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RESUMO 
ANÁLISE DO LÍQUIDO ENDOMETRIAL DE ÉGUAS SUSCETÍVEIS  À 

ENDOMETRITE: EFEITO DA CORTICOTERAPIA  
Tese de Doutorado 

 

Autor: Caroline Antoniazzi Wolf 

Orientador: Rodrigo Costa Mattos 

Co-Orientadora: Maria Inês Mascarenhas Jobim 

 

A modulação da resposta inflamatória uterina equina recebe atenção, devido a um distúrbio 
imunológico, que parece ocorrer em uma população de éguas, classificadas como 
suscetíveis à endometrite. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da corticoterapia 
aplicada na presença e na ausência de inflamação uterina sobre a proteômica e a 
concentração de óxido nítrico no líquido endometrial de éguas suscetíveis à endometrite. 
Éguas foram sincronizadas com 5 mg de prostaglandina F2α e após a verificação dos sinais 
de estro foram submetidas a quatro tratamentos. O primeiro foi o Controle, que não recebeu 
nenhum tipo de tratamento. O segundo foi o GC, onde as éguas receberam aplicação de um 
glicocorticóide, a cada 12 horas, por três dias consecutivos. O terceiro foi o Infectado, onde 
as éguas receberam uma infusão intrauterina de Streptococcus zoopepidemicus (1x109/mL) 
e o quarto foi o GC + Infectado, onde as éguas receberam a aplicação do glicocorticóide e a 
infusão intrauterina descrita acima. Doze horas após o final de cada tratamento, amostras de 
líquido endometrial puro e de lavados uterinos foram coletadas para análise proteômica e 
determinação de óxido nítrico, respectivamente. O primeiro artigo relata os dados 
preliminares da análise proteômica, com a contagem das bandas protéicas e a observação de 
33 bandas protéicas no Controle, 54 no GC, 51 no Infectado e 72 no GC + Infectado. A 
corticoterapia pode induzir o aparecimento de um número maior de bandas protéicas, pois 
os géis com as maiores contagens foram nos tratamentos onde ela foi aplicada. No segundo 
artigo, foi realizada a identificação das bandas protéicas significativas, em relação à 
densidade óptica relativa e à frequência. A corticoterapia provocou uma alteração na 
proteômica do líquido endometrial, caracterizada pelo aumento e diminuição na densidade 
óptica relativa e na frequência de proteínas da fase aguda da inflamação, com as maiores 
alterações observadas quando a corticoterapia foi aplicada na presença do processo 
infeccioso. A infusão de Streptococcus zooepidemicus provocou alterações na proteômica 
do líquido endometrial, caracterizadas pelo aumento e diminuição na densidade óptica 
relativa e na frequência de proteínas da fase aguda da inflamação. Os resultados do estudo 
indicam que a corticoterapia provoca alterações imunológicas no endométrio equino, não 
apenas como depressiva, mas estimuladora da defesa local, através de uma ação 
imunomoduladora. No terceiro artigo, foi realizada a determinação da concentração de 
óxido nítrico, não sendo observada diferença significativa nos quatro tratamentos. Portanto, 
a corticoterapia provoca alterações proteômicas no líquido endometrial de éguas suscetíveis 
em estro, onde a presença de um estímulo inflamatório causado pela infusão intrauterina 
bacteriana induz a uma maior alteração, do que a ausência. A infecção do lúmen uterino 
provoca alterações proteômicas no líquido endometrial e a corticoterapia não influencia a 
concentração de óxido nítrico de éguas em estro. 
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Palavras-chave: endometrite, glicocorticóide, proteínas da fase aguda, eletroforese bi-
dimensional, espectrometria de massa, óxido nítrico. 
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ABSTRACT 

ANALYSIS OF THE ENDOMETRIAL FLUID OF MARES SUSCEPTIBLE TO 
ENDOMETRITIS: EFFECT OF CORTICOTHERAPY  

Thesis 

 

Author: Caroline Antoniazzi Wolf 

Adviser: Rodrigo Costa Mattos 

Co-Adviser: Maria Inês Mascarenhas Jobim 

 

The modulation of the equine uterine inflammatory response recieves much attention, due 
to an immunological disorder, which appears to happen in a population of mares, 
classified as suscetipble to endometritis. The aim of this study was to verify the effect of 
corticotherapy applied in the presence and in the absence of uterine inflammation on the 
proteomics and nitric oxide concentration of the endometrial fluid of mares susceptible to 
endometritis. Mares were synchronized with 5 mg prostaglandin F2α and after the 
observation of the signs of estrus were submitted to four treatments. The first was the 
Control, which did not recieve any kind of treatment. The second was the GC, where mares 
recieved the administration of a glucocorticoid, each 12 hours, for three consecutive days. 
The third was the Infected, where mares received an intrauterine infusion of Streptococcus 
zoopepidemicus (1x109/mL) and the fourth was the GC + Infected, where mares received 
the administration of glucocorticoid and intrauterine infusion as described above. Twelve 
hours after the end of each treatment, pure endometrial fluid and uterine flushings were 
collected for proteomic analysis and nitric oxide determination, respectively. The first 
article reports the preliminary data of the proteomic analysis, where protein band counts 
were done, being observed 33 protein bands in Control, 54 in GC, 51 in Infected and 72 in 
GC + Infected. Corticotherapy can induce the appearance of a higher number of protein 
bands, because the gels with the highest counts were in the treatments where it was 
applied. In the second article, the identification of the significative protein bands was done, 
regarding the relative optic density and frequency. Corticotherapy provoked an alteration 
in the endometrial proteomics, characterized by an increase and a decrease on the relative 
optic density and frequency of inflammatory acute phase proteins, with the major 
alterations observed when corticotherapy was applied in the presence of an infectious 
process. Streptococcus zooepidemicus infusion provoked alterations in the endometrial 
fluid proteomics, characterized by an increase and a decrease on the relative optic density 
and frequency of inflammatory acute phase proteins. Results from this study indicate that 
corticotherapy provokes immunological alterations in the equine endometrium, not only as 
depressor, but enhancer of local defense, through an immunomodulatory action. In the 
third article, the nitric oxide concentration was determined, with no significative diference 
observed in the four treatments. So, corticotherapy provokes alterations in the proteomics 
of the endometrial fluid of susceptible mares in estrus, where the presence of an 
inflammatory stimulus caused by intrauterine bacterial infusion induces a major alteration, 
than the absence. Uterine lumen infection provokes alterations in the proteomics of the 
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endometrial fluid and corticotherapy does not influence nitric oxide concentration in mares 
in estrus. 
 
Keywords: endometritis, glucocorticoid, acute phase proteins, two-dimensional 
electrophoresis, mass spectrometry, nitric oxide. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A modulação da resposta inflamatória uterina recebe bastante atenção nos 

últimos tempos (FUMUSO et al., 2007), uma vez que distúrbios neste fenômeno 

fisiológico ocorrem em uma população de éguas e contribuem para o insucesso 

reprodutivo desses animais (ZENT et al., 1998). Para tanto, a corticoterapia foi proposta 

(DELL’AQUA Jr. et a., 2006; PAPA et al., 2008). Os glicocorticóides participam de 

várias atividades fisiológicas, mas são mais conhecidos pelos seus efeitos anti-

inflamatórios potentes (LECOQ et al., 2009). No entanto, efeitos pró-inflamatórios têm 

sido atribuídos, o que torna o mecanismo de ação destes agentes muito complexo. O 

tempo e o contexto de exposição celular é que irão determinar se a ação será inibidora 

ou estimuladora (GALON et al., 2002).  

A corticoterapia prévia à cobertura tem sido considerada eficaz ao controlar a 

resposta inflamatória uterina de éguas suscetíveis à endometrite, proporcionando uma 

melhora nas taxas de prenhez (DELL’AQUA Jr. et a., 2006; PAPA et al., 2008) e 

melhor qualidade do líquido intrauterino (BUCCA et al., 2008). Entretanto, Vandaele et 

al. (2010) não verificaram influencia da corticoterapia sobre as taxas de prenhez, 

quando aplicada antes e depois de inseminação artificial. 

A endometrite é a causa mais comum de infertilidade na égua 

(NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999) e representa grande perda econômica para 

os criadores de animais da espécie equina. Por isso, este problema reprodutivo tem sido 

muito estudado por vários pesquisadores (LIU et al., 1986; ZENT et al., 1998; 

ALGHAMDI et al., 2001; CAUSEY et al., 2006; LEBLANC et al., 2007; NIELSEN et 

al., 2010). A ampla variedade de estudos inclue desde o conhecimento detalhado da 

fisiopatologia da endometrite (TROEDSSON, 2006; MAISCHBERGER et al., 2008), 

assim como diversas formas de tratamento (GUTJAHR et al., 2000; LEBLANC, 2003a) 

e técnicas de diagnóstico (NIELSEN, 2005). No entanto, a eficiência reprodutiva das 

éguas melhorou relativamente pouco (METTE et al., 2010), considerando o foco da 

pesquisa, uma vez que a causa da suscetibilidade continua sem ser esclarecida.  

Acredita-se que a limpeza uterina é fundamental para o sucesso da resolução da 

endometrite, sendo a contratilidade uterina necessária para que isso ocorra 

(NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999). As éguas suscetíveis possuem a contração 

miometral deficiente e acumulam líquido intrauterino e, consequentemente, os produtos 

da inflamação (ALGHAMDI & TROEDSSON, 2002). Dentre estes produtos está o 
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óxido nítrico, uma molécula de sinalização celular, que dentre outras ações, causa o 

relaxamento da musculatura lisa (RODEBERG et al., 1995). Este mediador inflamatório 

tem sido sugerido como um dos fatores que predispõem ao atraso na limpeza uterina, 

pois prejudica a contração miometral (ALGHAMDI et al., 2005). Acredita-se, também, 

que as éguas suscetíveis possuem o sistema imune uterino desequilibrado, diferente do 

das resistentes, entretanto pouco se sabe sobre estas diferenças. Com a finalidade de 

elucidar as alterações locais que ocorrem na endometrite, a composição do líquido 

endometrial tem sido estudada (MALSCHITZKY et al., 2003; METTE et al., 2010). Foi 

demonstrado que existem diferenças imunológicas entre as éguas resistentes e 

suscetíveis (FUMUSO et al., 2003) e que a administração de um imunomodulador reduz 

essas diferenças (FUMUSO et al., 2007). Foi demonstrado, também, que a 

corticoterapia reduz a formação de óxido nítrico em diferentes tipos celulares 

(WALLERATH et al., 1999; WALKER et al., 1997; SHINODA et al., 2003). 

A hipótese deste estudo é que a corticoterapia causa uma alteração no ambiente 

uterino da égua suscetível, previamente à cobertura, verificada através de modificações 

na composição protéica e na concentração de óxido nítrico no líquido endometrial e que 

estas modificações são responsáveis por uma melhora no desempenho reprodutivo. 

O presente trabalho teve por objetivo verificar o efeito da corticoterapia sobre a 

proteômica e a concentração de óxido nítrico no líquido endometrial de éguas 

suscetíveis à endometrite, na presença e na ausência de um processo infecioso. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Inflamação 

A inflamação é a resposta do organismo frente a uma agressão (ROBBINS et al., 

1999), que corresponde a uma série complexa de reações (BAUMANN & GAULDIE, 

1994). O próprio tecido lesado inicia a resposta (GRUYS et al., 2006), com aumento da 

permeabilidade vascular e migração das células de defesa, os leucócitos, e termina com 

a reparação do tecido lesado ou a formação de fibrose (CRANSHAW & GRIFFITHS, 

2003). É um mecanismo de magnitude variável e essencial para a proteção do 

organismo (SANTOS JÚNIOR, 2003), pois controla e isola a lesão (ROBBINS et al., 

1999), de modo que os componentes do sistema de defesa como as imunoglobulinas, o 

sistema complemento e os leucócitos atinjam o local da agressão (WHITE, 1999). Estes 

componentes de defesa são, normalmente, encontrados em baixas concentrações nos 

fluídos teciduais, em comparação as suas concentrações na circulação sanguínea. As 

imunoglobulinas não conseguem transpor a barreira endotelial por serem moléculas 

maiores e, dessa forma, os mecanismos da reação inflamatória facilitam a marginação 

desses fatores até a região afetada (WHITE, 1999).  

O tecido lesionado libera substâncias de baixo peso molecular, que são os 

metabólitos do ácido aracdônico: as prostaglandinas (I2, E2, D2 e F2α), os tromboxanos e 

os leucotrienos (BAUMANN & GAULDIE, 1994), que são responsáveis pelas 

alterações iniciais do processo inflamatório. As protaglandinas promovem a 

vasodilatação (BAUMANN & GAULDIE, 1994), com aumento da permeabilidade 

vascular, contração da musculatura lisa, agregação de plaquetas e a degranulação celular 

(WHITE, 1999). O tromboxano A2 é responsável pela vasoconstrição e os leucotrienos 

B4, C4, D4 e E4 pela quimiotaxia de células fagocitárias e contração da musculatura lisa 

(BAUMANN & GAULDIE, 1994). A reação inflamatória é classificada em aguda e 

crônica, de acordo com a severidade e duração (ROBBINS et al., 1999). 

 

2.1.1 Resposta inflamatória aguda 

A inflamação aguda inicia imediatamente após a injúria e apresenta cinco 

características básicas: calor, tumor, rubor, dor e perda da função (ROBBINS et al., 

1999). Ocorre uma dilatação dos vasos da região afetada, o que resulta em um aumento 

do fluxo sanguíneo para o local. Com isso, ocorre aumento da permeabilidade vascular 

(BAUMANN & GAULDIE, 1994), a qual faz com que extravase exudato para o tecido 
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agredido com a formação de edema (METCALFE et al., 1997). Juntamente, ocorre o 

aporte de leucócitos, dos quais os neutrófilos são os primeiros a transpor a parede 

vascular, devido à maior mobilidade no sangue. A taxa de mobilidade dos neutrófilos é 

de 7-11 µ/min (GALKIN et al., 1997), mas pode chegar a mais de 30 µ/min, nos casos 

de lesão tecidual (ZIGMOND, 1977).  

A defesa inicial do organismo é chamada de resposta da fase aguda e ocorre em 

resposta a um estímulo como trauma, queimadura, infecção, cirurgia, neoplasias, 

desordens imunológicas ou qualquer dano tecidual em geral (GRUYS et al., 2006). A 

resposta da fase aguda é um evento fisiológico, dinâmico e complexo de reações, 

altamente organizado, visto logo após a exposição a um fator desencadeador 

(SUFFREDINI et al., 1999; PETERSEN et al., 2004; GRUYS et al., 2005a). Mudanças 

sistêmicas e metabólicas no organismo ocorrem na resposta aguda (SUFFREDINI et al., 

1999), devido a distúrbios em sua homeostasia (GRUYS et al., 2006). Tais mudanças 

promovem uma defesa inicial não-específica contra o agressor, até que uma imunidade 

específica seja adquirida (SUFFREDINI et al., 1999). Normalmente, as alterações 

sistêmicas são distantes da agressão inicial e envolvem vários órgãos, todos 

programados para eliminar o antígeno agressor (CERÓN & PARRA, 2005). 

Adicionalmente às alterações sistêmicas, uma série de alterações pode ser observada no 

laboratório (GRUYS et al., 2006). Dentre os vários eventos que ocorrem como as 

ativações do sistema complemento, da migração de células inflamatórias e de 

imunoglobulinas, ocorrem também à liberação de citocinas e uma alteração na 

concentração de várias proteínas plasmáticas (MACKAY, 2000; PETERSEN et al., 

2004).  

 

2.1.1.1 Neutrófilos 

Os neutrófilos são a primeira linha de defesa do organismo contra a invasão de 

micro-organismos (LEE & GRINSTEIN, 2004). São células polifuncinais, 

caracterizadas por mobilidade e secreção. A ativação de neutrófilos está associada à 

geração de superóxidos e degranulação (GALKIN et al., 1997). A principal função dos 

neutrófilos é devido a sua capacidade em englobar patógenos, através da fagocitose 

(LEE & GRINSTEIN, 2004) e ao complexo armamentário que possuem para eliminar 

tais patógenos. Os neutrófilos estimulados geram uma rede de fibras extracelulares 

bactericidas, que se liga a bactérias gram-positivas e gram-negativas (BRINKMANN et 

al., 2004). Tais ferramentas antimicrobianas incluem a produção de radicais livres de 
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oxigênio, proteínas e enzimas líticas (LEE & GRINSTEIN, 2004), como a elastase 

(BRINKMANN et al., 2004), que danificam a membrana microbiana. Estas enzimas 

estão guardadas em grânulos, que se fundem com vacúolos fagocíticos, liberando o 

conteúdo (LEE & GRINSTEIN, 2004).  

Os neutrófilos devem ser atraídos para o local da agressão, através de fatores 

quimiotáticos, aderirem à parede endotelial e atravessar o endotélio vascular 

(BAUMANN & GAULDIE, 1994). Para que os neutrófilos realizem a fagocitose, as 

moléculas estranhas precisam ser reconhecidas e para que sejam inativadas precisam 

fixar-se a receptores circulantes, que desencadeiam a resposta (BERLOT et al., 2007). 

Esta tarefa é realizada por dois sistemas distintos, mas que operam em conjunto: 

(COHEN, 2002; MEDZHITOV & JANEWAY, 2000) o sistema complemento e o 

sistema reticuloendotelial, que corresponde às células fagocitárias (BERLOT et al., 

2007). O número de receptores presentes na superfície das células fagocitárias é 

determinado geneticamente e, apesar de suficiente, não pode atingir a ampla variedade 

de antígenos microbianos (BERLOT et al., 2007). Portanto, um sistema mais flexível é 

necessário para vencer todos os agentes e substâncias que entram em contato com o 

hospedeiro. Este mecanismo, conhecido como imunidade adquirida, devido a sua 

capacidade em adaptar-se aos antígenos em constante mudança, envolve os anticorpos 

(BERLOT et al., 2007). 

 

2.1.1.2 Imunoglobulinas 

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas, são secretados por 

plasmócitos, derivados de linfócitos B (BERLOT et al., 2007). Existem cinco classes de 

imunoglobulinas, as classes G, A, M, E e D. A classe IgG é considerada a de estrutura 

prototípica e consiste em uma molécula em forma de Y, constituída de duas cadeias de 

peptídeos idênticas, uma cadeia pesada e uma cadeia leve. Ambas as cadeias reagem 

com o antígeno e ativam vários componentes do sistema imune desencadeando a 

resposta, que pode ser a fagocitose, a citotoxicidade mediada por anticorpo e a lise 

mediada por complemento. A IgG pode sofrer modificações conformacionais, de acordo 

com a variabilidade do antígeno (BERLOT et al., 2007).  

As imunoglobulinas são transdutores bioquímicos capazes de reconhecer micro-

organismos invasores (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000) e opsonizar bactérias, que 

faz o reconhecimento pelas células fagocitárias (TOMLINSON, 1993) diretamente ou 

através da cascata de complemento e neutralizar toxinas bacterianas (MEDZHITOV & 
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JANEWAY, 2000). Algumas outras possíveis ações das imunoglobulinas são a 

modulação de citocinas, através da diminuição das pró-inflamatórias e do aumento das 

anti-inflamatórias e a modulação da cascata de complemento (WERDAN, 1999; 

WERDAN, 2001). A ativação do sistema complemento é chave para a amplificação da 

resposta imune (ANDOH et al., 1995).  

 

2.1.1.3 Complemento 

O sistema complemento promove uma defesa multifacetada contra as infecções. 

Depois de ativado, o complemento pode eliminar os micro-organismos, através da 

opsonização ou matar diretamente, através da lise dos invasores (TOMLINSON, 1993). 

Os produtos da ativação do sistema complemento também promovem uma resposta 

inflamatória e estão envolvidos na indução e modulação da resposta imune, que leva a 

produção dos anticorpos (TOMLINSON, 1993). O complemento interage com os 

anticorpos (MILETIC & FRANK, 1995), que desencadeiam a cascata de ativação do 

complemento. A fagocitose dependente de complemento é realizada pela interação do 

complemento com recepores presentes nas células fagocitárias. O principal ligante é o 

complemento C3b com o receptor CR1 (KRYCH et al., 1992). 

O sistema complemento também possui a importante função de remover 

imunocomplexos da circulação e pode ligar-se a células apoptópticas, ajudando a 

eliminá-las do tecido. Se o complemento falha nesse aspecto, pode haver a indução de 

uma reação autoimune (CHEN et al., 2010). Na indução da inflamação, o sistema 

complemento ativa o endotélio, aumenta a permeabilidade vascular e induz a expressão 

de moléculas de adesão e citocinas e promove o recrutamento de células inflamatórias 

(CAVAZZANA et al., 2007).  

O principal determinante da virulência dos patógenos é a presença de um 

polissacarídeo capsular, que confere resistência à fagocitose, possivelmente, por 

interferir na interação com o receptor (TOMLINSON, 1993). A fagocitose da maioria 

dos organismos encapsulados requer anticorpo e/ou complemento, que promovem a 

ligação e ingestão desses organismos (TOMLINSON, 1993). Os complementos C3b e 

C5a podem elicitar a síntese de algumas citocinas, que por sua vez aumentam a 

fagocitose dependente de complemento. A citocina Fator de Necrose Tumoral alfa 

(TNF-α) pode neutralizar o efeito inibidor da cápsula de polissacarídeo, embora esse 

mecanismo não seja conhecido. Sugere-se que ocorra uma indução, por parte desta 
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citocina, de um aumento na expressão de receptores para complemento (COLLINS & 

BANCROFT, 1992). 

