-

6, IL-8, IL-10 e CXCL10 por PCR em tempo real. De forma a avaliar o papel da α-hemolisina 

numa fase inicial da infecção, nesta análise foram utilizadas amostras de explantes de 

endométrio controlo (endométrio removido dos explantes de útero não contaminado) e 

explantes de endométrio previamente incubados com as estirpes Pyo7 e o seu mutante 

isogénico para o gene da α-hemolisina (Pyo7∆hlyA). A escolha da análise do papel deste 

factor de virulência no desenvolvimento da infecção prendeu-se com o facto dos nossos 

resultados anteriores demonstrarem que o gene hlyA (que codifica para a α-hemolisina) 

estava presente em 50% de estirpes de E coli isoladas de piómetra. A α-hemolisina contribui 

para a virulência da E.coli ao induzir a destruição do tecido uterino, formando poros que 

lisam os eritrócitos e células nucleadas, como por exemplo neutrófilos, células epiteliais 

(Wiles & Mulvey, 2013). 

No que se refere ao TNFα, verificou-se que no explante controlo a transcrição 

aumentou significativamente (p <0,05) das 2 para as 6 horas de incubação e diminuiu para o 

nível inicial (2h) às 24 horas de incubação. Após 2 horas de incubação, a transcrição deste 

gene foi alterada pela incubação com as duas estirpes bacterianas em estudo, quando 

comparada com o controlo. A transcrição do TNFα foi significativamente superior no 

endométrio contaminado com Pyo7 (p<0,05) ou Pyo7ΔhlyA (p<0,05), quando comparado 

com o respectivo controlo (figura ; tabela 7). 

No endométrio não contaminado, o gene que codifica para a IL-1β apresentou um 

aumento significativo da transcrição apenas às 24 horas de incubação, quando comparado 

com o tempo mais precoce (2h vs 24h; p <0,05). A nossa análise mostrou também que ocorreu 

uma alteração da transcrição deste gene pela estimulação com Pyo7ou Pyo7ΔhlyA. A 

transcrição da IL-1 β  às 24 horas no controlo foi significativamente maior quando comparado 
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com a transcrição nos explantes de endométrio contaminados com E. coli (figura 19; tabela 

7). Por outro lado, a transcrição do gene que codifica para a IL-6 e IL-8 não foi grandemente 

alterada após estimulação por E. coli (tabela 7). Verificou-se apenas um aumento 

significativo às 24h, em comparação com as 2 horas, dentro de cada grupo individualmente. 

No entanto, o endométrio contaminado com a estirpe Pyo7ΔhlyA apresentou uma transcrição 

do gene da IL-6 superior (p<0,05) às 6h de incubação por comparação com o controlo não 

contaminado. A transcrição foi significativamente maior (p <0,05) às 24 horas, quando 

comparado com as 2 e 6 horas.  

A transcrição do gene que codifica para a citocina pro-inflamatória IL-10 não 

apresentou qualquer alteração, quer dentro de cada grupo em estudo, quer entre grupos. Por 

outro lado, a transcrição do gene CXCL10 sofreu alterações da transcrição dentro de cada 

grupo e após a estimulação com Pyo7. A transcrição aumentou significativamente das 2h 

para as 24h no endométrio controlo e no endométrio contaminado com Pyo7 ou Pyo7ΔhlyA 

(Figura 19, F). A estimulação com Pyo7 aumentou também de forma significativa a 

transcrição do gene CXCL10 no endométrio após 24 horas de incubação, quando comparado 

com o controlo (tabela 6). 

Tabela 6 - Nível de significância dos resultados da transcrição no endométrio controlo versus 

endométrio estimulado com Pyo7 ou Pyo7ΔhlyA. 

Gene Estatística entre grupos Significância 

TNFα 

Controlo (-) às 2 horas vs Pyo7 às 2 horas p <0,05 

Controlo (-) às 2 horas vs Pyo7ΔhlyA às 2 horas p <0,05 

Controlo (-) às 24 horas vs Pyo7 às 24 horas *P=0,065 

IL-1β 

Controlo (-) às 24 horas vs Pyo7 às 24 horas p <0,05 

Controlo (-) às 24 horas vs Pyo7ΔhlyA às 24 horas p <0,05 

IL-6 

Controlo (-) às 6 horas vs Pyo7 às 6 horas *p=0,055 

Controlo (-) às 6 horas vs Pyo7ΔhlyA às 6 horas p <0,05 

CXCL10 Controlo (-) às 24 horas vs Pyo7 às 24 horas p <0,05 

Teste estatístico usado: teste exacto de Fischer. 
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Figura 19 - Expressão relativa do ARNm do TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e CXCL10 após incubação 

doa explantes com o isolado de Pyo7 e o seu mutante isogénico Pyo7ΔhlyA às 2, 6 e 24 horas. As 

significâncias são apresentadas dentro de cada grupo. Colunas com letras diferentes dentro do grupo diferem 

significativamente (p<0,05; teste exacto de Fischer). 
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Capítulo 4 -  Discussão 
 

 

Este trabalho teve por objectivo a caracterização da transcrição/expressão das 

fímbrias tipo 1 em isolados de E. coli obtidos de úteros de com piómetra em cadela, 

Posteriormente foram também estudados os mecanismos de resposta imunitária do útero 

numa fase inicial da infecção através da utilização de um modelo ex vivo com explantes. 

Apesar dos genes que codificam para as fímbrias tipo 1 terem sido detectados em isolados de 

E. coli obtidos de casos de piómetra (Henriques et al., 2016) a capacidade efectiva de 

expressar este tipo de fímbrias ainda não foi descrita. Da mesma forma, o estudo dos 

mecanismos de defesa do útero numa fase precoce da infecção, utilizando um modelo que 

mantém a arquitectura estrutural do tecido uterino, é uma das lacunas dos trabalhos dedicados 

ao estudo da fisiopatologia da piómetra na cadela.  

As fímbrias do tipo 1 são um factor de virulência de extrema importância na adesão 

às células do hospedeiro, um passo crucial no estabelecimento da infecção bacteriana, como 

por exemplo caso das infecções do tracto urinário (Peterson, 1996). Recentemente 

demonstramos que em isolados de E. coli associados a piómetra que os genes envolvidos na 

síntese de fímbrias tipo 1 (fimH e fimA) estavam presentes em 100 % dos isolados (Henriques 

et al., 2016). Este resultado sugere que este factor de virulência poderá ter um papel 

importante na patogenia da piómetra. No entanto, a caracterização/regulação da expressão 

desta adesina pelos isolados de E. coli de piómetra é ainda desconhecida. Apesar dos genes 

do operão fim serem dos mais prevalentes, quer em estirpes patogénicas quer em estirpes 

consideradas comensais (Hernandes et al., 2008), algumas destas estirpes poderão não ter a 

capacidade de expressar estas adesinas.  

A expressão das fimbrias tipo 1 de E. coli é regulada pelo fenómeno denominado de 

“variação de fase”, um mecanismo que permite a alteração reversível entre o estado 

fimbriado (promotor na orientação On-transcrição dos genes do operão fim) e afímbriado 

(promotor na orientação Off-transcrição dos genes silenciada) (Schwan et al., 2011). Neste 

estudo foi analisada a orientação do promotor do gene fimA nos isolados de E. coli em três 

condições de crescimento in vitro. A análise da variação de fase do promotor do gene fimA 
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por amplificação por PCR seguida de digestão do produto do PCR, com a enzima HinfI, 

demostrou que 14 dos 15 isolados de E. coli da nossa colecção apresentam capacidade para 

transcrever os genes fim. No entanto, a orientação do elemento de ADN que contem o 

promotor do gene fimA mostrou-se dependente das condições de cultura. No crescimento 

arejado e no estático prevaleceu uma população de células mista, células com o promotor na 

orientação On e células com o promotor na orientação Off (condição arejada: 80% dos 

isolados; condição estática: 67% dos isolados). Por outro lado, no crescimento em agar sólido 

a transcrição dos genes fim está maioritariamente silenciada (60% dos isolados). Este 

resultado está de acordo com o descrito para as estirpes de E. coli uropatogénica em que a 

posição Off é favorecida pelo crescimento em agar e no crescimento em cultura líquida 

(estática e arejada) verifica-se uma mistura de células em posição On e células em posição 

Off (Lim et al., 1999; Schwan et al., 2011). 