 

2.1.1.4 Óxido Nítrico 

O óxido nítrico é um radical livre gasoso (FREAN et al., 1997) de tamanho 

pequeno, 30 Da (SAXENA et al., 2000), que está envolvido na regulação de vários 

processos fisiológicos (FANG et al., 2007) e patológicos (RODEBERG et al., 1995). 

Esse gás é sintetizado por várias células mamíferas (RODEBERG et al., 1995), 

incluindo as inflamatórias como os macrófagos e neutrófilos (ALGHAMDI & 

TROEDSSON, 2002). A produção do óxido nítrico ocorre com a oxidação do 

aminoácido L-arginina (RODEBERG et al., 1995; STUEHR, 1999), através da ação da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS). A sintase NOS converte o terminal do grupo 

guanidina do L-arginina em óxido nítrico (RODEBERG et al., 1995). Existem três 

isoformas desta enzima, de acordo com a expressão em células específicas: a neuronal 

(nNOS), a endotelial (eNOS) e a induzível (iNOS) por citocinas (ROBBINS et al., 

1999), embora a expressão não seja limitada a essas localizações (DAFF, 2003). A 

iNOS, primeiramente descrita em macrófagos, é induzida por citocinas e endotoxinas e 

produz grandes quantidade de óxido nítrico, por horas (EKERHOVD et al., 2000). 

O óxido nítrico, produzido e liberado no processo inflamatório, possui uma 

meia-vida bastante curta, de 3 a 5 segundos e é, rapidamente, neutralizado pela 

hemoglobina, azul de metileno e superóxidos (RODEBERG et al., 1995). Além da 

inflamação (EKERHOVD et al., 2000), outras funções fisiológicas do óxido nítrico no 

organismo mamífero estão a participação na defesa imune, na neurotransmissão, na 

coagulação (RODEBERG et al., 1995) e na mediação do tônus vascular (RODEBERG 

et al., 1995), causando o relaxamento da musculatura lisa (ALGHAMDI & 

TROEDSSON, 2002). Pensava-se que somente a acetilcolina era responsável pela 

vasodilatação (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Porém, a acetilcolina é apenas 

um dos agonistas que se liga a receptores presentes nas células endoteliais e libera uma 

substância difundível, denominada de fator relaxante derivado do endotélio 

(RODEBERG et al., 1995). Em alguns dos primeiros relatos do óxido nítrico, foi 

demonstrado que este gás mimetiza os efeitos do fator relaxante, pois ambos possuem a 

meia-vida de 3 a 5 segundos, são inibidos por anion superóxido e hemoglobina e 

aumentados pela enzima superóxido dismutase, sugerindo que eles são a mesma 

molécula responsável pela vasodilatação. (IGNARRO et al., 1987; PALMER et al., 
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1987). O óxido nítrico é descrito como uma das principais moléculas de sinalização 

intra e intercelular (RODEBERG et al., 1995). 

 

2.1.1.5 Citocinas 

As citocinas são mediadores inflamatórios produzidos por quase todas as células 

nucleadas. São secretadas, primeiramente, por macrófagos ativados ou em resposta a um 

dano local e então são lançadas na corrente sanguínea (WEBEL et al., 1997). Existem 

18 citocinas, com a denominação de interleucinas (IL-). Algumas como o TNF-α, 

mantiveram a denominação biológica original (DINARELLO, 2000).  

As citocinas agem juntas, através de caminhos múltiplos e concomitantes, 

passando da corrente sanguínea para vários órgãos-alvo. Possuem efeito local sobre as 

células ao redor da agressão adicionalmente a efeitos sistêmicos (SUFFREDINI et al., 

1999). As citocinas são proteínas pequenas, não-estruturais, com peso molecular de 8 a 

40 kDa (DINARELLO, 2000), que agem como menssageiros entre o local da agressão e 

os hepatócitos responsáveis pela síntese de proteínas inflamatórias (PETERSEN et al., 

2004).  

Algumas citocinas promovem a inflamação e são chamadas de pró-

inflamatórias, enquanto que outras inibem a ação das últimas e são chamadas de anti-

inflamatórias. As principais citocinas pró-inflamatórios são a IL-1β e TNF-α, devido à 

ocorrência nos locais da inflamação e a capacidade em induzir a resposta inflamatória 

(ELLURU et al., 2006). A IL-1β induz, principalmente, a IL-6, mas também a IL-8, 

TNF-α e a ela mesma (ELLURU et al., 2006). As IL-4, IL-10 e IL-13 são potentes anti-

inflamatórias e inibem os genes das citocinas pró-inflamatórias IL-1 e TNF-α. Os 

interferons (INF-) α, β e γ possuem atividade antiviral e são ativadores de células T 

citotóxicas. O INF-γ é considerado uma citocina pró-inflamatória, pois aumenta a 

atividade do TNF-α (DINARELLO, 2000). A IL-8 é quimioatrativa para neutrófilos 

(NEVES et al., 2005; ZERBE et al., 2003) e ativa a degranulação (DINARELLO, 

2000). A IL-1 e TNF-α também induzem moléculas de adesão endoteliais, que são 

essenciais para a adesão de leucócitos à superfície endotelial, antes da migração para os 

tecidos.  

Todas as citocinas estão em equilíbrio, que determinará o andamento da 

condição. Portanto, a suscetibilidade a doenças é determinada pelo equilíbrio da 

expressão dos efeitos das citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias 

(DINARELLO, 2000). 
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2.1.1.6 Proteínas da fase aguda 

As proteínas da fase aguda (APP) são uma família de, aproximadamente, 30 

proteínas plasmáticas (BANKS et al., 1995) derivadas do fígado (HULTÉN et al., 

1999). Um evento distinto da inflamação é o aumento na síntese hepática dessas 

proteínas, caracterizado por uma resposta aguda protéica (PETERSEN et al., 2004). Em 

resposta à infecção, essas proteínas são rapidamente liberadas na corrente sanguínea e 

suas concentrações plasmáticas variam em, pelo menos, 25% durante a inflamação 

(CRISMAN et al., 2008). As APP, cujas concentrações aumentam no processo 

inflamatório são chamadas de APP positivas. A regulação hepática destas proteínas está 

associada ao decréscimo da síntese de outras proteínas plasmáticas, as chamadas APP 

negativas (GRUYS et al., 2006). A produção local das APP por células de órgãos 

envolvidos está em progressivo avanço científico atualmente (CRISMAN et al., 2008).  

Um primeiro desafio na medicina envolve a detecção e monitoramento da 

inflamação, pois o reconhecimento da inflamação tão logo ela inicia é essencial para 

desenvolver um tratamento eficaz. A inflamação que passa despercebida ou que não 

apresenta algum sinal clínico, resulta em infecção sub-clínica e prejudica o crescimento 

e o desempenho (CRISMAN et al.; 2008). Por isso, a pesquisa por marcadores iniciais 

da presença de inflamação tem sido o foco da medicina veterinária (MURATA et al., 

2004; GRUYS et al., 2005a) e humana (BLANCO et al., 2008; ZSILA, 2010). O valor 

diagnóstico das APP é obtido através da medição das alterações nas concentrações 

(CRISMAN et al., 2008) muito úteis, pois podem caracterizar a resposta inicial do 

hospedeiro (HODGSON, 2005), avaliar o status geral da saúde animal (HEEGAARD et 

al., 1998) e o período pós-operatório (DABROWSKI et al., 2009) e detectar a presença 

e a progressão de doenças infeciosas e determinar o prognóstico e o diagnóstico das 

doenças. A medição das APP pode, adicionalmente, monitorar a resposta do hospedeiro 

junto à terapia e pode ser indicadora de stress e reação vacinal em várias espécies 

animais, como equinos (ANDERSEN et al., 2005; MILLER et al., 2005; CRISMAN et 

al., 2008) caninos, felinos (CERÓN et al., 2005), suínos (CHAPINAL et al., 2005; 

LLAMAS et al., 2005), bovinos (BACH et al., 2005; SLOCOMBE & COLDITZ, 2005) 

e humanos (ZSILA, 2010). As APP são ferramentas mais úteis que as citocinas, pois as 

últimas desaparecem da circulação em poucas horas, enquanto que a concentração das 

APP permanece alterada por 48 horas, após qualquer estímulo (GRUYS et al., 2006).  

A produção das APP pelos hepatócitos (BELL et al., 1998) inicia por estímulo 

das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-α (PETERSEN et al., 2004; NIELSEN et al., 2005), 
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produzidas no local da inflamação (BELL et al., 1998). Em todos os mamíferos, a 

regulação da expressão dos genes das APP é mediada por essas citocinas (LYOUMI et 

al., 1998). Em humanos, as proteínas haptoglobina, proteína C-reactiva, amilóide sérica 

A, α1-glicoproteína ácida e complemento C3 são reguladas pelas citocinas IL-1 e TNF-α 

(BANKS et al., 1995; LYOUMI et al., 1998) ou por combinações dessas citocinas com 

a IL-6 e glicocorticóides. Outras como o fibrinogênio, α1-antiquimiotripsina e α1-

antitripsina são reguladas pela IL-6 e glicocorticóides (BANKS et al., 1995; LYOUMI 

et al., 1998). Porém, a IL-6 é a principal citocina que aparece envolvida na indução das 

APP, com contribuição das citocinas IL-1 e TNF-α (BANKS et al., 1995; CHARLES et 

al., 1999; MÜLLER et al., 2002). De forma semelhante, em ratos, o gene da α1-

glicoproteína ácida é induzido pelas IL-6, IL-1 e glicocorticóides, enquanto que o gene 

para α2-macroglobulina responde a IL-6 ou fator inibidor de leucemia e glicocorticóides 

(GABAY et al. 1996). Em bovinos, a haptoglobina é induzida pela IL-6 (YOUNG et al., 

1995). Em equinos, a IL-6 é a principal citocina que estimula o fígado a produzir as 

APP (CRISMAN et al., 2008), mas também há a ação da IL-1 e TNF-α (HULTÉN et 

al., 2002). Porém, a combinação de citocinas pode ter efeito estimulador ou depressivo. 

Por exemplo, a proteína amilóide sérica A geralmente requer IL-6 e IL-1 ou TNF-α, 

enquanto que a IL-1 e TNF-α inibem a indução de fibrinogênio pela IL-6.  

Os glicocorticóides possuem efeito regulador sobre a produção das APP pelas 

citocinas, enquanto que a insulina, por exemplo, é um hormônio que pode inibir a 

produção de algumas APP (GABAY & KUSHNER, 1999). Os glicocorticóides 

potencializam os efeitos das citocinas sobre o estímulo para a produção das APP 

(CRISMAN et al., 2008) sozinhos (BAUMANN et al., 1987) ou em sinergia com as 

citocinas (HERMOSO et al., 2004; PEREZ et al., 2005) (ver item 2.2, página 47). 

A resposta protéica aguda é benéfica ao organismo, pois as APP são associadas a 

funções de defesa, desenvolvimento, alteração tecidual (GRUYS et al., 2005a) e 

restauração da homeostasia (CRISMAN et al., 2008).  Dentre as funções estão ativação 

de complemento, opsonização de micro-organsimos, remoção de restos celulares e 

radicais livres (GRUYS et al., 2006), coagulação, fibrinólise (GABAY & KUSHNER, 

1999) e inibição de proteases neutrofílicas (BANKS et al., 1995; GRUYS et al., 2006). 

Por isso, a resposta aguda protéica é crítica para a inflamação e cicatrização e também 

possui ação anti-inflamatória, que atenua a inflamação (CRISMAN et al., 2008), quando 

necessário. A tabela 1 (página 35) demonstra as principais APP e suas funções mais 

importantes, envolvidas no processo inflamatório. 
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2.1.1.6.1 Classificação das APP 

A variação na concentração das APP positivas e negativas aparece em tempo 

variável, com o surgimento da resposta aguda (LYOUMI et al., 1998). Dentro das APP 

positivas, existe uma subclassificação, em positivas maiores e positivas moderadas 

(HULTÉN et al., 2002).  

As APP positivas maiores apresentam as seguintes características: (a) 

concentrações baixas ou indetectáveis no plasma de indivíduos sadios; (b) suas 

concentrações aumentam, rapidamente, muito acima de 10 vezes na resposta aguda; (c) 

expressam uma variação dinâmica ampla; (d) decréscimo rápido na concentração com a 

resolução da doença e (e) infecções secundárias resultam em aumento na concentração 

(CRISMAN et al., 2008). As APP positivas moderadas apresentam as seguintes 

características: (a) estão sempre presentes no plasma de indivíduos saudáveis; (b) suas 

concentrações aumentam de 1 a 10 vezes no processo inflamatório e (c) a resposta é 

geralmente mais lenta, demora dias a semanas para aumentar, atingir o pico e voltar aos 

valores basais (CRISMAN et al., 2008).  

As APP negativas estão, normalmente, presentes nos animais sadios, mas suas 

concentrações irão decrescer, em relação à resposta aguda (TOUSSAINT et al., 2005), 

porque o fígado necessita de aminoácidos para produzir as proteínas positivas e isso 

ocorre à custa das negativas (CRISMAN et al., 2008). 

Nos equinos, a proteína amilóide sérica A é a única que preenche todos os 

critérios de positiva maior (CRISMAN et al., 2008; HULTÉN et al., 2002), chegando, 

algumas vezes, a aumentar até mil vezes a concentração, após dano tecidual (HULTÉN 

et al., 2002). As proteínas haptoglobina, fibrinogênio, α1-glicoproteína ácida e proteína 

C-reativa são consideradas positivas moderadas. Exemplos de APP negativas são 

albumina, apolipoproteína A-1, transtiretina e transferrina (GRUYS et al., 2006). A 

transferrina, no entanto, pode ser considerada uma APP positiva (THOMAS & 

SCHREIBER, 1989). 

As APP são divididas em 6 frações, de acordo com o perfil sérico: albumina 

(que corresponde a 50% do total), α1-globulinas, α2-globulinas, β1-globulinas, β2-

globulinas e γ-globulinas. Importantes α-globulinas incluem antitripsina, 

ceruloplasmina, amilóide sérica A e haptoglobina (KANEKO, 1997). As β-globulinas 

incluem fibrinogênio (CERÓN et al., 2005), C3, C4, transferrina e proteína C-reativa e 

as γ-globulinas incluem as imunoglobulinas IgG, IgA e IgM (KANEKO, 1997). 
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2.1.1.6.2 α1-antitripsina 

A α1-antitripsina (AAT) é uma glicoproteína de 394 aminoácidos, com, 

aproximadamente, 52 kDa. É responsável por mais de 90% da capacidade inibitória de 

proteases presentes na circulação (TRAVIS & SALVESEN, 1983). A AAT pertence à 

família das serpinas (enzimas inibidoras de proteases) e dentre elas é a mais abundante 

encontrada no sangue (GETTINS, 2002). A sua principal função é neutralizar/inibir, 

através da formação de complexos, a atividade danosa das proteases, liberadas durante o 

processo inflamatório, pelas células de defesa do organismo, principalmente, pelos 

neutrófilos (CHURG et al., 2001; HADZIC et al., 2006). As principais proteases 

inibidas pela AAT são a tripsina, a proteinase 3 e a elastase, liberadas pelos neutrófilos 

(CRYSTAL, 1989; TRAVIS & SALVESEN, 1983). A AAT é, predominantemente, 

expressa por hepatócitos, mas também é sintetizada e secretada por macrófagos e 

células intestinais e epiteliais (ZSILA, 2010). Alterações em sua molécula podem 

comprometer sua atividade e reduzir a funcionalidade. Em humanos, existe uma doença 

genética, na qual as pessoas apresentam deficiência de AAT. Ocorre a expressão 

anormal desta proteína que tende a polimerizar, predispondo a doenças pulmonares e 

hepáticas. Ocorre deposição de AAT nos hepatócitos e diminuição de sua liberação na 

corrente sanguínea (BLANCO et al., 2008; LAURELL & ERIKSSON, 1963; HADZIC 

et al., 2006). Há anos, foi observado que fragmentos de colágeno e elastina (produzidos 

por ação proteolítica) eram quimioatrativos (SENIOR et al., 1980; SENIOR et al., 

1989). Foi esta observação que sugeriu que o complexo antiprotease e seu substrato 

agem, não só impedindo diretamente a ação proteolítica, mas também prevenindo o 

influxo de células inflamatórias por impedirem a formação de fatores quimiotáticos 

(CHURG et al., 2001). Independentemente de sua ação inibidora de proteases, a AAT 

está implicada no processo inflamatório e defesa do hospedeiro. Ela é uma APP 

positiva, cuja função é muito importante, pois além da defesa, ajuda a restaurar a 

homeostase do organismo hospedeiro (TILG et al., 1993). No trabalho realizado in vitro 

por Hadzic et al. (2006) foi observado que a AAT inibiu a proliferação de células B e a 

liberação de IL-6.  

Estudos com modelos em camundongos demonstraram o efeito anti-inflamatório 

da AAT, como diminuição do infiltrado celular (CHURG et al., 2001; LEWIS et al., 

2005; NITA et al., 2005), da expressão de mediadores pró-inflamatórios (LEWIS et al., 

2005) e quimiotáticos (CHURG et al., 2001; NITA et al., 2005) e liberação de outros 

componentes inflamatórios, como óxido nítrico e moléculas de superfície de 
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histocompatibilidade classe (MHC-) II (LEWIS et al., 2005). O tratamento adjunto com 

AAT é benéfico para pacientes submetidos a transplantes, que permanecem intactos, até 

a produção de anticorpos contra AAT (LEWIS et al., 2005). A terapia acima de 30 dias 

com AAT induz uma imunotolerância específica (células T reguladoras) aos 

transplantes (LEWIS et al., 2008) e aumento nos níveis de IL-10 e antagonista de 

receptores para IL-1 (IL-1Ra) e diminuição na expressão de mediadores pró-

inflamatórios. A AAT também apresenta atividade antibacteriana, através da ligação 

com proteínas enteropatogênicas como as secretadas pela bactéria Escherichia coli e 

reduz, consideravelmente, a hemólise mediada por elas (KNAPPTEIN et al., 2004) e a 

letabilidade de endotoxinas bacterianas (JIE et al., 2003) e do TNF-α (LIBERT et al., 

1996).  

Em cavalos, a AAT pode ser utilizada como marcador de sobrecarga de treino, 

pois ela é, provavelmente, liberada para proteger o tecido muscular, uma vez que sua 

concentração aumenta em cavalos submetidos a exercício excessivo, mas não após 

treino normal (BOUWMAN et al., 2010). 

 

2.1.1.6.3 Amilóide A sérica 

Amilóide A sérica (SAA) é uma das principais proteínas positivas maiores da 

resposta aguda (ECKERSALL, 2004; HEEGAARD et al., 2005; SELLAR & 

WHITEHEAD, 1993), em várias espécies animais, como bovinos (HUMBLET et al., 

2005), ovinos (WINTER et al., 2005), felinos (PALTRINIERI, 2005) e equinos 

(ANDERSEN et al., 2005; CRISMAN et al., 2008; HULTÉN et al., 1999). A SAA é o 

maior marcador inflamatório tanto em potros, quanto em cavalos adultos (HULTÉN et 

al., 1999). A SAA é um precursor da proteína amilóide A (AA), uma proteína 

depositada em vários órgãos, na amiloidose secundária. A SAA é uma proteína 

pequena, de 15 kDa (CERÓN et al., 2005), sintetizada por hepatócitos e também pelas 

células epiteliais mamárias, quando estimuladas pela produção de citocinas pró-

inflamatórias (BERRY et al., 2005). É uma apolipoproteína hidrofóbica, que forma um 

complexo com lipoproteínas de alta densidade (CERÓN et al., 2005), como o HDL.  

A SAA aumenta mais de 100 vezes, rapidamente, após injúria, inflamação ou 

infecção (HULTÉN et al., 1999). Ela pode ser utilizada como marcador de inflamação e 

infecção local (BERRY et al., 2005) ou sistêmica (ANDERSEN et al., 2005). Dessa 

forma, sua utilização é muito útil para diagnosticar enfermidades em estágios iniciais e 

infecções subclínicas (PETERSEN et al., 2005), pois apesar de a resposta neutrofílica 
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inicial ocorrer antes do aumento da proteína, normalmente, não é mensurável em curto 

tempo. Por isso, a SAA é utilizada para detectar o status sanitário em diversas situações 

e condições clínicas, como inflamação fisiológica pós-parto (HUMBLET et al., 2005), 

mastite (WINTER et al., 2005) e reações vacinais (ANDERSEN et al., 2005). 

  

2.1.1.6.4 Proteína C-reativa 

A proteína C-reativa (CRP) é uma APP positiva (PARRA et al., 2005; 

SØRENSEN et al., 2005), muito utilizada para monitorar doenças infecciosas e 

inflamatórias (HULTÉN et al., 1999). No soro humano, a CRP pode aumentar até 1000 

vezes após um estímulo, embora algumas vezes fosse observado um aumento moderado 

(BELL et al., 1998). Em animais, a CRP também é muito utilizada para detectar e 

monitorar diversas doenças, como linfomas em cães (MISCHKE & ECKERSALL, 

2005), onde a concentração de CRP aumenta significativamente. Em porcos, a CRP 

aumenta moderadamente e atinge o pico em até 8 dias após infecção bacteriana 

(SØRENSEN et al., 2005). Em cavalos, a CRP não é uma das principais APP, sua 

cinética é semelhante ao fibrinogênio (YAMASHITA et al., 1991), que apresenta uma 

concentração alta em animais sadios e uma resposta tardia e limitada após estímulos, 

com aumento moderado de 2 a 4 vezes o valor normal e picos de 4 a 6 dias, 

apresentando um declínio lento, na fase de recuperação. 

 

2.1.1.6.5 Haptoglobina 

A haptoglobina (Hp) é uma APP positiva (HEEGAARD et al., 1998; 

PETERSEN et al., 2004; PALLARÉS et al., 2008), cujo aumento da concentração é 

considerado indicativo de inflamação grave (FÜERLL et al., 2005).  

A Hp é uma glicoproteína (YOUNG et al., 1995), primariamente produzida 

pelos hepatócitos, cuja síntese é estimulada pela concentração de hemoglobina (Hb) 

livre no plasma (CRISMAN et al., 2008). Várias atividades biológicas da Hp foram 

descritas, tais como: ação bacteriostática, estímulo da angiogênese, papel no 

metabolismo lipídico, efeito imunomodulador e inibição da atividade neutrofílica 

respiratória (PETERSEN et al., 2004). Porém, a principal e mais conhecida ação da Hp 

é prevenir a perda de ferro, através da formação de um complexo estável, a  ligação com 

a Hb no sangue (PETERSEN et al., 2004). A Hp liga-se à Hb livre, liberada pela 

hemólise (HEEGAARD et al., 1998), que além de evitar a perda de ferro pelos rins, 

evita a nefrotoxicidade causada pela Hb, que é pró-inflamatória (CERÓN et al., 2005). 
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Até que a capacidade de ligação da Hb esteja saturada, não há excreção renal de Hb. O 

complexo Hp-Hb é rapidamente removido da circulação, através do sistema 

retículoendotelial (YOUNG et al., 1995). Devido a isso, a ação bacteriostática da Hp, 

provavelmente, deve-se à limitação da disponibilidade de hemoferro para o crescimento 

bacteriano (TAIRA et al., 1992a). Em humanos, a Hp inibe o crescimento de 

Streptococcus pyogenes in vitro (DELANGE et al., 1998) e em bovinos foi sugerido 

efeito imunomodulador (MURATA & MIYAMOTO, 1993), devido à inibição da 

blastogênese de linfócitos in vitro. O efeito anti-inflamatório de Hp pode ser 

considerado devido à proteção dos tecidos contra os danos causados por espécies 

reativas de oxigênio e através da inibição da quimiotaxia de granulócitos e da fagocitose 

(CERÓN et al., 2005; CRISMAN et al., 2008). A Hp aumenta a proteção contra 

infecção bacteriana, possivelmente modificando a resposta inflamatória, através de 

influência sobre o tráfego de células e liberação de mediadores (HODGSON, 2005).    

Embora, tenham sido observados aumentos de 50 a 100 vezes em bovinos 

(YOUNG et al., 1995), camundongos (GODSON et al., 1996) e porcos (HODGSON, 

2005; SØRENSEN et al., 2005) a Hp é considerada uma APP moderada (HULTÉN et 

al., 2002), chegando a demorar até semanas para diminuir sua concentração 

(HEEGAARD et al., 1998; SØRENSEN et al., 2005) e retornar aos valores basais 

(CRISMAN et al. 2008; POLLOCK et al., 2005). Por isso, esta proteína pode ser 

indicativa de infecções crônicas (HODGSON, 2005). É muito utilizada como indicadora 

do status sanitário em diversas enfermidades e situações clínicas, como linfomas 

(CALAZANS et al., 2009), septicemia (HODGSON, 2005), leucemia (MISCHKE & 

ECKERSALL, 2005), doenças virais (CARPINTERO et al., 2005a), stress 

(SLOCOMBE & COLDITZ, 2005), cirurgia (KENT & GOODALL, 1991), artrite não-

infecciosa (HULTÉN et al., 2002), administração de adjuvante de Freund (MILLS et al., 

1998) e laminite induzida por carboidratos (FAGLIARI et al., 1998). Embora moderada, 

a Hp pode ser considerada mais sensível que o fibrinogênio ao indicar o status clínico 

de cavalos sadios e em diferentes enfermidades (OUKACHA et al., 2005). Nos animais 

sadios, os valores mais altos são observados em potros recém-nascidos (até 12 meses de 

idade), a partir dos 18 meses tende a decrescer e aos 21 anos está com os níveis mais 

baixos (TAIRA et al., 1992a). Em éguas prenhes, ocorre aumento um mês antes do 

parto, depois decresce e atinge valores mínimos em 3 meses após o parto (TAIRA et al., 

1992a). Em potros com enterite, pneumonia e diarréia e em adultos com pneumonia, 

cólica e febre dos transportes e em aqueles com inflamação induzida experimentalmente 
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é observado aumento significativo na concentração sérica de Hp, com picos entre 2 e 5 

dias (TAIRA et al., 1992a). 

 

2.1.1.6.6 α1-glicoproteína ácida 

A α1-glicoproteína ácida (AGP) é uma proteína plasmática positiva moderada 

produzida pelo fígado (SMITH, 2005), que aumenta de 2 a 5 vezes na resposta aguda 

(CUNNINGHAM et al., 2005). Possui atividades biológicas como imunomoduladora e 

anti-inflamatória (CECILIANI et al., 2005; STAKAUSKAS et al., 2005) e atua como 

uma proteína de transporte plasmático; atividades, aparentemente, distintas 

(CECILIANI et al., 2005). A AGP possui a capacidade de ligar-se e de carrear várias 

drogas lipofílicas, neutras e básicas, de origem endógena (hormônios esteróides) e 

exógena. A AGP é descrita como uma inibidora potente das funções dos neutrófilos, 

como quimiotaxia e produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em neutrófilos 

humanos. Porém, em bovinos o mesmo não foi observado (STAKAUSKAS et al., 

2005). A AGP canina foi purificada e caracterizada bioquimicamente e como em 

humanos, foi descrita como uma proteína incomum de 43 kDa e com alto teor de 

carboidratos de 45% (FOURNIER et al., 2000). 

Durante várias condições fisiológicas e patológicas, a concentração de AGP 

aumenta e tem se demonstrado um indicador inicial de alterações, distúrbios da 

homeostasia ou histórico de doenças; uma vez que, isso ocorre antes da produção de 

anticorpos pelo sistema imune, ou antes, que os sinais clínicos apareçam. Os níveis da 

AGP também são valiosos para o prognóstico e monitoramento de tratamentos e, 

particularmente, úteis como marcadores para a detecção de doenças no estágio inicial, 

da extensão e progressão da doença e acessar a eficácia de tratamentos ou de alterações 

relacionadas, na tentativa de melhorar o manejo ou o meio ambiente (SMITH, 2005). 

Aumentos na concentração de AGP foram observados em diversas situações em felinos 

(PALTRINIERI, 2005), bovinos (CECILIANI et al., 2005; HODGSON et al., 2005) e 

búfalos (HODGSON et al., 2005).  A glândula mamária bovina possui o gene para 

expressão de AGP, uma que vez foi detectado RNA mensageiro (mRNA) do gene AGP 

no tecido mamário (CECILIANI et al., 2005). A presença de AGP no leite deve indicar 

um papel desta proteína no processo inflamatório, incluindo a modulação de reações 

indesejáveis que ocorrem na mastite e, também, deve contribuir para com a complexa 

rede de moléculas imunoreguladoras expressas no colostro (CECILIANI et al., 2005). 

Em equinos, a AGP não tem sido muito estudada. No entanto, Taira et al. (1992b) 
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relataram que ela aumenta de 2-3 dias após cirurgias em potros e cavalos adultos e volta 

aos valores normais 14-28 dias depois. 

 

2.1.1.6.7 Fibrinogênio 

O fibrinogênio (Fb) foi umas primeiras APP a ser reconhecida. O Fb é uma 

glicoproteína plasmática solúvel, também sintetizada pelo fígado. É considerado uma 

APP moderada, com aumento de 1 a 10 vezes, em 24 a 72 horas, após indução de 

inflamação. A referência da concentração em cavalos sadios é 200 a 400 mg/dL 

(CRISMAN et al., 2008), mas o tempo de resposta, após um estímulo inflamatório fez 

com que o Fb tenha sido considerado uma APP de pouca sensibilidade (CRISMAN et 

al., 2008). Várias funções foram atribuídas ao Fb, promove o substrato para formação 

de fibrina na reparação tecidual e para migração de células inflamatórias. O Fb liga-se a 

superfície de fagócitos, iniciando uma cascata de sinais intracelulares, que promove a 

degranulação, fagocitose e citotoxicidade dependente de anticorpo (CRISMAN et al., 

2008). Nas últimas décadas, o Fb foi muito utilizado como diagnóstico e para monitorar 

a inflamação em cavalos (HULTÉN et al., 2002) e por ser de baixo custo e 

relativamente fácil, provavelmente, continuará a ser muito utilizado. Porém, atualmente, 

o Fb sozinho não pode ser utilizado como indicativo de inflamação (CRISMAN et al., 

2008). 

 

2.1.1.6.8 Ceruloplasmina 

A ceruloplasmina (Cp) é uma glicoproteína, possui peso molecular de, 

aproximadamente, 151 kDa. Contém 0,34% de cobre, que corresponde a 8 átomos de 

cobre por molécula. A Cp transporta o cobre, utilizado na reparação tecidual, formação 

de colágeno e protege as células e tecidos contra agentes oxidantes produzidos pelas 

células fagocitárias e elimina debris celulares (CERÓN et al., 2005). A Cp aparece 

aumentada em cães com linfoma (CALAZANS et al., 2009), mas a sua aplicação para 

diagnóstico permanece menos comum que as outras APP (MURATA et al., 2004). 

 

2.1.1.6.9 Transferrina 

As transferrinas são as principais reguladoras de ferro nos vertebrados. Também 

são encontradas em invertebrados e bactérias (AISEN, 1988). São todas glicoproteínas 

(AISEN & LISTOWSKY, 1980) e consistem em uma cadeia única de polipeptídeos de, 

aproximadamente, 680 aminoácidos (BOWMAN et al., 1988) e peso molecular entre 
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76-81kDa (AISEN & LISTOWSKY, 1980). As transferrinas mais representativas nos 

vertebrados são a transferrina sérica (TF) e a lactoferrina nos mamíferos e a 

ovotransferrina nas aves (AISEN, 1988). O ponto isoelétrico da TF e da ovotransferrina 

é levemente ácido (FEENEY & KOMATSU, 1966), enquanto que o da lactoferrina é 

muito básico (KINKADE et al., 1976).  

A TF é uma APP negativa (MURATA et al., 2004), mas existem contradições 

quanto a sua classificação em positiva (THOMAS & SCHREIBER, 1989) ou negativa 

(TOUSSAINT et al., 2005). A TF é, primariamente, produzida no fígado e mais 

conhecida pela sua função de transporte e armazenamento de ferro (A 

ISEN & LISTOWSKY, 1980; FORESTA et al., 1986; BRIGGS et al., 1999). A TF liga-

se ao ferro forte o suficiente para não formar um produto hidrolítico insolúvel e, no 

entanto reversível para que o metal esteja disponível, de acordo com a demanda celular 

(AISEN & LISTOWSKY, 1980). 

O ferro é um dos elementos essenciais à vida, de extrema importância, pois 

participa de várias reações bioquímicas no organismo. Incluindo transporte e estoque de 

oxigênio, transporte de elétrons, metabolismo de nitrogênio (N2) e hidrogênio (H2) 

molecular, decomposição ou utilização de derivados nocivos de oxigênio – como 

peróxido e superóxido – redução de ribotídeos à desoxiribotídeos (precursores de DNA) 

e ligação de oxigênio pela Hb e mioglobina (AISEN & LISTOWSKY, 1980).  A vida 

sem ferro é impossível (NEILANDS, 1972), pois nenhuma célula viva poderia existir, 

sem o transporte específico de ferro, através de sua membrana (SHANZER et al., 1992). 

Durante episódios de invasão microbiana, o hospedeiro intensifica seus esforços para 

retirar ferro do invasor, os quais incluem: remoção de ferro do plasma e armazenamento 

nos hepatócitos, a absorção intestinal de ferro diminui e os leucócitos migram para o 

local da inflamação e secretam a proteína TF (WEINBERG, 1977). Devido a sua 

propriedade em sequestrar ferro (RATH, 2005), as transferrinas estão envolvidas na 

imunidade inata (TOUSSAINT et al., 2005), através de uma ação bacteriostática (DE 

JONG et al., 1990). Esta pode ser a função biológica da lactoferrina no leite (ARNOLD 

et al., 1977) e da ovotransferrina no desenvolvimento do embrião aviário (FEENEY & 

KOMATSU, 1966). Este fenômeno é chamado de “imunidade nutricional”, uma 

tentativa dos hospedeiros vertebrados de privar os microorganismos de ferro, essencial 

para o seu crescimento (WEINBERG, 1977).  

A transferrina também possui efeito bactericida, protegendo diretamente contra 

infecção microbiana, quando ela não está saturada de ferro (ARNOLD et al., 1980), pois 



 

 

33 

a atividade antimicrobiana é neutralizada, especificamente, pelo excesso de ferro 

(WEINBERG, 1977; LASSITER et al., 1987). A enzima livre de ferro pode ligar-se a 

superfície da bactéria, enquanto que a saturada de ferro não e assim não consegue matar 

as bactérias (LASSITER et al., 1987). Uma das explicações para a ativadade bactericida 

da TF pode ser através da produção de radicais hidroxil (OH-), a partir de superóxidos e 

peróxidos (McCORD & DAY, 1978; LASSITER et al. 1987). Adicionalmente, a TF 

pode ser imunomoduladora, através da regulação de outros sistemas de defesa, como a 

da produção de IL-6, óxido nítrico e metaloproteinase (RATH, 2005) e podem estar 

implicadas no crescimento e diferenciação celular (DE JONG et al., 1990). Foram 

descobertos, anteriormente, vários locais extra-hepáticos de produção de TF como 

cérebro (TU et al., 1991), músculo, medula óssea, glândulas salivares, baço, linfonodos, 

placenta, coração, pulmão (ALDRED et al., 1987) e testículo pelas células de Sertolli 

(FORESTA et al., 1986). Os fluídos e tecidos, que são expostos a invasão de micro-

organismos, como clara do ovo, leite, plasma, leucócitos, lágrima e secreções genitais, 

são ricos em TF (WEINBERG, 1977). A secreção em grande quantidade de TF no 

plasma seminal (FORESTA et al., 1986) pode servir para inibir a geração de radicais 

reativos (BRIGGS et al., 1999) e atuar como fator de crescimento (WEINBERG, 1977).  

 

2.1.1.6.10 Transtiretina 

A transtiretina (TT) é uma proteína negativa da fase aguda da inflamação. Sua 

concentração cai devido à diminuição na síntese hepática durante inflamação, infecção 

ou trauma (CAMPBELL et al., 2005). A TT possui um papel muito importante no 

transporte de retinol (vitamina A) na circulação. Ela forma um complexo com a proteína 

de ligação ao retinol (RBP) (CAMPBELL et al., 2005), uma proteína pequena de baixo 

peso molecular (21 kDa), a qual é a proteína exclusiva de transporte de retinol no 

organismo. A síntese e secreção de RBP por hepatócitos são, principalmente, 

controlados pela concentração de retinol. A formação do complexo de TT-RBP parece 

ser necessária para prevenir a perda excessiva da RBP, através de filtração glomerular. 

Além de seu papel em facilitar o transporte de retinol, a TT é uma das três maiores 

proteínas de ligação a tiroxina 4 (T4) (TOUSSAINT et al., 2005). A determinação na 

concentração de TT é usada como indicador de sanidade do animal (CAMPBELL et al., 

2005). 
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2.1.1.6.11 Apolipoproteína A-1 

A Apolipoproteina A-1 (ApoA-1) é a principal α-lipoproteina integrante do 

colesterol de alta densidade, o HDL (BRESNIHAN et al., 2004). O HDL evita a 

oxidação do colesterol de baixa densidade (LDL), cujos produtos resultantes da 

oxidação são altamente pró-infamatórios (NAVAB et al., 2000; NAVAB et al., 2001). 

A ApoA-1, juntamente com enzimas anti-oxidantes, possui papel na determinação das 

propriedades anti-inflamatórias do HDL (NAVAB et al., 2001). Foi demonstrada a 

capacidade da ApoA-1 em inibir a ativação de monócitos e a produção de IL-1β e TNF-

α (HYKA et al., 2001). A ApoA-1 é, normalmente, considerada uma APP negativa, 

diminuindo rapidamente a valores mínimos, após infecção (CARPINTERO et al., 

2005b; SØRENSEN et al., 2005). No entanto, sua presença é abundante em casos de 

artrite, levando a conclusão de que o aumento de ApoA-1 nos tecidos inflamados pode 

representar um mecanismo fisiológico para limitar a produção local de citocinas pró-

inflamatórias (BRESNIHAN et al., 2004). O tratamento com ApoA-1 reduziuos sinais  

de artrite e de IL-1β (CHARLES-SCHOEMAN et al, 2008). Adicionalmente, as 

lipoproteínas podem inibir a ligação do complemento em membranas-alvo 

(TOUSSAINT et al., 2005). 

 

2.1.1.6.12 Albumina 

A albumina (Alb) é a proteína extracelular mais abundante do sangue 

(SHAMAY et al., 2005). É um polipeptídeo com 585 aminoácidos e peso molecular de, 

aproximadamente, 66 kDa (SHAMAY et al., 2005; TOUSSAINT et al., 2005). A Alb é 

sintetizada no fígado a uma taxa de 9 a 12 g/dia, sem reserva e estoque e é catabolizada 

na mesma taxa em que é produzida, por células adjacentes ao endotélio vascular. 

Embora, a expressão não-hepática de Alb tenha sido descrita em outros tecidos, como 

músculo esquelético de camundongos (WAGATSUMA et al., 2002), células epiteliais 

ovarianas humana (VARRICCHIO & STROMBERG, 1994) e células traqueais bovina 

(JACQUOT et al., 1988). 

A Alb é a maior proteína plasmática, responsável por se ligar e transportar várias 

moléculas biológicas ativas (PETERS, 1985; ALAVI-SHOUSHTARI et al., 2006). É 

geralmente aceita como uma APP negativa (CERÓN & PARRA, 2005), mas os níveis 

diminuídos de Alb, também podem estar associados à deficiência nutricional. Uma 

diminuição no apetite é comumente visto em animais que estão sob processo 

inflamatório agudo. Essa diminuição será resultado da combinação da reação aguda 
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propriamente dita e de escassez alimentar (TOUSSAINT et al., 2005). No entanto, há 

resultados discordantes. Segundo alguns autores, a concentração de Alb no leite 

aumentou durante a transição da lactação para involução e da involução para 

lactogênese (SORDILLO et al., 1987) e durante a inflamação (WATANABE et al., 

2000). Segundo Bounous (2000), durante esses períodos a Alb deve aumentar a defesa 

imune da glândula. No estudo de Shamay et al. (2005), foi verificado que a glândula 

mamária sintetiza Alb e que, em vacas com mastite, a expressão de mRNA de Alb é 

quatro vezes maior que em vacas sadias. Os autores concluíram que a expressão e 

secreção de Alb pela glândula mamária fazem parte do sistema de defesa não-específico 

inato e que são influenciadas pelo status sanitário do tecido e por hormônios.  

Em éguas sadias, Tunón et al. (1998) observaram 56% mais Alb no líquido 

uterino do que no soro das mesmas éguas. Na secreção uterina de éguas com metrite 

crônica, Widders et al. (1984) observaram que a concentração de Alb aumentou, 

sugerindo síntese local ou transporte ativo de imunoglobulinas do soro para o útero.  

 

Tabela 1 – Resumo das principais APP e seu envolvimento no processo inflamatório. 
Sigla Função Referência 
AAT Principal inibidora de proteases (elastase e 

tripsina). 
Suffredini et al. (1999) 

AGP Transporte de proteínas e ligação a esteróides. 
Atividade anti-neutrófilos e complemento. 
Aumenta secreção de IL-1Ra. 

Cerón et al. (2005) 
Suffredini et al. (1999) 

ApoA-1 Principal lipoproteína componente do HDL. Anti-
inflamatória (previne oxidação do LDL, inibe a 
ativação de monócitos, IL1-β e TNF-α). 

Hyka et al. (2001) 
Navab et al. (2000) 
Navab et al. (2001) 

Cp Antioxidante. Papel na cicatrização e transporte de 
cobre. 

Cerón et al. (2005) 

CRP Opsonizaçao, ativação de complemento, indução de 
citocinas e imunomodulação (inibição quimiotaxia 
e função neutrófilos). 