Esta capacidade de alteração do estado fimbriado por um mecanismo de variação de 

fase in vitro poderá ser indicativa do papel das fimbrias tipo 1 na infecção in vivo. Lim et al., 

(1999) demostraram que as estirpes uropatogénicas associadas a pielonefrite apresentam uma 

maior resistência à passagem da orientação Off para On quando crescidas in vitro em 

condições que favorecem o estado fimbriado. De facto, um estudo de infecção experimental 

in vivo demonstrou que o padrão de orientação do promotor do gene fimA está correlacionado 

com o tipo de infecção do tracto urinário da qual a estirpe foi isolada (Gunther et al., 2002). 

As estirpes de E. coli isoladas de cistites alteram a orientação do elemento para a posição On 

permanecendo nesta posição durante a infecção. No entanto, as estirpes isoladas de 

pielonefrite alteram a orientação do elemento invertível para On numa proporção mais baixa 

numa fase inicial da infecção e para Off numa fase posterior. Por sua vez, as estirpes isoladas 

de fezes passam rapidamente da posição Off para On quando crescidas em condições que 

favorecem esta transição (Lim et al., 1999). Isto sugere que estas estirpes têm alguma 

versatilidade em expressar as fimbrias tipo 1, o que está de acordo com a sua capacidade em 

colonizar diferentes ambientes. Os nossos isolados de piómetra apresentaram uma 

capacidade de variação de fase em condições de cultura in vitro semelhante ao verificado 

para as estirpes de origem fecal. À excepção do isolado Pyo14, todos os isolados de piómetra 

apresentaram capacidade de reverter da posição Off (crescimento em agar) para On quando 

crescidas em condições arejadas. Estes resultados sugerem que os isolados de E. coli 
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recolhidos de úteros de cadelas com piómetra estão aptos a colonizar diferentes ambientes e 

a “ligar” e “desligar” a transcrição e consequentemente a expressão das fímbrias tipo 1 

dependendo do ambiente a colonizar. De facto, a nossa análise anterior de comparação do 

genótipo de virulência de estirpes de E. coli de origem fecal, cistites e piómetra mostrou que 

as estirpes causadoras de piómetra têm origem fecal e podem também ser causadoras de 

cistites (Mateus et al., 2013).  

Neste trabalho foi ainda testada a capacidade dos isolados de E. coli, não só 

transcreverem, mas também expressarem as fimbria tipo 1 avaliada em ensaios de 

aglutinação de extractos da levedura Saccharomyces cerevisiae (estirpes PYCC3973 e 

PYCC2535). A especificidade de expressão destas fímbrias foi ainda confirma através da 

inibição da aglutinação pela adição de D-manose. Os ensaios de aglutinação de extractos de 

levedura foram efectuados na condição de crescimento estática para dois isolados, Pyo5 que 

apresenta todas as células na posição On e Pyo7 que apresenta uma mistura de células na 

posição On e Off. Estes dois isolados demonstraram capacidade de aglutinar o extracto de 

levedura, o que indica que ocorreu expressão de fímbrias tipo 1. No entanto, fenotipicamente, 

o grau de aglutinação mostrou-se superior para o isolado que apresenta todas as células na 

posição On. Esta eficiência na aglutinação do extracto de levedura sugere uma maior 

capacidade efectiva de colonização/adesão in vivo de ambientes em que as fimbrias tipo 1 

sejam as principais adesinas envolvidas.  