Cerón et al. (2005) 
Suffredini et al. (1999) 

Fb Formação de fibrina. Promove a degranulação, 
fagocitose e citotoxicidade dependente de 
anticorpo. 

Crisman et al. (2008) 
Suffredini et al. (1999) 

Hp Removedora de hemoglobina. Limita a 
disponibilidade de ferro. Bacteriostática, 
imunomoduladora. Inibe a quimiotaxia e 
fagocitose.  

Delange et al. (1998) 
Murata & Miyamoto 
(1993) 
Suffredini et al. (1999) 

SAA Ativação de leucócitos, quimiotaxia e fagocitose. 
Inibição da liberação de peroxidase e linfócitos. 
Antioxidante. 

Cerón et al. (2005) 
Linke et al. (1991) 
Suffredini et al. (1999) 

TF Transporte e limitação de ferro. Ação 
bacteriostática e bactericida. 

De Jong et al. (1990) 
Suffredini et al. (1999) 
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2.1.1.7 Actina 

A actina não é considerada propriamente uma APP, mas é o principal 

componente do citoesqueleto celular (HOSIE et al., 2008), presente em todas as células 

eucariotas (VAN TROYS et al., 1999). Esta proteína é central para o desempenho das 

funções básicas das células (HOSIE et al., 2008), como: contração muscular, citocinese, 

fagocitose, migração celular, organização e transporte intracelular e morfologia celular 

(VAN TROYS et al., 1999). O citoesqueleto intacto é imprescindível para a motilidade 

e ativação celular (DE CLERCK et al., 1997). A migração celular é iniciada quando os 

fatores quimiotáticos interagem com receptores plasmáticos de membrana, 

desencadeando a reorganização do citoesqueleto e modificações no formato celular. A 

formação e despolarização dos microfilamentos de actina são cruciais para a motilidade 

celular. Os microfilamentos são fitas de actina filamentosa/polimerizada (F-actina) e 

polímeros lineares de actina globular (G-actina), que estão em um fluxo contínuo de 

arranjo e desarranjo (ROGERS, 1992).  

A actina possui a capacidade exclusiva de auto-organização (YATES-SIILATA 

et al., 2004), ou seja, de mudar, rapidamente, entre as formas G-actina e F-actina (DE 

CLERCK et al., 1997). A remodelação da actina é necessária para a movimentação dos 

neutrófilos, porque a inibição da polimerização da actina bloqueia, completamente, a 

quimiotaxia. Devido à rápida reorganização da actina, os neutrófilos são capazes de 

orientar a sua migração e exibir movimento quimiotático, que facilita sua acumulação 

nos locais da injúria (ZIGMOND, 1977). A degranulação e a produção de superóxidos 

também são controladas pela formação de filamentos de actina (BENGTSSON et al., 

1991). Foi demonstrado que a proteína CRP aumenta o conteúdo de F-actina nos 

neutrófilos e, simultaneamente, diminui o conteúdo de G-actina (YATES-SIILATA et 

al., 2004).  Há evidências recentes de que o rearranjo da actina pode ser chave, durante a 

regulação da resposta inflamatória, através da diminuição na produção de óxido nítrico, 

liberação de prostaglandina E2 e secreção de TNF-α (KIM et al., 2010). 

Adicionalmente, foi relatado que a actina modula a expressão de genes inflamatórios e 

potencializa a produção das enzimas iNOS e ciclooxigenase (COX)-2 (MALYSHEV & 

SHNYRA, 2003; QURESHI et al., 2005).  

Como componente principal do citoesqueleto celular, a actina é liberada pelas 

células epiteliais, endoteliais e musculares danificadas, após injúria. Devido a isso, a 

actina, juntamente com as citocinas pode, também, servir como marcador para a 

predição de doenças, após injúria, isquemia e inflamação (KWON et al., 2003).  
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2.1.2 Endometrite 

Na égua sadia, o útero é protegido por barreiras físicas, que são a vulva 

(CASLICK, 1937), o vestíbulo, a vagina e a cérvice (KATILA, 1996; TROEDSSON, 

1999; LEBLANC, 2003b). Essas barreiras impedem a entrada de contaminantes no 

útero. Alterações nesses sistemas de defesa podem predispor a enfermidades. Apesar de 

a fertilidade variar entre éguas, devido ao manejo e tempo de cobertura incorreta, a 

endometrite é a principal causa dos baixos índices de prenhez (WATSON, 2000) e é 

considerada a terceira enfermidade mais importante na prática equina, após a cólica e 

distúrbios respiratórios (TROEDSSON, 1999). 

De acordo com a etiologia e fisiopatologia, a endometrite pode ser classificada 

em 4 categorias: (1) transmitida por doenças infecciosas, (2) endometrite infecciosa 

crônica, (3) endometrite persistente induzida pela cobertura e (4) endometrite 

degenerativa crônica (endometrose) (TROEDSSON, 1999). A forma mais comum de 

endometrite, dentre essas 4 categorias é a causada pela cobertura (ALGHAMDI et al., 

2005). Porém, em um primeiro momento, esta endometrite é considerada uma reação 

fisiológica, temporária (HUGHES & LOY, 1969; PETERSON et al., 1969; ZENT et al., 

1998) e necessária, que serve para eliminar o excesso de espermatozóides, os 

espermatozóides mortos, plasma seminal, diluentes (no caso da inseminação artificial), 

bactérias e outros contaminantes, como debris celulares (LEBLANC et al., 1998; ZENT 

et al., 1998; TROEDSSON, 1999) do trato reprodutivo da égua e preparar o útero para a 

prenhez (ALGHAMDI et al., 2005).  

Na égua, seja por monta natural (TROEDSSON, 1999) ou inseminação artificial 

(PALM et al., 2008), a deposição intrauterina de material exógeno provoca uma reação 

inflamatória fisiológica. Na monta natural, além do sêmen, há a introdução de bactérias 

(TROEDSSON, 2006), que estão presentes na genitália externa dos animais e na 

inseminação artificial, há a introdução de diluentes de sêmen (PALM et al., 2008). Esta 

reação inflamatória é comumente vista a partir de 0,5 a 1 hora, após a cobertura 

(KATILA, 1996). Ocorre um influxo de polimorfonucleares (PMNs) para o lúmen 

uterino e sua atividade fagocítica, após a opsonização do alvo (KATILA, 1996; 

TROEDSSON, 1999) é seguida de contração do miométrio, que é regulada pela 

prostaglandina F2α e oxitocina (TROEDSSON, 1999). Após a inseminação artificial, 

neutrófilos são vistos no útero em 2 e 4 horas (FIALA et al., 2007), com pico no 

mecanismo de defesa entre 6 e 12 horas (KATILA, 1996) e diminuição em 24 horas 

(FIALA et al., 2007). Na égua normal, a maioria dos produtos inflamatórios é eliminada 
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em até 48 horas, após a cobertura (KATILA, 1996). Porém, algumas vezes, a reação 

inflamatória continua, deixando de ser fisiológica e torna-se patológica, caracterizada 

pela persistência da inflamação (TROEDSSON, 2006). Esta condição patológica é 

denominada de endometrite persistente pós-cobertura (ZENT et al., 1998).  

 

2.1.2.1 Endometrite persistente pós-cobertura 

A endometrite persistente pós-cobertura é a maior causadora de falhas de 

concepção vistas na fêmea equina (GUTJAHR et al., 2000). A suscetibilidade atinge 

15% de éguas puro sangue de corrida (ZENT et al., 1998) e a taxa de morte embrionária 

é três vezes maior nas éguas que apresentam essa condição (MALSCHITZKY et al., 

2003a). As éguas são classificadas como suscetíveis ou resistentes à endometrite, de 

acordo com a resposta uterina à inflamação. Enquanto que, a maioria das éguas elimina 

o excesso de espermatozóides e produtos da inflamação em menos de dois dias (éguas 

resistentes), uma população de éguas falham em fazê-lo, espontaneamente, por mais de 

quatro dias (éguas suscetíveis) (ALGHAMDI et al., 2005). Se a endometrite persiste por 

mais de 5 a 6 dias, quando o embrião descende do oviduto (ZENT et al., 1998), o 

ambiente uterino citotóxico não será compatível com a prenhez (WATSON, 2000). 

Normalmente, esta doença é mais comumente vista em éguas multíparas do que 

em nulíparas (PETERSON et al., 1969). Isso porque éguas mais velhas (LEBLANC et 

al., 1998) e multíparas (CADARIO et al., 1999; HURTGEN, 2006), geralmente, 

apresentam problemas na anatomia reprodutiva, histórico de acúmulo de líquido 

(PYCOCK, 2006) e baixos índices de fertilidade (ZENT et al., 1998). Entretanto, a 

idade média das éguas normais (14 anos) e das éguas suscetíveis (16 anos) (VERONESI 

et al., 2006) não difere, significativamente (GHASEMZADEH-NAVA et al., 2004). 

Rigby et al. (2001) também sugeriram que a disfunção miometral das éguas suscetíveis 

à endometrite é independente da idade ou do número de gestações. Mas, de qualquer 

forma, a distensão dos ligamentos do trato reprodutivo, devido a partos múltiplos, faz 

com que o útero se posicione abaixo da cérvice (deslocamento caudo-ventral), no 

abdômen (LEBLANC et al., 1998), fazendo com a contração miometral não seja 

suficiente para empurrar o conteúdo uterino dorsal e caudalmente (LEBLANC et al., 

1998). Outros fatores associados ao número de partos incluem: interações 

neuromusculares (RIGBY et al., 2001), falha na drenagem linfática (CAUSEY, 2006), 

devido a dilatação parcial do útero (TROEDSSON, 1999), angiopatias, resposta a 

hormônios (TROEDSSON, 1999; RIGBY et al., 2001) e alterações degenerativas 
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(LEBLANC, 2003a). Falha no sistema imune, super produção de muco (CARD, 2005; 

CAUSEY, 2006) e predisposição genética (LEBLANC, 2003a) também irão predispor à 

endometrite (WATSON, 2000), embora um embasamento genético ainda não tenha sido 

estabelecido (LEBLANC, 2003a). As barreiras físicas citadas anteriormente, protegem o 

útero de contaminação externa. Há uma maior predisposição à endometrite, em éguas 

com injúrias prévias causadas no parto, má conformação perineal (HURTGEN, 2006), 

alteração na posição da vulva e fechamento incompleto ou relaxamento permanente dos 

lábios vulvares (CASLICK, 1937). Essas anormalidades causam a entrada de ar, fezes e 

urina no trato reprodutivo (HURTGEN, 2006). Problemas na cérvice, como 

relaxamento insuficiente no estro (HURTGEN, 2006; PYCOCK, 2006) ou abertura no 

diestro (RAMBAGS, 2003), também predispõem a colonização bacteriana. 

A inflamação é, geralmente, acompanhada pelo acúmulo de líquido intrauterino 

(LIU). O acúmulo de LIU foi, primeiramente, descrito em éguas (KNUDSEN, 1964), 

através de palpação retal. Entretanto, a ultrasonografia transretal tem sido mais aplicada 

(LOSINNO et al., 1997; ZENT et al., 1998; RIGBY et al., 2001; FUMUSO et al., 2003; 

PALM et al., 2008). O acúmulo de LIU no diestro está associado com redução 

significativa nas taxas de prenhez e aumento nas taxas de morte embrionária (ADAMS 

et al., 1987). A incidência de LIU, após a cobertura natural tem sido relatada em 15% de 

746 ciclos (ZENT et al., 1998) e tão alta quanto 43% de 552 ciclos, em populações 

mistas (NEWCOMBE, 1997). As taxas de prenhez, neste último estudo, foram 49% em 

éguas com acúmulo de líquido 48h após a cobertura, comparadas com 62% das éguas 

sem líquido. Entretanto, Maslchitzky et al. (2003b) não encontraram diferença nas taxas 

de prenhez em relação à presença de LIU em éguas virgens e falhadas, entre o primeiro 

estro da temporada reprodutiva e os subsequentes. A importância do acúmulo de líquido 

não é clara (WATSON, 2000). De 15 a 39% das éguas acumulam líquido no estro 

(REILAS et al., 1997; ZENT et al., 1998) e 28% no diestro (ADAMS et al., 1987). 

Reilas et al. (1997) demonstraram que a motilidade espermática é afetada pelo LIU 

coletado no estro, porém as taxas de recuperação embrionária não. O estrógeno age no 

útero, durante o estro, para aumentar secreção endometrial e edema. Pensa-se que éguas 

que acumulam líquido no útero possuem mais glândulas com diâmetros maiores, que 

éguas sem acúmulo (RASCH et al., 1996). Isto sugere que a hipersecreção de muco 

contribui para o acúmulo de LIU. No entanto, a drenagem do líquido, através da cérvice 

e do sistema linfático também é importante. Éguas que acumulam LIU podem 
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apresentar fibrose cervical ou alterações anatômicas (LEBLANC et al., 1998) e, assim, a 

drenagem linfática passa a ser ineficiente (LEBLANC et al., 1995).  

Acredita-se que as contrações uterinas possuem um papel crítico no mecanismo 

de limpeza uterina na égua (TROEDSSON, 2006), que consiste, basicamente, em 

movimentos ciliares e nas contrações miometrais (CAUSEY, 2007). Um desequilíbrio 

nesse sistema aumenta os riscos de desenvolvimento de endometrite (TROEDSSON, 

1999). O padrão de contração miometral é diferente entre o estro e diestro 

(TROEDSSON et al., 1993a). A atividade durante o estro é caracterizada por impulsos 

curtos, distintos, com alta intensidade e sincronização marcada; enquanto que no 

diestro, a atividade é mais difusa, com maior duração e baixa intensidade e menos 

sincronização. Provavelmente, o padrão de contração do estro favorece a eliminação do 

conteúdo uterino. Defeitos na contração miometral podem contribuir para o 

desenvolvimento de endometrite (WATSON, 2000), uma vez que éguas com alta 

suscetibilidade possuem falha na contração miometral. Porém, a origem deste defeito é 

desconhecida (TROEDSSON, 1999). O atraso de algumas éguas ao limpar o útero de 

bactérias e material inerte foi, primeiramente, descrito, junto ao tratamento com 

progesterona e idade avançada por Evans et al. (1986). Os autores sugeriram que a 

limpeza física possui um papel importante na resistência de éguas à infecção uterina 

(EVANS et al., 1987). A existência do atraso na limpeza uterina foi confirmada por 

Troedsson & Liu (1991), através de marcadores não antigênicos. As éguas suscetíveis 

acumulam 6 vezes mais LIU, após desafio bacteriano (TROEDSSON & LIU, 1992) e 

sua atividade miometral demora mais tempo para iniciar e possui menor frequência, 

intensidade e duração do que a das resistentes (TROEDSSON et al., 1993b). LeBlanc et 

al. (1994) demonstraram que éguas sadias eliminaram 50% de um radiocolóide 

infundido no útero em estro, em 2 horas; enquanto que, éguas suscetíveis eliminaram 

quantidade insignificante, em 4 horas. Embora os mecanismos exatos da inabilidade do 

útero em eliminar o conteúdo não são conhecidos, parece que a atividade mioelétrica em 

resposta a inflamação é deficiente nessas éguas (TROEDSSON et al., 1993b). Sendo 

que a contração uterina, nas éguas suscetíveis, pode ser restaurada com a administração 

de drogas ecbólicas (LEBLANC et al., 1994), a falha na atividade miometral pode ser 

resultado de influências exógenas, como inibição da contratilidade ou indução de 

relaxamento (ALGHAMDI et al., 2005). Embora não tenham sido detectadas diferenças 

na concentração plasmática de hormônios ecbólicos em éguas resistentes e suscetíveis, 

no momento da inseminação, a administração de oxitocina, em éguas suscetíveis, 
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resultou em uma redução significativa de prostaglandina, comparadas a éguas 

resistentes (NIKOLAKOPOULOS et al., 2000) e melhores taxas de prenhez em éguas 

com acúmulo de LIU (RASCH et al., 1996). Entretanto, no estudo de Zent et al. (1998), 

o tratamento para o acúmulo de LIU com substâncias uterotônicas não apresentou efeito 

sobre o desempenho reprodutivo das éguas. A inibição da liberação de prostaglandina 

com um anti-inflamatório não-esteroidal como a fenilbutazona, resultou em atraso na 

limpeza de um radiocolóide em éguas resistentes (CADARIO et al., 1995). A 

prostaglandina auxilia na limpeza uterina, mas a uma taxa mais lenta que a oxitocina. 

Não se sabe se as éguas com problemas na limpeza uterina são capazes de responder à 

oxitocina fisiológica ou se a resposta difere daquela das éguas resistentes (CADARIO et 

al., 1999). Pode haver diferença entre esses dois grupos de éguas nos receptores uterinos 

para oxitocina ou em mecanismos pós-receptores (NIKOLAKOPOULOS et al., 2000). 

Porém, há evidências de que não há diferença na concentração de receptores 

endometriais para oxitocina, entre éguas resistentes e suscetíveis (CADARIO et al., 

1999), embora os receptores miometrais não tenham sido mensurados. 

Além da incapacidade de evacuação uterina que as éguas suscetíveis apresentam, 

o ambiente uterino inflamado é prejudicial aos espermatozóides (KATILA, 2005). 

Estudos in vitro demonstraram que em éguas com endometrite, a secreção endometrial 

inflamada reduz a motilidade espermática (TROEDSSON et al., 1998; ALGHAMDI et 

al., 2001). Independente do método de cobertura ser por monta natural ou inseminação 

artificial, a passagem da cérvice resulta em um processo inflamatório intenso causado 

pelos espermatozóides (NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1997). Mesmo que 

bactérias sejam introduzidas, inevitavelmente, neste momento, foi demonstrado que a 

inflamação uterina é induzida na ausência de bactérias (KOTILAINEN et al., 1994; 

NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1997). Sabe-se que os espermatozóides são os 

maiores causadores da reação inflamatória uterina (TROEDSSON, 1999), já que atraem 

neutrófilos, possivelmente pela ativação do sistema complemento in vitro 

(TROEDSSON et al., 1995) e in vivo (KATILA, 1997). A inflamação uterina, medida 

pela presença de neutrófilos é maior as 2, 4 (FIALA et al., 2007) e 6 horas 

(KOTILAINEM et al., 1994) após a inseminação artificial, se o inseminado possui alta 

concentração de espermatozóides. Ao contrário, o plasma seminal protege os 

espermatozóides, fazendo com que sua presença possa modular a inflamação, 

permitindo que os espermatozóides passem do útero ao oviduto de forma segura, através 
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da inibição da migração de neutrófilos e da fagocitose in vitro (TROEDSSON et al., 

2001) e in vivo (TROEDSSON et al., 2002). 

 

2.1.2.2 Infecção uterina com Streptococcus zooepidemicus 

 Desde muito tempo, as infecções genitais representam uma grande perda 

econômica para a indústria equina (JEFFCOTT et al.,  1982). Acreditava-se que as 

bactérias introduzidas no útero pela cobertura eram a única fonte de endometrite e as 

pesquisas sobre a fisiopatologia da endometrite persistente eram realizadas com 

modelos de endometrite induzida por bactérias (TROEDSSON et al., 1993c). Porém, a 

endometrite bacteriana ainda pode representar problemas significativos para éguas que 

apresentam baixa resistência e para aquelas cobertas por monta natural (TROEDSSON, 

2006).  

A genitália das éguas abriga uma microflora, que consiste de várias espécies de 

bactérias inofensivas e algumas oportunistas, que podem ser patogênicas às éguas 

suscetíveis. Os garanhões também abrigam bactérias na genitália externa e no sêmen, 

sendo a cobertura uma das formas mais comuns de introdução de bactérias no útero 

(REILAS, 2001). A bactéria Streptococcus equi subespécie zooepidemicus 

(Streptococcus zooepidemicus), provavelmente causa mais doenças em cavalos do que 

nas outras espécies (CAUSEY et al., 2006). Entretanto, sua importância não foi 

reconhecida por muito tempo (CHANTER, 1997). Esta bactéria é endêmica e comensal 

da mucosa do organismo e a mais comumente encontrada (FERREIRO et al., 1986) nos 

casos de endometrite, com taxa de isolamento ao redor de 66% (WATSON, 2000). Este 

cocos gram-positivo (CARD, 2005) pertence ao grupo C, na classificação de Lancefield 

(CHANTER, 1997). Quando a presença de mais de 5% de neutrófilos e cocos gram-

positivos são identificados em amostras endometriais, a endometrite é provavelmente 

causada por Streptococcus zooepidemicus (CARD, 2005). Esta bactéria é oportunista 

(TIMONEY et al., 1995), mas para que a infecção estabeleça, depende da eficiência do 

sistema de defesa da égua (WATSON, 2000). Streptococcus zooepidemieus também foi 

identificado como o agente etiológico principal em 15 a 20% dos abortos (WELSH, 

1984).   

A resolução da infecção uterina depende do equilíbrio entre a defesa do 

hospedeiro e o número e virulência da bactéria.  Streptococcus zooepidemicus possui a 

capacidade de se aderir fisicamente às células endometriais (WATSON et al., 1988). 

Outros patógenos causadores de infecção uterina são Escherichia coli, Klebsiella 
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pheumoniae e Pseudomonas aeruginosa (TROEDSSON, 2006). Todas liberam toxinas, 

que danificam o endométrio e diminui a resistência à infecção bacteriana (WIDDERS et 

al., 1995; TROEDSSON, 2006).  

As condições ideais para que ocorra a fagocitose dos estreptococos requerem 

anticorpos e complemento específicos (ASBURY et al., 1984; CAUSEY et al., 1995). O 

entendimento da resposta específica a Streptococcus zooepidemicus é necessária para 

entendermos a resistência a essa infecção uterina. Streptococcus zooepidemicus 

apresenta cepas antigenicamente distintas (CAUSEY et al., 2006; WIDDERS et al., 

1995). As diferenças antigênicas afetam a resposta imune em diversas espécies. Coelhos 

respondem de maneira altamente específica a um determinado isolado de Streptococcus 

zooepidemicus (MOORE & BRYANS, 1969). Em humanos, a resposta imune a 

Streptococcus pyogenes também é altamente específica a proteína M (HU et al., 2002), 

o maior determinante de virulência da bactéria (FISCHETTI, 1989). Equinos também 

desenvolvem resposta específica a isolados de Streptococcus zooepidemicus (CAUSEY 

et al., 2006; WIDDERS et al., 1995). No estudo de Causey et al. (2006), éguas 

responderam de forma específica a quatro cepas de Streptococcus zooepidemicus 

antigenicamente distintas, após infecção intrauterina. Porém, apenas a resposta sérica 

dos animais foi analisada e não a local. Mas, no estudo de Widders et al. (1995) foi 

demonstrado que, além da resposta sistêmica, existe sim, também, uma resposta uterina 

específica para Streptococcus zooepidemicus, determinada pelos níveis de IgG 

específica no soro e IgG e IgA específicas na secreção uterina. A resposta específica foi 

observada 7 dias após imunização prévia, intramuscular e intrauterina, dos animais com 

antígeno e adjuvante. 

 

2.1.2.3 Líquido endometrial 

O líquido endometrial possui um papel crítico na reprodução mamífera, pois a 

qualidade do ambiente uterino determina o desempenho reprodutivo da fêmea. 

Primeiramente, o útero possui várias funções: é o local de deposição do sêmen na 

espécie equina, contribui para o transporte dos espermatozóides ao oviduto, abriga e 

nutre o feto e, finalmente, o miométrio é essencial para expulsar o feto durante o parto 

(REILAS, 2001). Sua adaptação para receber o concepto, inclui o provimento de um 

ambiente adequado para o desenvolvimento do embrião. Tal ambiente é preparado pela 

síntese e secreção de substâncias no lúmen uterino. O líquido luminal uterino ou líquido 

endometrial é necessário para a capacitação e fertilização dos espermatozóides e o 
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desenvolvimento embrionário (TUNÓN et al., 1998). Vários estudos têm sido 

realizados para investigar sua composição: Pycock & Allen (1990) avaliaram a 

concentração protéica de lavagem uterina, após infusão com Streptococcus 

zooepidemicus, Malschitzky et al. (2007a) avaliaram e compararam o perfil protéico da 

secreção endometrial pura de éguas nas fases do ciclo estral, Tunón et al. (1998) e 

Alavi-Shoushtari et al. (2006) compararam a variação na concentração de proteínas no 

útero de éguas e vacas, respectivamente, com proteínas séricas, Malschitzky et al. 

(2007b) verificaram que o ambiente uterino da égua no primeiro diestro da temporada 

reprodutiva é diferente dos subseqüentes e Malschitzky et al. (2008) compararam a 

secreção uterina de éguas resistentes e suscetíveis e verificaram que a secreção é 

diferente, entre as duas categorias de éguas. Apesar da infertilidade na égua ser bem 

descrita, pouco se sabe sobre a resposta aguda sistêmica e a resposta imunológica local, 

que ocorre na endometrite (METTE et al., 2010).  

 

2.1.2.3.1 Componentes do líquido endometrial 

Os componentes do líquido endometrial incluem mediadores inflamatórios, 

neutrófilos e proteínas plasmáticas, incluindo as imunoglobulinas, complemento e 

enzimas (WATSON et al., 1987a; KATILA et al., 1990; TROEDSSON et al., 1993c). 

Estes componentes aumentam de 30 minutos a 12 horas, após injúria uterina (WATSON 

et al., 1987a; KATILA et al. 1990). A migração dos PMNs parece não ser diferente, 

entre as éguas resistentes e as suscetíveis à endometrite (KATILA, 1996), pois não 

existe diferença no pico de neutrófilos, entre éguas resistentes e suscetíveis (KATILA, 

1996). No entanto, nas éguas suscetíveis os neutrófilos permanecem em alto número, 

enquanto que, nas éguas resistentes, eles desaparecem em 48 horas (KATILA, 1995; 

KATILA, 1996). Mesmo assim, existe uma baixa correlação entre a categoria 

histológica endometrial moderada e o atraso na limpeza uterina (TROEDSSON et al., 

1993b). As células inflamatórias crônicas, um dos determinantes de categoria 

endometrial, são componentes fisiológicos do endométrio equino e não são 

necessariamente indicativos de endometrite (WATSON & THOMSON, 1996). 

Acredita-se que as éguas que apresentam atraso na limpeza uterina possuem distúrbios 

no sistema imune, o que contribui para a persistência da infecção. Enquanto que o 

sistema imune das éguas resistentes é eficiente, o das suscetíveis não é. O porquê isso 

ocorre não se sabe claramente (FUMUSO et al., 2003; ROGAN et al., 2007). Acredita-
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se, no entanto, que há uma falha no coordenamento por parte do sistema imune das 

éguas suscetíveis (METTE et al., 2010).  

Os neutrófilos que chegam ao útero são a primeira linha de defesa contra 

bactérias e a migração sanguínea destas células de defesa é atraída por fatores 

quimiotáticos presentes no LIU (TROEDSSON, 2006), que aumentam após a infecção 

(FUMUSO et al., 2003). O aumento é devido a metabólitos da inflamação como o ácido 

araquidônico (WATSON et al., 1987b). Foi sugerido que os neutrófilos coletados de 

éguas suscetíveis, 12 horas após a infecção apresentam disfunção na migração em 

compartimentos quimiotáticos (LIU et al., 1986). No entanto, quando os neutrófilos 

foram removidos dos fatores uterinos, a migração dos neutrófilos foi semelhante entre 

as éguas resistentes e as suscetíveis (TROEDSSON et al., 1993d). Portanto, defeitos na 

migração dos neutrófilos, uma vez que essas células chegam ao local da inflamação é 

questionável. De acordo com estes resultados, Troedsson et al. (1993d) não observaram 

problemas na migração dos neutrófilos de éguas suscetíveis. Ao contrário, quando os 

neutrófilos foram colocados em um ambiente ótimo, aqueles coletados de éguas 

suscetíveis possuiram função fagocítica total (TROEDSSON et al., 1993d). Uma vez 

que os neutrófilos chegam ao lúmen uterino, sua capacidade em fagocitar e matar 

bactérias é crítica para eliminar a infecção. Como de fato, a habilidade fagocítica dos 

neutrófilos uterinos da secreção de éguas suscetíveis é menor que das resistentes 

(WATSON et al., 1987a; TROEDSSON et al., 1993d), foi concluído que fatores 

presentes na secreção uterina dessas éguas suscetíveis interferem na fagocitose.  

A presença de complemento na secreção uterina é necessária para que ocorra a 

opsonização e fagocitose (BROWN et al., 1985; HAKANSSON et al., 1993). Uma 

deficiência no complemento foi sugerida por Asbury et al. 1984, que iniciaram o uso de 

terapia intrauterina plasmática. No entanto, Watson et al. (1987a) demonstraram que a 

atividade do complemento era maior nos lavados de éguas suscetíveis (WATSON et al., 

1987a). Especialmente os complementos C3 e C5, juntamente com as imunoglobulinas, 

atraem e facilitam a fagocitose dos neutrófilos (TROEDSSON, 1997). Foi relatado por 

Watson et al. (1987a), que a secreção uterina de éguas suscetíveis foi, 

significativamente, pior em promover a fagocitose que a secreção de éguas resistentes. 

Pascoe (1995) sugeriu uma melhora na fagocitose dos neutrófilos na secreção uterina, 

através da adição de imunoglobulinas e complemento do plasma sanguíneo e Mattos et 

al. (1997a) e Mattos et al. (1999) observaram que a infusão uterina com plasma 

enriquecido com leucócitos melhorou as taxas de prenhez em éguas falhadas e com 
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potro ao pé. Além dos fatores de opsonização, os autores concluíram que a fagocitose 

foi aumentada pelo número extra de leucócitos adicionado ao ambiente inflamado. 

Zerbe et al. (2003) observaram a resposta endometrial de PMNs, após desafio 

experimental com Streptococcus zooepidemicus e o efeito do tratamento subsequente 

com IL-8 recombinante humana. As éguas demonstraram uma resposta intensa a IL-8 e 

os PMNs foram atraídos e translocados para o útero, em 6 horas, após a administração. 

Esses PMNs intrauterinos apresentaram expressão diminuída do receptor para o MHC-I, 

mas um aumento significativo na expressão da molécula de adesão intercelular, CD11a, 

juntamente com aumento da geração de radicais livres. 

As citocinas também estão presentes no líquido endometrial, com o 

desenvolvimento do processo inflamatório. Como elas possuem um papel crucial na 

modulação do processo sistêmico e local e são importantes para a resolução do mesmo 

(METTE et al., 2010), a expressão gênica de várias citocinas pró e anti-inflamatórias, 

tem sido estudada. Fumuso et al. (2003) avaliaram o padrão de transcrição endometrial 

de mRNA de três citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α) em éguas resistentes 

e suscetíveis a endometrite, por três ciclos consecutivos, após tratamento com um 

imunomodulator, o extrato da parede celular de Mycobacterium phlei (MCWE). As 

éguas suscetíveis apresentaram aumento significativo na expressão de mRNA para todas 

as citocinas no estro. No diestro para IL-1β e TNF-α, quando comparadas às éguas 

resistentes e o tratamento das éguas suscetíveis com MCWE regulou os níveis de IL-1β 

e TNF-α no estro e IL-6 e TNF-α no diestro, resultando em níveis das citocinas 

similares aos das éguas resistentes. Adicionalmente, as éguas suscetíveis apresentam 

valores menores da citocina anti-inflamatória IL-10, comparadas às resistentes 

(FUMUSO et al., 2007). Mette et al. (2010), observaram aumento das citocinas IL-1β, 

TNF-α, IL-8 e IL-10 no líquido endometrial de éguas com endometrite induzida com 

infusão de E. coli, 3 horas após a infusão. 

 

2.1.3 APP e a endometrite 

Existem poucos estudos sobre as APP envolvendo a endometrite. Em vacas 

(SHELDON et al., 2001) e ovelhas (REGASSA & NOAKES, 1999), foi sugerido que as 

APP são produzidas sistemicamente em animais com endometrite clínica. A 

concentração de Hp aumentou em ovelhas com endometrite pós-parto e as 

concentrações de AGP, Hp e Cp aumentaram em vacas com endometrite pós-parto, na 

presença de Escherichia coli e Arcanobacterium pyogenes.  
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Entretanto em éguas, um estudo recente demonstrou não haver aumento na 

concentração periférica de APP, após inseminação artificial com sêmen congelado 

(NASH et al., 2010). Em lavados uterinos de éguas em estro, Scudamore et al. (1994) 

observaram maior quantidade de AAT e Alb, em comparação ao diestro. Mas, não foi 

observada diferença na concentração dessas proteínas, antes e depois de indução de 

endometrite com Streptococcus zooepidemicus. Kolm et al. (2006) demonstraram que 

há maior expressão de lactoferrina no endométrio de éguas suscetíveis à endometrite do 

que resistentes e Mette et al. (2010) demonstraram a expressão de SAA no endométrio 

de éguas, após indução experimental de endometrite com Escherichia coli. Os autores 

observaram aumento local de 128 vezes da proteína e sistêmico de 590 vezes, 24 horas 

após a infecção bacteriana. O mesmo foi observado com o fibrinogênio plasmático, que 

aumentou em 24 horas, mas com aumento moderado (1,5 vezes). Também foi 

observado que os níveis de ferro diminuíram as 12 e 24 horas, mas retornaram ao 

normal em 36 horas após a infecção.  

 

2.2 Glicocorticóides 

 Os glicocorticóides são hormônios esteróides polifuncionais (PEREIRA et al., 

2002), secretados pela glândula supra-renal (ou adrenal), após estímulo por citocinas, 

sobre o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (BOSSCHER et al., 2000). Os 

glicocorticóides regulam várias funções fisiológicas essenciais à vida (NICOLAIDES et 

al., 2010), pois estão envolvidos em quase todas as atividades moleculares e celulares 

do organismo e são o pivô de vários processos biológicos, como crescimento, 

metabolismo intermediário, reações imunes, reprodução, assim como funções 

cardiovasculares e neurais (GALON et al., 2002). Apresentam como funções principais 

a homeostasia de eletrólitos, como os íons sódio (Na+) e potássio (K+), a mediação no 

metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios e, principalmente, uma potente ação 

anti-inflamatória (PEREIRA et al., 2002). Esta gama ampla de efeitos, gerados pela 

administração de glicocorticóides endógenos e sintéticos, resulta em uma série de 

aplicações terapêuticas, que vão desde o tratamento de artrites, inflamações crônicas até 

o de doenças autoimunes e o tratamento de transplantes (BARNES, 2010). Mas a 

principal razão para a utilização dos glicocorticóides está relacionada à sua forte ação 

anti-inflamatória, imunomoduladora e analgésica (BOSSCHER et al., 2000; PACE et 

al., 2007; RASMUSSEN et al., 1998).  
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O mecanismo de ação celular e molecular dos glicocorticóides tem sido foco de 

pesquisas (GALON et al., 2002). Estudos in vivo e in vitro sugeriram tanto efeito 

estimulador quanto depressivo, através da ativação e inibição de vários genes pró e anti-

inflamatórios e muitas discrepâncias têm emergido (FRANCHIMONT et al., 1999). 

Análises da regulação gênica pelos glicocorticóides estão sendo realizadas. Autores 

sugeriram que as ações anti-inflamatória e imunomoduladora ocorrem devido a inibição 

da atividade de vários fatores de transcrição como a proteína-1 ativadora (AP-1) e fator 

nuclear kB (NF-kB) (PACE et al., 2007; LIBERMAN et al., 2007; LIBERMAN et al., 

2009), envolvidos na ativação de genes pró-inflamatórios (BOSSCHER et a., 2000). 

Devido a sua natureza hormonal e lipofílica, os glicocorticóides passam livremente 

através da membrana celular (BOSSCHER et al., 2000) e agem através da ligação com 

proteínas intracelulares (NICOLAIDES et al., 2010), os receptores no citoplasma 

(BOSSCHER et al., 2000). O fator de transcrição NF-kB ativa genes que codificam as 

citocinas, receptores das citocinas, proteínas quimiotáticas e moléculas de adesão como 

IL-1β, TNF-α, IL-2, IL-6, IL-8, INF-β, molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1), 

entre outras (BOSSCHER et al., 2000). Assim, vários estudos têm observado que os 

glicocorticóides podem diminuir ou aumentar a resposta inflamatória, dependendo, em 

parte, do tempo e do contexto da exposição celular (GALON et al., 2002). O perfil 

gênico de células mononucleares do sangue periférico, após incubação com 

dexametasona, demonstrou que alguns genes associados com a imunidade são induzidos 

(receptores para citocinas e proteínas carreadoras), enquanto que outros são deprimidos 

(IL-1β, IL-8, IFN-γ), sugerindo que a modulação de genes associados à inflamação não 

é uniformemente imunodepressiva. Esta regulação gênica em direções opostas indica 

uma ação altamente complexa (GALON et al., 2002) e necessita de mais atenção. 

Os glicocorticóides inibem a produção de citocinas, mas também atuam 

sinergicamente com várias delas. Em vários experimentos, os glicocorticóides agiram 

sinergicamente com citocinas exógenas. Este paradoxo não é bem entendido, tanto o 

mecanismo molecular, quanto a significância fisiológica (WIEGERS & REUL, 1998). 

Em situações in vivo, os glicocorticóides e as citocinas estão geralmente presentes em 

altas concentrações (BESEDOVSKY & DEL REY, 1996; LINTHORST et al., 1997). 

No órgão-alvo, a concentração fisiológica de corticosterona pode ser regulada pela 

enzima hidroxiesteróide desidrogenase 11b (11b-HSD). Esta enzima converte os 

glicocorticóides ativos para sua forma inativa (MONDER, 1993). A atividade de 11b-

HSD pode ser regulada por citocinas, como TNF-α e IL-1β (ESCHER et al., 1997). A 
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presença de 11b-HSD, sozinha ou em combinação com citocinas, pode por regular a 

concentração de glicocorticóides ativos contribuir para o sinergismo entre as citocinas e 

esses hormônios (WIEGERS & REUL, 1998). No estudo de Hermoso et al. (2004), a 

dexametasona aumentou a expressão de um gene pró-inflamatório em conjunto com 

TNF-α, ao invés de atuarem como antagonistas na regulação da inflamação e da 

imunidade. Perez et al. (2005) observaram que a hidrocortisona em sinergia com a IL-

15, induziu um aumento significativo na proliferação de células NK. Efeitos sinérgicos 

entre IL-1 e IL-6 e glicocorticóide foi observado em células B. A combinação desses 

agentes induz a produção de IgM e IgG pelas células B (EMILIE et al., 1988). A 

produção de IgE também é aumentada por glicocorticóide e IL-4 (WU et al., 1991). 

Eosinófilos, na presença de glicocorticóide, expressaram níveis aumentados da 

molécula de adesão MHC-II e da IL-3 e IL-5, levando ao aumento na apresentação de 

antígenos (GUIDA et al., 1994). Outros mediadores como a IL-2 (FERNÁNDEZ-RUIZ 

et al., 1989), IFN-γ (BERGSTEINDOTTIR et al., 1992) e fator estimulador de colônias 

de granulócitos (SHIEH et al., 1993) também aumentam na presença de glicocorticóide. 

Outros estudos demonstraram que os glicocorticóides induzem a apoptose da 

maioria das células nucleadas do sistema vascular como neutrófilos e monócitos 

periféricos, por exemplo. Porém, o mecanismo de ação não está totalmente elucidado 

(COX, 1995). A dexametasona induz a apoptose celular, através do aumento na 

expressão de genes pró-apoptóticos (CONRADIE et al., 2007), na produção de IL-6 e 

IL-8 e na transcriçao de moléculas de adesão, que atuam no tráfego celular (DING et al., 

2010). O estímulo da IL-6 (SILVERMAN et al., 2004) contribui para o feeback 

positivo, aumentando a migração e a ativação de células inflamatórias para o local da 

injúria (DING et al., 2010) e aumentando a liberação de glicocorticóides pela prórpia 

IL-6 (SILVERMAN et al., 2004). No entanto, o efeito apopotótico dos glicocorticóides 

depende da natureza do estímulo. Enquanto que o glicocorticóide sozinho induz a 

apoptose de linfócitos, quando aplicado junto com um receptor-celular-T (TCR) ambos 

os sinais aumentam o tempo de vida das células comprometidas (WILCKENS & DE 

RIJK, 1997). 

Os glicocorticóides também influenciam a produção hepática das APP. Acredita-

se que a Hp é induzida por cortisol endógeno, liberado em resposta a qualquer estímulo 

inflamatório (CERÓN et al., 2005) e pode, também, ser induzida por terapia com 

esteróides (MARTÍNEZ-SUBIELA et al., 2004). No trabalho de Slocombe & Colditz 

(2005), foi observado em bovinos, que o stress causado por diferentes fatores, como 
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desmane, transporte e manejo intensivo, aumentam significativamente a concentração 

de Hp. Em cães, foi demonstrado que o tratamento com diferentes glicocorticóides 

aumenta, significativamente, a concentração de Hp sérica, com aumentos maiores 

associados à terapia prolongada (LOWRIE et al., 2009; MARTÍNEZ-SUBIELA et al., 

2004). Em culturas de células hepáticas, os glicocorticóides potencializam a indução da 

expressão de AGP pelas citocinas IL-1 e IL-6 (BAUMANN & GAULDIE, 1994). Os 

glicocorticóides e a IL-6 induzem a síntese de AGP, através da ligaçao direta, proteína-

proteína, entre o receptor de glicocorticóide e a IL-6 (NISHIO et al., 1993). Baumann et 

al. (1987) relataram que a dexametasona aumentou, em várias vezes, a produção de 

IFN-β e em sinergia com a IL-1 aumentaram a síntese da AGP. No entanto, foi 

observado que os glicocorticóides inibiram a expressão de INF-β e IL-8, mas 

aumentaram, significativamente, a expressão das proteínas CRP, SAA e C3 (ZHANG et 

al., 2005; ZHANG et al, 2007). 

Foi demonstrado que os glicocorticóides inibem a produção de óxido nítrico em 

vários tipos de células e reduzem os níveis de mRNA para iNOS (PUDRITH et al., 

2010; SHINODA et al., 2003). A dexametasona reduz a formação de nitrito, um dos 

produtos estáveis finais da síntese de óxido nítrico e inibe a expressão de mRNA para 

iNOS em 50% (WALKER et al., 1997), devido à inibição da expressão gênica da iNOS 

(D’ACQUISTO et al., 1997). 