Apesar dos nossos resultados demonstrarem que E. coli associada a piómetra 

transcreve os genes fim e expressa fímbrias tipo 1, é importante salientar que estes isolados 

possuem, embora numa prevalência mais baixa, genes que codificam para outras classes de 

adesinas, nomeadamente fímbrias P e fímbrias F1C (Silva et al., 2013; Henriques et al., 2014; 

Hagmen et al., 2012; Chen et al., 2003). Apesar da importância da adesão bacteriana no 

estabelecimento da infecção, não tem sido fácil provar o papel destas adesinas na patogenia 

da piómetra, uma vez que as mesmas apresentam redundância funcional (krekeler, 2013). 

Contudo, a importância da expressão das adesinas tipo 1 pelos isolados de E. coli não se 

restringe apenas à adesão, mas também à indução da resposta imunitária inata no hospedeiro. 

Mossman et al., (2008) demonstraram, em E. coli associada a infecções uropatogénicas, que 

a proteína FimH induz, de forma independente do LPS, a produção de TNFα por macrófagos 

pela via MyD88, através da sua ligação ao TLR4.   
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Numa segunda parte do trabalho, foi avaliada a presença de transcritos (RT-PCR) de 

mediadores de inflamação (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα, CXCL10) no endométrio após 

estimulação in vitro com E. coli (Pyo4, Pyo10 ou Pyo11). A utilização de explantes para 

avaliar a resposta imunitária inata à infecção permite que a arquitectura do tecido e a 

organização celular necessária para ao funcionamento mais aproximado do fisiológico seja 

mantida (Borges et al., 2012). De forma a manter a viabilidade celular, a incubação dos 

explantes foi efectuada por um período de tempo curto (≤ a 24 horas). O nosso modelo 

experimental foi validado pelo facto dos genes que codificam para os mediadores de 

inflamação apresentarem um baixo nível de transcrição no controlo não estimulado. Nos 

explantes estimulados com E. coli, a presença e localização da bactéria no tecido uterino foi 

avaliada por imunohistoquímica (anticorpo anti-LPS de E. coli). A bactéria foi detectada no 

endométrio (epitélio e estroma) indicando uma estimulação efectiva. O efeito da estimulação 

foi ainda evidenciado pela destruição do epitélio luminal e glandular. Por outro lado, no 

tecido não estimulado não foi detectada a presença de bactéria nem sinais exacerbados de 

destruição após as 6 horas de incubação.  

Os nossos resultados demonstraram que o endométrio consegue montar uma resposta 

imunitária em resposta à estimulação com bactéria. A transcrição dos mediadores de 

inflamação (TNFα, IL1β, IL8) nos explantes estimulados com bactéria após 6 horas de 

incubação foi superior quando comparado com o tecido controlo não estimulado. De facto, 

estes resultados estão de acordo com os resultados obtidos pelo nosso grupo para úteros de 

cadelas com piómetra versus úteros sem afecção uterina (Henriques et al., 2016). Também 

neste caso, verificámos que a transcrição (RT-PCR) do gene que codificam para a IL1β, 

TNFα e IL-10 está aumentada no endométrio de úteros com piómetra por comparação com 

o endométrio de úteros sem afecção uterina na fase de diestro, onde não foi observada 

transcrição destes mediadores. Assim, estes resultados permitem-nos concluir que o nosso 

sistema de explantes mimetiza a fase inicial da infecção in vivo, sendo por isso um modelo 

adequado ao estudo da fisiopatologia da piómetra na cadela.  

A quantificação dos níveis de transcrição dos genes que codificam para mediadores 

da inflamação por PCR em tempo real (qRT-PCR) foi também efectuada para explantes 

controlo (não estimulados) e estimulados com a estirpe Pyo7 ou o seu mutante isogénico para 

o gene da α-hemolisina (Pyo7∆hlyA). Neste estudo, verificámos que existe uma transcrição 
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basal dos genes que codificam para o TNFα, IL1β, IL-6, IL-8, IL-10 e CXCL10, nos 

explantes não estimulados. A transcrição do gene que codifica para o TNFα apresentou um 

pico de expressão às 6 horas de incubação, com posterior diminuição da transcrição até às 24 

horas. Por outro lado, verificámos que a transcrição do gene que codifica para a IL1-β, IL-6, 

IL-8 e CXCL-10 atingiu um pico às 6 (IL1-β) ou às 24 horas (IL-6, IL-8, CXCL10). Esta 

transcrição basal poderá estar associada, por um lado às células de reacção inflamatória que 

estão naturalmente presentes no tecido uterino de diestro, por outro lado, à inflamação estéril 

associada ao procedimento experimental que apesar de residual, não é de excluir (Sheldon et 

al., 2012).  

A nossa análise mostrou uma alteração na transcrição do gene que codifica para o 

TNFα, IL1β, IL-6 e CXCL10 no endométrio pela estimulação bacteriana. A expressão do 

ARNm do TNFα, IL-6, CXCL10 foi significativamente maior (às 2, 6 e 24 horas, 

respectivamente) nos explantes estimulados com Pyo7 (TNFα, IL-6, CXCL10) ou 

Pyo7∆hlyA (TNFα, IL-6). O aumento na transcrição do TNFα pela estimulação com bactéria 

logo às 2 horas de incubação está de acordo com o facto de o TNFα ser uma citocina de 

resposta rápida e a IL-8 e CXCL-10 terem um papel mais tardio na infecção. O TNFα e IL-

6 estão envolvidos na activação e amplificação da resposta inflamatória, induzindo a 

produção de outras citocinas mais tardias, nomeadamente a IL-8 (Scheller et al., 2011). Da 

mesma forma, Swangchan-Uthai et al., (2012) demonstraram que as células endometriais 

(células epiteliais+células do estroma) de bovino quando estimuladas com LPS transcrevem 

numa fase precoce TNFα. Mais concretamente, o ARNm do TNFα apresentou um pico de 

expressão 1 hora após a estimulação e diminuiu logo de seguida até atingir os níveis basais 

às 48 horas (Swangchan-Uthai et al., 2012). A quimiocina CXCL10 tem actividade 

antimicrobiana contra E. coli (Henriques et al., 2016) e encontra-se aumentada no útero de 

cadelas com infecção bacteriana (Hagman et al.,2009), Recentemente, os nosso resultados 

mostraram que a transcrição do gene CXCL10 foi significativamente superior nas células 

epiteliais do endométrio, o que pode estar associado a um primeiro mecanismo de defesa 

aquando do contacto com a bactéria (Henriques et al., 2016). 

A transcrição do gene que codifica para a IL-1β, por sua vez, foi significativamente 

inferior após 24 horas de incubação nos explantes contaminados com ambas as estipes de E. 

coli, quando comparado com o controlo não estimulado. A diminuição da transcrição do gene 
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da IL1β nos explantes pela estimulação bacteriana num tempo tardio de incubação (24 horas) 

poderá constituir um mecanismo de regulação do processo inflamatório por feedback 

negativo, de forma a evitar uma inflamação e destruição excessiva do tecido (Richardson et 

al., 1995, Herath et al., 2009). Por outro lado, a expressão do ARNm da IL-10, uma citocina 

anti-inflamatória, não foi alterada nos explantes pela estimulação com E. coli. A IL-10 tem 

um papel numa fase mais tardia da infecção e está envolvida na regulação da resposta pró-

inflamatória, inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células de reacção 

inflamatória (Couper et al., 2008), de forma a evitar uma destruição excessiva do tecido. 

Desta forma, a ausência de alteração da transcrição do gene que codifica para a IL-10 nos 

explantes estimulados com E. coli poderá estar associada ao facto de ainda não ter sido 

atingida a fase tardia de infecção onde deverá ocorrer um aumento da expressão da IL-10. 

Os mediadores de inflamação detectados nos explantes são provavelmente produzidos pelos 

dois tipos de células endometriais epiteliais e do estroma, bem como pelas células de reacção 

inflamatória (nomeadamente macrófagos residentes do tecido) (Henriques et al., 2016, Silva 

et al., 2010). 