 

2.3 Glicocorticóides no tratamento da endometrite 

 Uma ampla variedade de protocolos para o tratamento da endometrite está sendo 

utilizada, com a finalidade de controlar a endometrite, mas nenhum tratamento sozinho 

tem sido aceito como eficaz. A modulação da resposta inflamatória uterina, através da 

corticoterapia está sendo proposta como eficaz. No trabalho de Bucca et al. (2008), foi 

proposta a modulação da resposta inflamatória no momento da cobertura como um 

procedimento efetivo para controlar os eventos que levam à endometrite. Foi observado 

uma diminuição de edema uterino e acúmulo de LIU e uma melhor qualidade do líquido 

coletado (menos tubidez), embora o número de PMN não tenha sido afetado. O autor 

sugere que essa modulação da reação uterina, após a cobertura cria um ambiente uterino 

menos favorável à colonização bacteriana. Dell’Aqua Jr. et al. (2006) demonstraram 

melhora significativa na taxa de prenhez, quando éguas com histórico reprodutivo pobre 

foram tratadas com um glicocorticóide. Estes resultados estão de acordo com Papa et al. 

(2008) que também observaram que a corticoterapia aumentou as taxas de prenhez de 
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éguas com histórico de endometrite, enquanto que em éguas resistentes não houve 

diferença significativa na taxa de prenhez, entre as éguas tratadas e as que não foram 

tratadas com o glicocorticóide. Entretanto, Vandaele et al. (2010) não verificaram 

influência da corticoterapia sobre a taxa de prenhez em uma população de éguas com e 

sem acúmulo de LIU, antes e depois de inseminação artificial.  

 

2.4 Eletroforese bi-dimensional 

 Desde o desenvolvimento, há mais de 35 anos, da eletroforese bi-dimensional 

em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) por Klose (1975) e O’Farrell (1975), esta tem sido 

a técnica de escolha para a análise de proteínas em uma variedade de células, tecidos e 

líquidos. A 2D-PAGE promove uma análise protéica de alta resolução e, portanto, 

possui um papel central na proteômica (CELIS & GROMOV, 1999), a área que estuda a 

compreensão e a representação de proteínas expressas por um genoma, em um 

determinado momento. Enquanto que o genoma é estático, seu proteoma correspondente 

é responsivo e dinâmico e varia amplamente entre organismos (CHOE et al., 2006). 

Este novo campo de pesquisa envolve a combinação de várias técnicas para separar 

(eletroforese), identificar (espectrometria de massa, Immunoblotting), quantificar e 

armazenar (análise de imagens, softwares) dados e informações (NOOIJ et al, 1990; 

BERGQUIST et al., 2007; WU et al., 2007). O proteoma responde a e reflete 

influências ambientais, estágios de desenvolvimento e o status sanitário (CHOE et al., 

2006). A proteômica, juntamente com a genômica, bibliotecas de anticorpos e a 

bioinformática, formam um conjunto de tecnologias impressionantes para o estudo da 

expressão gênica, tanto em animais sadios, como nos doentes. A proteômica tem 

recebido força para o desenvolvimento de tecnologias com a finalidade de estudar 

doenças e medicamentos, através da marcação de proteínas-alvo (CELIS & GROMOV, 

1999).  

 A técnica 2D-PAGE separa as proteínas em duas estapas e o seu poder de 

resolução é muito superior ao da eletroforese uni-dimensional. A 2D-PAGE pode ser 

utilizada para comparar perfis de expressão protéica e quantificar e qualificar as 

proteínas detectadas (CELIS & GROMOV, 1999). Os perfis protéicos podem ser 

escaneados e quantificados para pesquisar diferenças, como nos níveis de expressão e os 

resultados interessantes podem ser identificados, através do sequenciamento de 

peptídeos por espectrometria de massa (GROSSERT, 2001; BERGQUIST et al., 2007) 

e Immunoblotting (NOOIJ et al, 1990). Enquanto que cada dimensão sozinha consegue 
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separar em média 200 tipos de proteínas diferentes, o uso sequencial de duas dimensões 

possui a capacidade de separar a quantia de 10.000 proteínas, em uma única amostra 

(MIKLOS & MALESKA, 2001). Isso é muito relevante, uma vez que as células 

eucariotas consistem em um arranjo de no mínimo 10.000 proteínas diferentes e exibem 

uma margem ampla de concentrações (GÖRG et al., 2004). Outra vantagem da 

eletroforese bi-dimensional é nos casos de limitação de amostra, pois as proteínas 

separadas podem ser arquivadas nos géis, indefinidamente, depois de gravadas suas 

imagens. Isto permite a caracterização das proteínas em uma data posterior, sem a 

necessidade de repetir o experimento (CHOE et al., 2006). 

 Os trabalhos de 1975 combinaram duas metodologias pré-estabelecidas, a de 

focalização isoelétrica (IEF) e a de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), em 

um formato bi-dimensional que separa as proteínas de forma efetiva na primeira 

dimensão pelo ponto isoelétrico e na segunda dimensão, de acordo com o peso 

molecular (KLOSE, 1975; O’FARRELL, 1975). Na área da reprodução, esta técnica 

tem sido utilizada para a determinação de marcadores da fertilidade e congelabilidade 

no sêmen de touros (KILLIAN et al., 1993; JOBIM et al., 2004; MOURA et al., 2007) e 

da suscetibilidade à endometrite em éguas (MALSCHITZKY et al., 2007a; 

MALSCHITZKY et al., 2007b; MALSCHITZKY et al., 2008 ).  

  

2.5 Espectrometria de massa 

A espectrometria de massa foi criada há 100 anos, pelo ganhador do prêmio 

Nobel Sir J. J. Thompson, que identificou íons de pequena massa molecular, em um 

espectrógrafo de massa (BERGQUIST et al., 2007). Desde então, esta técnica tem sido 

utilizada em situações diversas, mas tornou-se mais proeminente, nos últimos anos, no 

campo de identificação de proteínas (BERGQUIST et al., 2007) devido, em grande 

parte, ao projeto de sequenciamento do genoma humano (VENTER et al., 2001). O 

objetivo da técnica é identificar as proteínas, codificadas por genes e determinar suas 

funções no organismo hospedeiro (BERGQUIST et al., 2007). As bandas protéicas de 

interesse são excisadas do gel de poliacrilamida e digeridos por proteases específicas, 

como a tripsina (SHEVCHENKO et al., 1996) e os peptídeos resultantes passam pela 

espectrometria de massa. A técnica é descrita em detalhes por Finehout & Lee (2004). 
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Resumo 

O objetivo deste estudo é comparar o número de bandas protéicas do líquido 

endometrial (perfil protéico) de éguas suscetíveis à endometrite persistente pós-

cobertura, infectadas ou não infectadas com a bactéria Streptococcus zooepidemicus e 

tratadas com um anti-inflamatório esteroidal, com o de éguas não tratadas. Este estudo 

foi realizado de Janeiro de 2008 a Março de 2009. Durante o estro, o líquido 

endometrial puro de 16 éguas foi coletado, através de tampão vaginal. Foram 

constituídos quatro grupos: G1 – controle, G2 – tratado com 20 mg de isoflupredona, a 

cada 12 horas, por três dias consecutivos, G3 – infecção experimental com 

Streptococcus zooepidemicus e G4 – infecção experimental com Streptococcus 

zooepidemicus e tratamento com corticosteróide (idem ao G2). As amostras foram 

processadas e submetidas à eletroforese bi-dimensional. Os géis de eletroforese foram 

escaneados e analisados para determinar o número de bandas protéicas. Os géis das 

amostras de endométrio apresentaram o número máximo de 33 bandas no G1, 54 no G2, 

51 no G3 e 72 no G4. Os spots protéicos foram entre 15 a 105 kDa de peso molecular e 

ponto isoelétrico entre 4.3 a 10.0. Foi observado um aumento no número de bandas 

protéicas nos grupos 2 e 4. O tratamento com anti-inflamatório esteroidal pode alterar o 
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perfil protéico do líquido endometrial de éguas suscetíveis, pelo aumento no número de 

bandas protéicas. 

 

Palavras-chave: reprodução, endometrite, corticosteróide, eqüino, líquido endometrial, 

proteínas, eletroforese. 

 

Persistent post-breeding endometritis: effect of a corticosteroid treatment on the 

number of protein bands from the endometrial fluid of susceptible mares 

 

Abstract 

The aim of this study is to compare the number of endometrial fluid protein bands 

(protein profile) of mares susceptible to persistent post-breeding endometritis (PPBEM), 

infected or non-infected with bacteria Streptococcus zooepidemicus, treated with a 

steroidal anti-inflammatory drug with the ones from non-treated mares. This study was 

conducted from January 2008 to March 2009. During estrus, pure endometrial fluid of 

16 cyclic warmblood mares was recovered by the use of vaginal tampons for specimen 

collection. Four groups were constituted: G1 – control, G2 – treated with 20 mg 

isoflupredone acetate, every 12h, for 3 days, G3 – experimental infection with 

Streptococcus zooepidemicus and G4 – experimental infection with Streptococcus 

zooepidemicus and treated with corticosteroid treatment (same as in G2). Samples were 

processed and submitted to two-dimensional electrophoresis technique according to 

O’Farrell et al. (1977), modified by Rodnight et al. (1988). Electrophoresis gels were 

scanned and analyzed to determine the number of endometrial protein bands. 

Endometrial electrophoresis gels showed 33 protein bands in G1, 54 in G2, 51 in G3 

and 72 in G4. Protein spots ranged from 15 to 105 kDa molecular weights and pH 4.3 to 

10.0 isoeletric points. An increase in the number of protein bands was observed in the 

two corticosteroid treated groups (G2 and G4). Treatment with steroidal anti-

inflammatory drug isoflupredone can alter the number of endometrial fluid protein 

profile of estrus mares susceptible to PPBEM, by an increase in the number of protein 

bands. 

 

Keywords: Reproduction, endometritis, corticosteroid, equine, endometrial fluid, 

proteins, electrophoresis. 
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Introdução 

A endometrite é um evento fisiológico, que ocorre após a cobertura (WATSON, 

2000) devido à resposta induzida pela deposição de sêmen no lúmen uterino da égua 

(KOTILAINEN et al., 1994; FIALA et al., 2007). Esta reação inflamatória serve para 

eliminar o excesso de espermatozóides e bactérias inoculadas no momento da cobertura 

(KOTILAINEN et al., 1994; TROEDSSON et al., 1995; FIALA et al., 2007). No 

entanto, se a inflamação persiste o ambiente resultante é incompatível com o 

estabelecimento da prenhez (WATSON, 2000). As éguas que não eliminam a 

inflamação em 96 horas após a cobertura e acumulam líquido no lúmen uterino 

(LEBLANC, 2003) são classificadas como suscetíveis e acredita-se que possuem falha 

na limpeza física do útero. O acúmulo de líquido intrauterino (LIU) durante o estro foi 

associado com alterações na composição da secreção uterina. A média da concentração 

de proteínas totais na secreção uterina de éguas com LIU era um terço da encontrada em 

éguas sem essa condição. Isso, provavelmente, indica que o líquido endometrial é 

composto de secreção glandular e de transudato (REILAS, 2001). Foi descrito que o 

tratamento com corticosteróide, antes da cobertura, aumenta as taxas de prenhez de 

éguas suscetíveis (DELL’AQUA Jr. et al., 2006). O objetivo deste estudo é comparar o 

número de bandas protéicas (perfil protéico) de éguas suscetíveis, infectadas ou não 

infectadas com Streptococcus zooepidemicus, tratadas com um anti-inflamatório 

esteroidal, com o de éguas não tratadas. 

 

Material e Métodos 

 Este estudo foi conduzido de Janeiro de 2008 a Março de 2009. Um total de 16 

éguas, com idade de 4 a 30 anos, de um rebanho experimental, foram utilizadas. Os 

animais eram mantidos a campo, suplementados com ração e feno. 

 

Seleção das éguas 

As éguas foram submetidas a exame reprodutivo, incluindo avaliação da 

conformação perineal, palpação retal e ultrasonografia. Apenas éguas clinicamente 

sadias foram utilizadas. Os exames de palpação e ultrasonografia foram realizados 

diariamente para avaliar crescimento folicular, grau de edema uterino e presença de 

acúmulo de líquido intrauterino (LIU). As éguas foram classificadas como suscetíveis, 

de acordo com o histórico de estudos anteriores. As éguas foram consideradas 

suscetíveis quando acúmulo de LIU foi detectado por exame ultrasonográfico do útero, 
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48 horas após indução de inflamação uterina causada pela deposição de sêmen após 

inseminação artificial. 

 

Tratamento e infecção experimental 

Após a seleção dos animais, o experimento iniciou quando foram observados um 

folículo pré-ovulatório (>35mm) e uma imagem uterina característica de estro, no 

exame de ultrasonografia.  Todas as éguas passaram pelos quatro grupos constituídos, 

com um estro de intervalo, entre os tratamentos. Os grupos foram: G1 controle: 

primeiro estro do experimento, as éguas não receberam nenhum tratamento. G2 tratado: 

terceiro estro, as éguas receberam administração de 20 mg de acetato de isoflupredona, 

a cada 12 horas, por três dias consecutivos. G3 infectado: quinto estro, as éguas foram 

inoculadas com 1x109 Streptococcus zooepidemicus e G4 infectado + tratado: sétimo 

estro, as éguas foram inoculadas com 1x109 Streptococcus zooepidemicus e receberam 

tratamento com corticosteróide, idem ao G2. A bactéria foi inoculada no segundo dia de 

tratamento. A infecção experimental foi realizada através de infusão de uma cultura 

bacteriana, suspendida em 20 mL de solução salina, com o uso de uma pipeta de 

inseminação, no útero. Todas as éguas foram tratadas com lavagem uterina e infusão 

local de antibiótico, até a confirmação de livre de inflamação. Adicionalmente, é 

importante relatar que, em algumas ocasiões, no momento da coleta das amostras, 

pouco volume de secreção foi coletado, pois algumas éguas não produziram líquido 

suficiente. Estas amostras não foram consideradas no estudo. E também, uma égua 

desenvolveu endometrite permanente, após a infecção. A endometrite não respondeu ao 

tratamento, até que a égua entrou em anestro sazonal, portanto, esta égua foi retirada do 

experimento. 

 

Coleta e processamento das amostras 

As amostras foram coletadas 12 horas depois, com o uso de um tampão vaginal 

comercial de algodão (mini OB® - Johnson & Johnson), inserido assepticamente no 

útero. A técnica utilizada para a coleta foi uma modificação do procedimento descrito 

por Reilas (2001). Uma linha extra de 50 cm foi amarrada no tampão, o qual ultrapassou 

a cervice e chegou ao útero, utilizando uma técnica de luva dupla modificada. A parte 

distal da luva retal foi cortada no punho para formar um tubo plástico. Uma mão 

enluvada, segurando o tampão, foi inserida no tubo plástico e então, a extremidade deste 

foi fechada com os dedos. A mão enluvada foi liberada do tubo plástico antes de 
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alcançar a cérvice. O tampão foi mantido no útero por 30 minutos e retirado do lúmen 

uterino protegido por uma mão enluvada. Após a remoção do tampão, cada tampão foi 

inserido em uma seringa de 20 mL e o líquido absorvido foi espremido em um tubo 

estéril. Alíquotas de 2 mL de secreção endometrial foram centrifugadas a 1.500 x g por 

20 minutos. O sobrenadante foi transferido para criotubos e armazenado em nitrogênio 

líquido, até os ensaios.  

 

Eletroforese 

 As amostras foram descongeladas, re-centrifugadas a 10.000 x g, por 60 

minutos, a 40C e uma alíquota de 50µl do sobrenadante foi retirada e transferida para 

criotubos para armazenamento a -800C. A concentração de proteínas foi determinada, de 

acordo com Lowry et al. (1951), utilizando albumina sérica bovina (BSA) (1mg/ml), 

como padrão. As amostras endometriais de duas éguas apresentaram quantidade 

insuficiente de proteína e não foram adequadas para realizar a eletroforese. As amostras 

das secreções endometriais foram submetidas, em duplicata, a eletroforese bi-

dimensional, técnica descrita por O’Farrell et al. (1977), modificada por Rodnight et al. 

(1988). Os géis foram imersos em uma solução de Comassie brilliant blue R-250 a 

0,15% (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA), metanol a 53%, ácido 

acético a 7% e água e corados overnight. Os géis foram descorados em uma mistura de 

50% de metanol, 7% de ácido acético e água, com um mínimo de 5 trocas de solução. 

Os géis foram equilibrados em uma solução de metanol a 50%, glicerol a 1% e água, 

por 2 horas. Os géis foram, então, colocados entre duas lâminas de celofane até 

secarem. Após, os géis foram escaneados (Hewlet-Packard 6100C, Palo Alto, CA, 

EUA) e analisados por um software (Optiquant Acquisition & Analysis, versão 02.00, 

Canberra, Austrália) para determinar o número de bandas protéicas. 

 

Resultados 

 Amostras endometriais de 16 éguas foram coletadas e um total de 40 géis foram 

analisados. Os spots protéicos variaram entre 15 e 105 kDa e ponto isoelétrico entre 4,3 

a 10.0 (Figura 1). Foi contado o número máximo de 33 bandas protéicas no G1, 54 no 

G2, 51 no G3 e 72 no G4. 
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Figura 1 – Exemplo de um gel de poliacrilamida bi-dimensional de proteínas da 
secreção endometrial, grupo Controle. Gel bi-dimensional de SDS-PAGE a 12%, 
corado com Coomassie Blue. A seta horizontal na parte superior demonstra a direção do 
gradiente de pH não equilibrado (NEPHGE), do terminal básico (+) para o ácido (-), na 
primeira dimensão. O marcador de peso molecular (escada) está à direita. 
 

Discussão 

 Foi observado um aumento no número de bandas contadas, nos dois grupos 

tratados (G2 e G4). Este aumento pode ser explicado pela presença de proteínas anti-

inflamatórias (como algumas citocinas anti-inflamatórias, por exemplo), causado pela 

ação potente dos corticosteróides. Malschitzky et al. (2008) observaram uma densidade 

óptica maior e maior frequência em 12 e 8 bandas protéicas, respectivamente, em 

amostras de éguas suscetíveis, comparadas às resistentes. Em 11 spots foi possível ver 

uma relação com proteínas já descritas em cavalos, das quais 6 podem estar envolvidas 

no processo inflamatório. Fumuso et al. (2003) descreveram que éguas suscetíveis 

apresentam níveis mais altos na expressão de mRNA para quatro citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-8), antes da cobertura, comparadas às 

resistentes. A presença de concentração de óxido nítrico, 13 horas após inseminação 

artificial foi observada por Alghamdi & Troedsson (2002), que demonstraram que o 

total de óxido nítrico foi significativamente superior nas éguas suscetíveis, do que nas 

resistentes. O óxido nítrico é um mediador que provoca o relaxamento da musculatura 

lisa em diferentes órgãos, incluindo o útero. Portanto, níveis altos de óxido nítrico na 

secreção uterina de éguas suscetíveis pode ser a causa ou o efeito da suscetibilidade. 

Éguas resistentes são capazes de eliminar os produtos inflamatórios assim que são 

gerados, enquanto que as suscetíveis falham ao fazê-lo, espontaneamente, devido ao 
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útero penduloso e posicionado profundamente na cavidade abdominal, resultando em 

acúmulo de óxido nítrico (ALGHAMDI & TROEDSSON, 2002). Consequentemente, o 

miométrio não consegue contrair e os produtos inflamatórios acumulam, atuando como 

um estímulo contínuo a endometrite. O uso de predinisolona, próximo ao momento da 

cobertura, resultou em taxas de prenhez mais altas em éguas suscetíveis, comparadas as 

não tratadas (DELL’AQUA Jr. et al., 2006). Os corticosteróides promovem a redução 

na expressão de várias citocinas inflamatórias, como IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-3, IL-5 e 

IL-8 reduzindo, assim, a inflamação. Adicionalmente, a administração de 

corticosteróides reduz os níveis de óxido nítrico e enzimas responsáveis pela síntese de 

prostaglandinas e leucotrienos e diminui a atividade de moléculas de adesão, que reduz 

a migração de leucócitos dos vasos sanguíneos (JANEWAY et al., 1999). 