Neste estudo não foi possível detectar uma transcrição diferencial dos genes dos 

mediadores de inflamação que pudesse ser associada ao gene da α-hemolisina. Não se 

verificou uma diferença do nível de transcrição destes genes entre o endométrio estimulado 

com Pyo7 e Pyo7∆hlyA. Por outro lado, Henriques et. al., (2016) reportou uma expressão 

significativamente inferior do ARNm do TNFα, IL1β e IL-10 pelas células do estroma do 

endométrio de cadela estimuladas com a estirpe hemolítica, quando comparado com o 

mutante isogénico não hemolítico. Esta discrepância nos resultados obtidos no nosso trabalho 

para explantes estimulados com a estirpe hemolítica, poderá ser explicado pelo facto da 

resposta avaliada estar associada não só às células do estroma como também às células 

epiteliais e de reacção inflamatória. De facto, as células epiteliais estimuladas com a estirpe 

hemolítica não apresentam uma transcrição diferencial dos genes que codificam para 

mediadores da inflamação, quando comparado com as epiteliais estimuladas com o mutante 

isogénico não hemolítico (Henriques et. al., 2016). 

  



Patrícia Ribeiro Leal da Silva Diniz - Aspectos da patogenia da piómetra na cadela: fímbrias tipo 1 de 

Escherichia coli e mecanismos de defesa no endométrio 

57 

 Universidade Lusófona de Humanidades e Tecnologias – Faculdade de Engenharia 

 

Conclusão 
 

 

A piómetra é uma infecção uterina de diestro comum em cadelas adultas, em que 

Escherichia coli é a bactéria mais frequentemente isolada. A adesão da bactéria às células 

endometriais é um dos passos cruciais no estabelecimento da infecção. Neste trabalho, a 

análise da orientação do promotor do gene fimA e os ensaios de aglutinação de extracto de 

levedura mostraram que os isolados de E. coli recolhidos de úteros de cadela com piómetra 

apresentam capacidade de transcrever os genes do operarão fim e expressar fímbrias tipo 1. 

Verificámos também que a orientação do promotor do gene fimA (On versus Off) está 

dependente das condições de cultura, o que sugere uma regulação da expressão das fímbrias 

tipo 1 por estímulos ambientais. Em trabalhos futuros poderá ainda ser importante avaliar a 

transcrição dos genes do operão fim in vivo no tecido uterino recolhido de cadelas com 

piómetra, de forma a esclarecer o papel destas adesinas no estabelecimento da infecção.  

O desenvolvimento e progressão da doença estão ainda dependentes da capacidade 

do hospedeiro montar uma resposta imunitária efectiva. Neste trabalho foi estabelecido um 

modelo ex vivo de explantes para avaliar a resposta do útero numa fase inicial da infecção. O 

endométrio removido de explantes uterinos estimulados com E. coli apresentou capacidade 

de transcrever (qRT-PCR) de forma diferencial genes que codificam para citocinas pró-

inflamatórias (TNFα, IL1β, IL-6) e para quimiocinas (CXCL10), quando comparado com o 

tecido não estimulado. Verificou-se que a transcrição destes mediadores está 

significativamente aumentada em tempos de incubação que reflectem, de uma maneira geral, 

o seu papel no orquestrar da resposta do hospedeiro à infecção (citocinas produzidas na fase 

inicial da infecção-TNFα- versus citocinas produzidas numa fase mais tardia-IL-6, 

CXCL10). Conclui-se desta forma que este modelo é adequado ao estudo da resposta 

imunitária inata do útero à infecção.  
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Apendix 
 

A- Factores de virulência 
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Pyo
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1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 B2 

Pyo

2 
1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 B2 

Pyo

3 
1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 B2 

Pyo
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1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 B2 

Pyo

5 
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13 
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14 
1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 B2 
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B-Resultados de aglutinação de células de levedura 
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C- Apresentação em painel (Congresso de Ciências Veterinárias-

SPCV) 

 

 