 Outra hipótese é que algumas dessas proteínas presentes no líquido endometrial 

após o tratamento com o corticosteróide não possuem papel específico durante o 

processo inflamatório, mas outras funções ainda não elucidadas. Mesmo assim, é 

esperado um aumento na expressão de citocinas anti-inflamatórias para controlar a 

expressão das citocinas pró-inflamatórias no ambiente uterino da égua suscetível, numa 

tentativa de restaurar o equilíbrio ao seu sistema imune descoordenado. Em conclusão, o 

tratamento com o anti-inflamatório esteroidal, isoflupredona, pode alterar o perfil 

protéico do líquido endometrial de éguas suscetíveis a endometrite, durante o estro, 

promovendo um aumento no número de bandas protéicas. Estudos futuros são 

necessários para identificar as proteínas envolvidas na inflamação e elucidar suas 

funções, se possivelmente estão associadas ou não ao tratamento com corticosteróides. 
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Resumo 
 

O objetivo deste estudo é verificar o efeito da corticoterapia aplicada na presença e 

na ausência de inflamação uterina sobre a proteômica do líquido endometrial de éguas 

suscetíveis à endometrite. Onze éguas foram sincronizadas com 5 mg de prostaglandina F2α 

e após a verificação dos sinais de estro foram submetidas a quatro tratamentos. O primerio 

foi o do grupo Controle, que não recebeu nenhum tipo de tratamento. O segundo foi o do 

grupo GC, onde as éguas receberam administração de um glicocorticóide, a cada 12 horas, 

por três dias consecutivos. O terceiro foi o do grupo Infectado, onde foi realizada infusão 

intrauterina de Streptococcus zoopepidemicus (1x109/mL) e o quarto foi o do grupo GC + 

Infectado, onde as éguas receberam a administração do glicocorticóide e a infusão 

intrauterina, da mesma forma que os grupos GC e Infectado. Doze horas após o final de 

cada tratamento, as amostras foram coletadas e submetidas à eletroforese bi-dimensional 

para separação protéica e espectrometria de massa para a identificação das bandas protéicas 

relevantes. A corticoterapia provocou alteração na proteômica do líquido endometrial de 

éguas suscetíveis, caracterizada pelo aumento e/ou diminuição na densidade óptica relativa 

e/ou na frequência de proteínas da fase aguda da inflamação, sendo as maiores alterações 
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observadas quando a corticoterapia foi aplicada na presença de um processo infeccioso. 

Adicionalmente, a infecção do lúmen uterino provocou alterações na proteômica do líquido 

endometrial de éguas suscetíveis, caracterizadas pelo aumento e/ou diminuição na 

densidade óptica relativa e/ou na frequência de proteínas da fase aguda da inflamação. Os 

resultados do presente estudo demonstram que os glicocorticóides influenciam a resposta 

imune, não apenas como depressivos, mas estimuladores da defesa local, através de uma 

imunomodulação. Sugere-se que a corticoterapia, não prolongada, como a realizada neste 

estudo, pode ser benéfica para o tratamento de processos infecciosos uterinos.  

 
Palavras-chave: endometrite, égua, proteínas da fase aguda, glicocorticóide, eletroforese.  
 
 
 
Effect of corticotherapy on the protemics of the endometrial fluid from mares susceptible 

to persistent post-breeding endometritis 

 

Abstract 

The objective of this study is to verify the effect of corticotherapy applied in the presence 

and in the absence of uterine inflammation on the endometrial fluid proteomics from mares 

susceptible to endometritis. Eleven mares were synchronized with 5 mg prostaglandin F2α 

and after the observation of the signs of estrus were submitted to four treatments. The first 

was of the Control treatment, which did not receive any kind of treatment. The second was 

of the GC treatment, where mares recieved glucocorticoid administration, each 12 hours, 

for three consecutive days. The third was the Infected treatment, where it was performed 

intrauterine infusion of Streptococcus zoopepidemicus (1x109/mL) and the fourth was the 

GC + Infected treatment, where mares received the administration of glucocorticoid and 

intrauterine infusion in the same way as GC and Infected treatments. Twelve hours after the 

end of each treatment, uterine samples were collected and submitted to two-dimensional 

electrophoresis for protein separation and mass spectrometry for the identification of 

relevant protein bands. Corticotherapy provoked an alteration in the proteomics of the 

endometrial fluid from susceptible mares, characterized by an increase and/or a decrease on 

the relative optic density and/or frequency of inflammatory acute phase proteins, with the 

major alterations occurring when corticotherapy was applied in the presence of an 
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infectious process. Additionally, the uterine lumen infection provoked alterations in the 

proteomics of the endometrial fluid from susceptible mares, characterized by and increase 

and/or a decrease on the relative optic density and/or frequency of inflammatory acute 

phase proteins. Results of the present study show that glucocorticoids influence the immune 

response, not only as suppressors, but enhancers of local defense, through an 

immunomodulation. It is suggested that non-prolonged corticotherapy, as performed in this 

study, can be beneficial for the treatment of uterine infectious processes. 

 

Keywords: endometritis, mare, acute phase proteins, glucocorticoid, electrophoresis. 

 

Introdução 

A endometrite é uma das maiores causas de infertilidade na égua (LIU & 

TROEDSSON, 2008). A forma mais comum de endometrite é a induzida pela cobertura 

(ALGHAMDI et al., 2005), um evento fisiológico, que serve para eliminar o excesso de 

sêmen e bactérias introduzidos no útero (TROEDSSON, 1999). As éguas que não eliminam 

a inflamação desenvolvem uma endometrite persistente após a cobertura (LEBLANC et al., 

1998) e são classificadas como suscetíveis (TROEDSSON & LIU, 1991). A suscetibilidade 

atinge 15% de éguas puro sangue de corrida (ZENT et al., 1998) e a taxa de morte 

embrionária é três vezes maior nas éguas que apresentam essa condição (MALSCHITZKY 

et al., 2003).  

Apesar do conceito de égua resistente e suscetível ser estabelecido há décadas, ainda 

não está claro o que falha na defesa uterina das éguas suscetíveis. Acredita-se que o sistema 

imune defeituoso ou desequilibrado esteja envolvido, mas pouco se sabe, no entanto, sobre 

as alterações imunológicas locais que acompanham a endometrite (METTE et al., 2010). 

Sendo assim, a composição do líquido endometrial tem sido muito estudada. Foi 

demonstrado que éguas resistentes e suscetíveis apresentam diferença na composição 

protéica do líquido endometrial (MALSCHITZKY et al., 2008), sendo que o das últimas 

apresenta maior expressão de citocinas pró-inflamatórias e menor de anti-inflamatórias 

(FUMUSO et al., 2003; FUMUSO et al., 2006). Entretanto, a administração de um 

imunomodulador provocou alterações protéicas, como o aumento na expressão da citocina 

anti-inflamatória IL-10 e resultou em um ambiente uterino semelhante ao das resistentes 
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(FUMUSO et al., 2007). Com a finalidade de modular a resposta inflamatória uterina 

descoordenada das éguas suscetíveis, a corticoterapia tem sido proposta, com resultados 

satisfatórios nas taxas de prenhez, quando aplicada no período prévio à inseminação 

artificial (DELL’AQUA Jr. et al., 2006; PAPA et al., 2008) e melhora na qualidade do 

líquido intrauterino (BUCCA et al., 2008).  

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da corticoterapia aplicada em éguas na 

presença ou na ausência de um processo infeccioso uterino sobre a proteômica do líquido 

endometrial de éguas suscetíveis à endometrite persistente pós-cobertura. 

 

Material e Métodos 

  

Animais 

Onze éguas suscetíveis à endometrite, com idade entre 4 a 30 anos, em fase cíclica e 

sadias clinicamente foram utilizadas no estudo. A classificação quanto à suscetibilidade foi 

realizada de acordo com Malschitzky et al. (2008). Para tal, as éguas foram inseminadas 

artificialmente com 500 x 106 de espermatozóides diluídos em leite desnatado, num volume 

final de 20 mL. As éguas que apresentaram líquido intrauterino superior a 15 mm, 

verificado após exame ultrasonográfico 36 a 48 horas após a inseminação artificial, foram 

classificadas como suscetíveis. As éguas utilizadas, provenientes de um rebanho 

experimental, foram mantidas livres em potreiros e suplementadas com feno e aveia e água 

ad libitum. 

 

Manejo reprodutivo 

As éguas foram sincronizadas com 5 mg de prostaglandina F2α (Lutalyse®, Pfizer 

Saúde Animal, Paulínia, Brasil), com intervalo de 14 dias e avaliadas, através de palpação 

retal e ultrasonografia transretal. Após a observação dos sinais de estro, verificados por um 

folículo maior de 35 mm de diâmetro e edema uterino visível, as éguas foram submetidas a 

quatro tratamentos.  

 

Tratamento Controle 

As éguas não foram submetidas a nenhum tratamento. 
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Tratamento Corticoterapia 

A aplicação intramuscular de 20 mg de acetato de isoflupredona (Predef®, Pfizer, 

Paulínia, Brasil) foi iniciada a cada 12 horas, por três dias consecutivos, quando a égua foi 

detectada em estro. 

 

Infecção experimental 

A infusão de 1 x 109 Streptococcus zooepidemicus/mL suspensas em 20 mL de 

solução salina a 0,9% foi realizada antisepticamente no dia da detecção do estro, com o uso 

de uma pipeta de inseminação (MATTOS et al., 1997).  

 

Corticoterapia + Infecção experimental 

A corticoterapia e a infusão de Streptococcus zooepidemicus foram realizadas como 

descrito acima, sendo que as culturas bacterianas foram infundidas 24 horas após a primeira 

aplicação do glicocorticóide. 

 

Todas as éguas foram submetidas aos quatro tratamentos e entre cada tratamento 

observou-se um intervalo mínimo de um ciclo estral. O primeiro estro utilizado foi o do 

grupo Controle, o terceiro estro o da corticoterapia (GC), o quinto estro o da infecção 

experimental (Infectado) e o sétimo estro o da corticoterapia + infecção experimental (GC 

+ Infectado). Previamente a todas as manipulações transvaginais, a cauda das éguas foi 

ligada e a região perineal lavada com água, sabão neutro e degermante (Laboriodine®, 

Segmenta, Ribeirão Preto, Brasil) e seca com papel toalha. Ao final de cada infusão, as 

éguas foram tratadas com lavagens uterinas e infusão intrauterina de 10.000.000 UI de 

penicilina (Novapen, Marcolab, São João do Paraíso, Brasil). 

 

Coleta das amostras 

Amostras de líquido endometrial puro foram coletadas 12 horas após o término de 

cada tratamento. Tampões vaginais comerciais (Mini OB®, Johnson & Johnson Industrial 

Ltda, São José dos Campos, Brasil) foram introduzidos anti-septicamente no útero, de 

acordo com o método de Reilas (2001), modificado por Malschitzky et al. (2008). O 

tampão foi introduzido pela cérvice, protegido por luvas de palpação, através do método 
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modificado de dupla luva. Foi cortada a parte distal de uma luva de palpação, para formar 

um tubo plástico e a mão enluvada com o tampão, foi introduzida no tubo plástico, 

fechando a extremidade com os dedos. O tubo plástico foi removido no momento da 

introdução do tampão, no útero, onde permaneceu por 30 minutos. O tampão foi removido 

protegido por uma luva de palpação e, imediatamente, foi inserido em um saco plástico 

estéril e pressionado, através de um dispositivo manual para a recuperação do líquido. O 

líquido coletado foi transferido para tubos cônicos estéreis e centrifugado, imediatamente, a 

1.500 x g, por 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para criotubos, em alíquotas de 2 

mL, que foram estocadas no freezer a - 80 oC, até o uso. 

 

Eletroforese bi-dimensional 

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas, 

novamente a 10.000 x g, por 1 hora, a 4 oC. O sobrenadante foi recuperado, aliquotado e 

estocado novamente em freezer a - 80 oC. A quantidade de proteína foi determinada, de 

acordo com o método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina sérica bovina como 

padrão. A eletroforese bi-dimensional foi realizada de acordo com O’Farrell et al. (1977), 

modificada por Rodnight et al. (1988), em duplicata.  

 

Primeira dimensão 

Para a focalização isoelétrica (primeira dimensão), foi realizada eletroforese em 

gradiente de pH não equilibrado (NEPHGE) em gel de acrilamida a 3,5%. Os géis foram 

confeccionados em capilares de vidro de 150 x 2,5 mm de diâmetro interno. Para fazer 50 

mL de gel (600µl por capilar) 27,6 g de uréia foi diluída em 15 mL de água ultra pura 

(Milli-Q ®, Millisul, Porto Alegre, Brasil) a 60 oC. Após, foram adicionados 5,65 mL de 

acrilamida (solução estoque a 30%), 0,250 mL de anfólitos 2-4 (Servalyt®, SERVA 

Electrophoresis, Heidelberg, Alemanha), 0,250 mL de anfólitos pH 5-7 (AmpholineTM, GE 

Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia), 2 mL de anfólitos pH 3-10 (PharmalyteTM, GE 

Healthcare Bio-Scienes, Uppsala, Suécia), 1mL de Igepal (CA-630, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA), 0,083 mL de TEMED (TEMED 100%, GE Healthcare Life Sciences, 

Uppsala, Suécia) e água ultra pura q.s.p. Imediatamente após a adição de persulfato de 

amônio a 10%, os capilares foram preenchidos com a solução do gel até 3,5 cm da 
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extremidade, através de sucção realizada através de uma seringa de 1 mL acoplada a um 

cilindro de látex, conectado na extremidade do capilar. Os géis permaneceram em banho-

maria a 37 oC por 2 horas para polimerização. Foram aplicados 100 µg de proteína, por 

capilar, adicionados de uma solução de preparo da amostra (uréia a 9 M, lisina a 12,5 nM, 

SDS a 7 nM, Igepal a 4% e 2β-mercaptoetanol a 2%) e marcador de corrida (Cytochrome 

C, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A corrida foi realizada com um máximo de 800 V, 10 

mA e 0,125 W por capilar, até que o marcador atingiu 8 cm de migração (2-3 horas). Os 

capilares foram identificados e estocados em freezer a -20 oC, até a segunda dimensão.  

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Para a realização da eletroforese de segunda dimensão, os géis da primeira 

dimensão foram retirados do capilar, com o uso de uma seringa de 5 mL acoplada a um 

tubo de látex, conectado em uma das extremidades do capilar. Através de aplicação de leve 

pressão, os géis foram expelidos dos capilares, 30 segundos após a retirada do capilar do 

freezer para breve descongelamento. Os géis foram colocados sob agitação em tampão de 

equilibração de SDS adicionado de 2β-mercaptoetanol por 20 minutos, em temperatura 

ambiente. Os géis de segunda dimensão foram confeccionados entre placas de vidro de 20 x 

18 cm. A solução do gel de corrida SDS-PAGE continha 12% de acrilamida, 1% de SDS, 

0,375 M  de Tris-HCl pH 8,8 e 10% de persulfato de amônio. O procedimento de confecção 

dos géis em placas de vidro é descrita por O’Farrell (1975). A corrida foi realizada com 

máximo de 125 V e 20 mA por placa, até que a corrida atingiu 3 cm do fim da placa (6-7 

horas), verificado pelo marcador (Bromophenol Blue, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 

adicionado ao tampão superior de corrida. 

 

Coloração e secagem 

Os géis foram corados durante a noite em uma solução de Comassie (Comassie 

Brilliant Blue R-250, Affymetrix / USB, Cleveland, EUA) a 0,15%, metanol a 53% e ácido 

acético glacial a 7%. Após, os géis foram descorados em solução fixadora (metanol a 53%, 

ácido acético glacial a 7%) sob agitação, pelo mínimo de 4 horas ou até obter transparência 

e equilibrados em solução de secagem (metanol a 50%, ácido acético glacial a 1%) por, 

aproximadamente, 2 horas. Os géis foram estocados entre duas lâminas de celofane, 
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escaneados (Hewlet-Packard 6100C, Palo Alto, EUA) e analisados por um software 

(Optiquant Acquisition & Analysis, 02.00, Canberra, Austrália) para a verificação da 

frequência e da densidade óptica relativa das bandas protéicas, medida em pixels. A 

medição é expressa pela porcentagem relativa de pixels, sendo que 100% representam o 

total de uma área definida, constante para cada gel e cada banda corresponde a uma 

porcentagem do total. 

 

Espectrometria de Massa 

 A identificação das proteínas foi realizada pela técnica de espectrometria de massa. 

As bandas protéicas de relevância estatística, quanto à densidade óptica relativa e à 

frequência foram recortadas do gel e digeridas com tripsina, de acordo com Shevchenko et 

al. (1996). O sequenciamento dos peptídeos foi realizado no Laboratório Uniprote-MS, do 

Centro de Biotecnologia da UFRGS, através do sistema de separação de partículas em 

escala nano (UPLC nanoACQUITY®, Waters, Milford, EUA), accoplado a um 

espectrômetro de massa (Q-TOF MicroTM, Waters, Milford, EUA). As sequências obtidas 

foram comparadas para correspondência no banco de dados, disponíveis na internet, no 

sítio http://www.matrixscience.com. 

 

Analise estatística 

Foi realizada análise de variância, com significância de 5%, para avaliação dos 

dados da densidade óptica relativa das bandas protéicas, associado ao teste de Tukey. Um 

mínimo de 2 géis de boa resolução por amostra foi analisado. A frequência relativa das 

bandas protéicas foi avaliada pelo teste Qui-quadrado, nos diferentes tratamentos. 

 

Resultados 

 A infusão intrauterina de Streptococcus zooepidemicus provocou uma endometrite 

clínica em todas as éguas, caracterizada pela observação de acúmulo de líquido intrauterino 

superior a 15 mm, através de ultrasonografia transretal realizada antes das coletas das 

amostras.  

Foram analisados ao todo 102 géis de boa qualidade e resolução, identificando-se 72 

bandas protéicas, com ponto isoelétrico (pI) entre 4,3 a 10,0 e peso molecular (PM) entre 
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15 a 105 kDa. Em 23 bandas protéicas, observou-se diferença em relação à densidade 

óptica relativa e à frequência, das quais 10 bandas foram identificadas (Tabela 2), através 

da espectrometria de massa. As outras 13 bandas protéicas não puderam ser identificadas, 

devido à quantidade insuficiente de proteína, que impossibilitou a realização da 

espectrometria de massa. 

 

Tabela 2 – Proteínas identificadas pela espectrometria de massa, ponto isoelétrico (pI), peso 
molecular (PM) e a banda correspondente no gel 2D SDS-PAGE expressa em números 
arábicos. 
  Banda Proteína pI PM (kDa) 

3, 5, 7, 9 AAT 5,32 45-46,9 
23 Hp 5,59 38,4 
 29 TT 5,36 35,8 
53 ApoA-1 5,65 30,0 
65 TF 6,83 78,0 
77 IgG 6,53 37,5 
 87 Actina 5,29 41,7 

AAT – α1-antitripsina, Hp – Haptoglobina, TT – Transtiretina, ApoA-1 – Apolipoproteína, A-1 TF – 
Transferrina. 

 

Na tabela 3 estão descritas as bandas protéicas identificadas, que expressaram 

diferença significativa na densidade óptica relativa. 

 
Tabela 3 – Densidade óptica relativa das bandas protéicas identificadas, nos diferentes 
tratamentos. Os valores representam a porcentagem relativa de pixels de cada banda, em 
relação à porcentagem da área total do gel. 

  Controle GC Infectado GC + Infectado 
Banda Proteína % % % % 

3 AAT 3,07a 3,36a 3,05a 4,39b 
5 AAT 2,35a 2,45a 2,35a 4,39b 
7 AAT 2,40a 2,54a 2,43a 4,21b 
9 AAT 2,45a 2,57a 2,83a,b 4,53b 
23 Hp 3,51a 3,83a,b 4,58b 7,84a,b 
29 TT 2,72a 3,05a 0b 5,14c 
53 ApoA1 3,65a 3,42a 5,71b 5,43b 
65 TF 15,83a 16,43a 10,91b 10,78b 
77 IgG 1,71a 1,87a 4,51b 2,18a 
87 Actina 4,31a,b 3,21a 3,32a 6,69b 

a,b,c Letras diferentes, na mesma linha, indicam haver diferença significativa (p<0,05). 
AAT – α1-antitripsina, Hp – Haptoglobina, TT – Transtiretina, ApoA-1 – Apolipoproteína A-1, TF – 
Transferrina. 
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As bandas protéicas identificadas, que apresentaram diferença significativa na 

frequência estão descritas na tabela 4. 

  

Tabela 4 – Frequência relativa das bandas protéicas identificadas, nos diferentes 
tratamentos. Os valores indicam a porcentagem de aparecimento da banda no total de géis 
de cada tratamento.  

  Controle GC Infectado GC + Infectado 
Banda Proteína % % % % 

3 AAT 92,8a 67,7b 40,9b 100a 
5 AAT 89,3a 67,7a,b 40,9b 95a 
7 AAT 96,5a 83,9a 40,9b 95a 
9 AAT 89,3a 77,4a 31,8b 65a,b 
29 TT 32,2a 22,6a 0b 55c 

a,b,c Letras diferentes, na mesma linha, indicam haver diferença significativa (p<0,05). 
AAT – α1-antitripsina, TT – Transtiretina. 
 

Discussão 

No presente trabalho foi verificada alteração na proteômica do líquido endometrial 

de éguas suscetíveis à endometrite, após a corticoterapia e após a infecção experimental 

bacteriana. A endometrite é bem descrita clinicamente na égua (MAISCHBERGER et al., 

2008), mas pouco se sabe sobre as alterações imunológicas locais, que acompanham a 

endometrite (METTE et al., 2010). No presente estudo, foi verificado que a frequência e a 

densidade óptica relativa de várias proteínas da fase aguda (APP) da inflamação foram 

alteradas pelo estímulo infeccioso ou induzidas pelo tratamento com glicocorticóide. O 

estímulo inflamatório causado pela infecção induz o aumento na síntese das APP 

(CARAPETO et al., 2006) em poucas horas, alterando a síntese protéica drásticamente 

(GRUYS et al., 2006). Devido a isso, as APP têm sido muito utilizadas para monitorar 

processos inflamatórios e/ou infecciosos sistemicamente (ECKERSALL, 2004). Porém, o 

conhecimento sobre as alterações locais dessas APP é muito importante.  

A corticoterapia aplicada nas éguas sem a presença de infecção não alterou a 

densidade óptica relativa de nenhuma, comparada ao controle. No entanto, na presença de 

infecção a corticoterapia provocou maiores alterações proteômicas, com aumento na 

densidade óptica relativa e na frequência relativa de AAT e TT, aumento na densidade 

óptica relativa de actina e diminuição na densidade óptica relativa de IgG. Estudos in vivo e 

in vitro demonstraram que os glicocorticóides inibem e também ativam vários genes pró e 
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anti-inflamatórios e muitas discrepâncias têm emergido (FRANCHIMONT et al., 1999). 

Eles podem possuir tanto efeito depressivo quanto estimulador, sendo que a resposta 

inflamatória aguda é um resultado dessas interações complexas e a ação dos 

glicocorticóides depende, em parte do tempo e do contexto de exposição celular (GALON 

et al., 2002).  

Estudos in vitro demonstraram aumento na expressão de algumas APP (SAA, CRP 

e C3) por ação dos glicocorticóides (ZHANG et al., 2005; ZHANG et al, 2007). Porém, 

estes sozinhos possuem um efeito estimulador fraco sobre a maioria das APP, enquanto que 

agem fortemente em sinergia com citocinas (BAUMANN & GAULDIE, 1994), as quais 

são produzidas e liberadas, quando há um estímulo inflamatório, como a infecção (WEBEL 

et al., 1997). O aumento na frequência da TT induzida pela corticoterapia observada neste 

estudo, deve estar relacionado com a proteção do tecido inflamado, através do aporte de 

vitamina A. A TT possui papel importante no transporte dessa vitamina (CAMPBELL et 

al., 2005) e acredita-se que a ela seja necessária para a sintese de glicoproteínas (KIM & 

WOLF, 1974; WOLF et al., 1979). Isso pode ser um indicativo de que há síntese de APP no 

endométrio de éguas, uma vez que a maioria das APP são glicoproteínas (AISEN & 

LISTOWSKY, 1980; YOUNG et al., 1995; CERÓN et al., 2005; SMITH, 2005; 

CRISMAN et al., 2008), inclusive a AAT (TRAVIS & SALVESEN, 1983).  

A AAT está presente no útero de éguas, com maior quantidade observada no estro 

que no diestro (SCUDAMORE et al., 1994). No presente estudo, a enzima AAT esteve 

presente em mais de 89% das éguas controle, mas a sua frequência diminuiu após a 

infecção uterina, chegando ao máximo de 40,9% das éguas. No entanto, a corticoterapia na 

presença de infecção aumentou a frequência da enzima, chegando a aparecer em até 100% 

dos casos e também aumentou sua expressão, quando comparada às éguas infectadas e 

aquelas em que a corticoterapia foi aplicada sem haver um processo infeccioso. Estes 

resultados sugerem uma forte indicação de que os glicocorticóides podem realmente 

aumentar a AAT nos processos infecciosos, quando há um estímulo que induz o 

aparecimento da enzima. Neste caso, o estímulo pode ser atribuído às proteases 

neutrófílicas (HADZIC et al., 2006), uma vez que a AAT é a principal enzima inibidora 

dessas proteases (GETTINS, 2002). Os neutrófilos migram da circulação sanguínea para os 

tecidos infectados, onde englobam e inativam bactérias, através da ação de um complexo de 
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substâncias contido em seus grânulos, incluindo as proteases como, por exemplo, a elastase 

(BRINKMANN et al., 2004). O equilíbrio antiprotease/elastase neutrofílica nos processos 

inflamatórios é muito importante, uma vez que o desequilíbrio favorece a proteólise 

descontrolada da última (POTEMPA et al., 1991). Devido a isso, a deficiencia de AAT tem 

sido implicada como a responsável pelo desenvolvimento de doença pulmonar obstrutiva 

crônica em humanos (NITA et al., 2005) e cavalos (POTEMPA et al., 1991), pois o excesso 

de ação proteolítica é danosa aos tecidos. Da mesma forma sugere-se que o excesso de 

elastase neutrofílica seja responsável pelo dano permanente ao endométrio, incluindo a 

formação de fibrose periglandular, que é reconhecida como a causa de redução da 

fertilidade em éguas com episódios recorrentes de endometrite (SCUDAMORE et al., 

1994). 

Além da ação de antiprotease protetora, há evidências de que a AAT também possui 

efeitos anti-inflamatórios, já que o tratamento com esta enzima protege órgãos 

transplantados, que permanecem intactos (LEWIS et al., 2005) e aumenta os níveis de IL-

10 (LEWIS et al., 2008) e IL-1Ra (CHURG et al., 2001; LEWIS et al., 2008), diminui o 

infiltrado celular (CHURG et al., 2001; LEWIS et al., 2005; NITA et al., 2005), a expressão 

de mediadores pró-inflamatórios (LEWIS et al., 2005; LEWIS et al., 2008), quimiotáticos 

(CHURG et al., 2001; NITA et al., 2005) e a liberação de outros componentes 

inflamatórios, como o óxido nítrico e moléculas de superfície MHC-II (LEWIS et al., 

2005), além de inibir a produção de superóxidos pelos neutrófilos (BUCURENCI et al., 

1992) e reduzir a letabilidade de endotoxinas bacterianas (JIE et al., 2003) e do TNF-α 

(LIBERT et al., 1996) in vivo.  

A actina é o principal componente do citoesqueleto celular (HOSIE et al., 2008), 

presente em todas as células eucariotas (VAN TROYS et al., 1999). O citoesqueleto intacto 

é imprescindível para a motilidade e ativação celular (DE CLERCK et al., 1997). A 

remodelação da actina é necessária para a movimentação dos neutrófilos, já que a inibição 

da polimerização da actina bloqueia completamente a quimiotaxia. Devido à rápida 

reorganização da actina, os neutrófilos são capazes de orientar a sua migração e exibir 

movimento quimiotático, que facilita sua acumulação nos locais da injúria. A presença de 

actina pode ser um indicativo de dano local ou maior mobilidade dos neutrófilos 

(ZIGMOND, 1977). Há evidências recentes de que o rearranjo da actina pode ser chave, 
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durante a regulação da resposta inflamatória, através da diminuição na produção de óxido 

nítrico, liberação de prostaglandina E2 e secreção de TNF-α (KIM et al., 2010). Portanto, o 

aumento de actina, AAT e TT e a diminuição de IgG observada neste estudo, possivelmente 

protege o endométrio contra os danos causados pelo metabolismo dos produtos da 

inflamação, demonstrando uma ação imunomoduladora dos glicocorticóides.  

Neste estudo, foi verificado que o desafio intrauterino com Streptococcus 

zooepidemicus provocou o desaparecimento total da TT, em comparação a sua presença no 

grupo controle. Já a TF manteve-se presente e com frequência constante, mas sua densidade 

óptica relativa diminuiu, após a infecção em relação ao controle. A TT e a TF são 

consideradas APP negativas (CAMPBELL et al., 2005; GRUYS et al., 2005), que 

normalmente estão presentes nos animais sadios, mas suas concentrações irão decrescer na 

inflamação (TOUSSAINT et al., 2005). A diminuição de APP negativas ocorre devido à 

utilização de seus aminoácidos pelo fígado para a produção das APP positivas, cujas 

concentrações aumentam no processo inflamatório (CRISMAN et al., 2008).  

A densidade óptica de Hp aumentou neste estudo, com o estímulo inflamatório 

causado pela infusão bacteriana. A Hp é uma APP positiva, cuja concentração aumenta no 

processo inflamatório (TAIRA et al., 1992), sugerindo que esta proteína participa, 

diretamente, na proteção dos tecidos. A principal e mais conhecida ação da Hp é prevenir a 

perda de ferro, através da formação de um complexo estável, a  ligação com a hemoglobina 

(Hb) livre no sangue (PETERSEN et al., 2004). A Hp liga-se à Hb liberada por eritrócitos 

lesionados (HEEGAARD et al., 1998) e ajuda a aliviar os fatores danosos do ferro livre e a 

restringir a disponibilidade do metal para o crescimento bacteriano (TAIRA et al., 1992). 

Portanto, pode-se atribuir ações bacteriostática e anti-inflamatória à Hp (CERÓN et al., 

2005).  

A ApoA-1 é, normalmente, considerada uma APP negativa (CARPINTERO et al., 

2005; SØRENSEN et al., 2005), no entanto foi verificado, neste estudo, aumento em sua 

densidade óptica relativa, após a infecção. Foi previamente demonstrada quantidade 

abundante de ApoA-1 em casos de artrite humana (BRESNIHAN et al., 2004) e uma 

capacidade inibitória desta APP sobre a ativação de monócitos e a produção das citocinas 

pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α por células T (HYKA et al., 2001). Esses dados sugerem 



 

 

76 

efeitos anti-inflamatórios da ApoA-1, uma vez que o tratamento adjunto com esta proteína 

reduziu sinais de artrite e IL-1β (CHARLES-SCHOEMAN et al., 2008). 

As éguas suscetíveis apresentam atraso na limpeza uterina, que pode ser atribuída a 

várias situações, incluindo alteração no mecanismo de defesa humoral e celular (ROGAN 

et al., 2007). Entretanto, neste estudo, foi observado aumento na densidade óptica relativa 

de IgG após a infecção bacteriana, indicando que a defesa uterina mediada por anticorpo 

não é prejudicada, nas éguas suscetíveis. Foi previamente demonstrado maiores 

concentrações de IgG e C3 no líquido endometrial de éguas suscetíveis (TROEDSSON et 

al., 1993; TROEDSSON, 1999) e maior número de células contendo IgG, IgA e IgM no 

líquido endometrial de éguas com diferentes graus de endometrite, em comparação ao de 

éguas genitalmente normais (WAELCHLI & WINDER, 1991). Estes dados indicam que 

outros fatores não-humorais devem estar envolvidos na resolução da endometrite (ROGAN 

et al., 2007). 

A corticoterapia afetou a proteômica do líquido endometrial de éguas suscetíveis à 

endometrite, sendo os maiores efeitos vistos quando a corticoterapia foi aplicada na 

presença de um processo infeccioso. Os glicocorticóides estão envolvidos na modulação do 

processo inflamatório com efeitos anti-inflamatórios, como verificado pela diminuição de 

IgG e também estimuladores, como verificado pela indução do aumento de proteínas 

importantes como AAT, TT e actina, potencializando o mecanismo de defesa e de proteção 

do tecido inflamado. Sugere-se que a corticoterapia não prolongada, como a realizada neste 

estudo pode ser benéfica para o tratamento de processos infecciosos, assim como a terapia 

futura com AAT, através da inibição da formação de fibrose. Adicionalmente, foi 

observado que a infecção do lúmen uterino induziu uma alteração na proteômica do líquido 

endometrial, caracterizada pela variação de importantes APP, com aumento de Hp, ApoA-1 

e IgG e diminuição de AAT, TF e TT.  
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Resumo 
 

Apesar de contínua pesquisa, a causa da suscetilidade a um dos principais problemas do 

trato reprodutivo equino, a endometrite persistente pós-cobertura, continua desconhecida. 

Acredita-se que falha no sistema imune das éguas suscetíveis faz com elas não consigam 

eliminar a inflamação. A corticoterapia tem sido proposta para modular o processo 

inflamatório descoordenado, devido aos seus efeitos anti-inflamatórios potentes. O óxido 

nítrico, um mediador inflamatório, que causa o relaxamento da musculatura lisa, está sendo 

sugerido como um dos fatores predisponentes à suscetibilidade. O objetivo deste estudo foi 

verificar o efeito da corticoterapia sobre a concentração de óxido nítrico em lavados 

uterinos de éguas suscetíveis à endometrite. Foram coletadas amostras de lavados do útero 

de onze éguas, após infecção bacteriana uterina e/ou corticoterapia realizada por 3 dias 

consecutivos. Não foi observada diferença significativa na concentração de óxido nítrico, 

verificada pela análise de regressão. A corticoterapia aplicada neste estudo não alterou a 

concentração de óxido nítrico nos lavados uterinos de éguas suscetíveis. 

 

Palavras-chave: endometrite, égua, glicocorticóide, óxido nítrico. 
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Nitric oxide levels in uterine samples from susceptible mares after corticotherapy 

 

Abstract 

Despite of continuous research, the cause of the susceptibility to one of the major disorders 

of the female equine reproductive tract, persistent post-mating endometritis, is still 

unknown. It is believed that failure in the immune system of susceptible mares makes them 

unable to clean inflammation. Corticotherapy has been proposed to modulate the impaired 

inflammatory process, due to its anti-inflammatory actions. Nitric oxide, an inflammatory 

mediator, which causes smooth muscle relaxation, has been suggested as one of the 

predisposing factors to susceptibility. The objective of this study was to verify the effect of 

corticotherapy on the nitric oxide levels in uterine flushings form mares susceptible to 

endometritis. Uterine flushing samples from 11 mares were collected, after uterine 

bacterial infection and/or corticotherapy performed for 3 consecutive days. It was not 

observed significative difference on the nitric oxide concentration, verified by regression 

analysis. The corticotherapy administered in this study did not affect the nitric oxide 

concentration in uterine flushings from susceptible mares. 

 

Keywords: endometritis, mare, glucocorticoid, nitric oxide. 

 

Introdução 

 A endometrite (HURTGEN, 2006) é uma consequência natural da cobertura e 

resulta na contaminação de bactérias e de sêmen no útero equino (RIGBY et al., 2001). A 

égua sadia resolve a inflamação em 48 horas (KATILA, 1996), para que o ambiente uterino 

esteja apto a receber o embrião (TROEDSSON, 2006). No entanto, um estudo de campo 

demonstrou que 15% das éguas desenvolveram uma endometrite persistente após a 

cobertura (ZENT et al., 1998).  A endometrite persistente pós-cobertura causa uma redução 

substancial na fertilidade das éguas, uma vez que a taxa de morte embrionária é três vezes 

maior naquelas que apresentam essa condição (MALSCHITZKY et al., 2003). Apesar de 

bastante estudada, ainda não se sabe a causa da suscetibilidade à endometrite (ALGHAMDI 

& TROEDSSON, 2002). Para diagnosticar e tratar esta condição é necessário identificar os 

fatores predisponentes e que desafiam o trato reprodutivo da égua (HURTGEN, 2006). O 
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atraso na limpeza uterina tem sido atribuído como um fator de importante contribuição 

(GUTJAHR et al., 2000), sendo demonstrado que as éguas suscetíveis apresentam o padrão 

de contração miometral deficiente (TROEDSSON et al., 1993). O atraso na limpeza uterina 

é caracterizado por acúmulo de líquido, após a cobertura (GUTJAHR et al., 2000) e dos 

produtos da inflamação (TROEDSSON & LIU, 1991), dentre eles o óxido nítrico 

produzido e liberado no processo inflamatório (ALGHAMDI et al., 2005). 

 O óxido nítrico é um radical livre e gasoso (FREAN et al., 1997) de vida muito 

curta (D’ACQUISTO et al., 1997), 3 a 5 segundos (RODEBERG et al., 1995). Esse gás 

causa o relaxamento da musculatura lisa (D’ACQUISTO et al., 1997) e é sintetizado por 

várias células mamíferas (RODEBERG et al., 1995), incluindo células do sistema nervoso, 

vascular e imune (ABU-SOUD & STUEHR, 1993). A síntese ocorre por oxidação do 

aminácido L-arginina (RODEBERG et al., 1995; STUEHR, 1999), através da ação da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS). A enzima NOS converte o terminal do grupo guanina 

do L-arginina em óxido nítrico (RODEBERG et al., 1995). A enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), uma das três isoformas da enzima, produz grande quantidade de óxido 

nítrico (FREAN et al., 1997; EKERHOVD et al., 2000), porém não é, normalmente, 

expressada a não ser que seja estimulada por citocinas. A iNOS está presente no útero de 

camundongos nos estágios de pré e peri-implantação embrionária (SAXENA et al., 2000) e 

de éguas resistentes e suscetíveis à endometrite (ALGHAMDI et al., 2005). 

Os glicocorticóides são anti-inflamatórios e imunomoduladores reconhecidos 

(RASMUSSEN et al., 1998; BOSSCHER et al., 2000; PACE et al., 2007). A modulação da 

resposta inflamatória, através da corticoterapia está sendo proposta como eficaz para o 

tratamento da endometrite, através da diminuição de acúmulo de líquido no útero (BUCCA 

et al., 2008) e melhora nas taxas de prenhez (DELL’AQUA Jr. et al., 2006; PAPA et al., 

2008). Foi demonstrado que os glicocorticóides inibem a produção de óxido nítrico em 

vários tipos de células e reduzem os níveis de mRNA para iNOS (SHINODA et al., 2003; 

PUDRITH et al., 2010). A dexametasona reduz a formação de nitrito, um dos produtos 

estáveis finais da síntese de óxido nítrico e inibe a expressão de mRNA da iNOS de 10% 

(SHINODA et al., 2003) a 50% (WALKER et al., 1997), devido à inibição na expressão 

gênica da iNOS (D’ACQUISTO et al., 1997). A nossa hipótese é que a corticoterapia reduz 
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os níveis de óxido nítrico uterino, proporcionando uma melhora na contração miometral e 

na limpeza uterina das éguas suscetíveis.  

O objetivo deste estudo é verificar o efeito da corticoterapia sobre os níveis de 

óxido nítrico em amostras uterinas de éguas suscetíveis à endometrite. 

 

Material e Métodos 

 

Animais 

Onze éguas suscetíveis à endometrite, com idade entre 4 a 30 anos, sadias em fase 

cíclica foram utilizadas no estudo. A classificação, quanto à suscetibilidade foi realizada, de 

acordo com Malschitzky et al. (2008). Para tal, as éguas foram inseminadas artificialmente, 

com 500 x 106 de espermatozóides diluídos em leite desnatado, num volume final de 20 

mL. As éguas que apresentaram líquido intrauterino superior a 15 mm, verificado após 

exame ultrasonográfico 36 a 48 horas após a inseminação artificial, foram classificadas 

como suscetíveis. As éguas utilizadas, provenientes de um rebanho experimental, foram 

mantidas livres em potreiros e suplementadas com feno e aveia e água ad libitum. 

 

Manejo reprodutivo 

As éguas foram sincronizadas com 5 mg de prostaglandina F2α (Lutalyse®, Pfizer 

Saúde Animal, Paulínia, Brasil), com intervalo de 14 dias e avaliadas, através de palpação 

retal e ultrasonografia transretal. Após a observação dos sinais de estro, verificados pela 

presença de um folículo com mais de 35 mm de diâmetro e edema uterino visível, as éguas 

foram submetidas a quatro tratamentos, descritos abaixo:  

 

Tratamento Controle 

As éguas não foram submetidas a nenhum tratamento. 

 

Tratamento Corticoterapia 

A aplicação intramuscular de 20 mg de acetato de isoflupredona (Predef®, Pfizer, 

Paulínia, Brasil) foi iniciada a cada 12 horas, por 3 dias consecutivos, quando a égua foi 

detectada em estro. 
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Infecção experimental 

A infusão de 1 x 109 Streptococcus zooepidemicus/mL suspensas em 20 mL de 

solução salina a 0,9% foi realizada antisepticamente no dia da detecção do estro, com o uso 

de uma pipeta de inseminação (MATTOS et al., 1997).  

 

Corticoterapia + Infecção experimental 

A corticoterapia e a infusão de Streptococcus zooepidemicus foram realizadas como 

descrito acima, sendo que as culturas bacterianas foram infundidas 24 horas após a primeira 

aplicação do glicocorticóide. 

 

Todas as éguas foram submetidas aos quatro tratamentos e entre cada tratamento 

observou-se um intervalo mínimo de um ciclo estral. O primeiro estro utilizado foi o do 

grupo Controle, o terceiro estro o da corticoterapia (GC), o quinto estro o da infecção 

experimental (Infectado) e o sétimo estro o da corticoterapia + infecção experimental (GC 

+ Infectado). Previamente a todas as manipulações transvaginais, a cauda das éguas foi 

ligada e a região perineal lavada com água, sabão neutro e degermante (Laboriodine®, 

Segmenta, Ribeirão Preto, Brasil) e seca com papel toalha. Ao final de cada infusão, as 

éguas foram tratadas com lavagens uterinas sucessivas e infusão intrauterina de 10.000.000 

UI de penicilina (Novapen, Marcolab, São João do Paraíso, Brasil). 

 

Coleta das amostras 

As amostras foram coletadas 12 horas após o final de cada tratamento. Para realizar 

os lavados uterinos, infundiu-se 100 mL de solução de ringer lactato, por via cervical com o 

uso de um cateter de Foley (2w30cc24F, Rüsch, Alemanha). Após, o útero foi massageado 

por via transretal para distribuição uniforme do líquido recuperado por gravidade. O líquido 

do lavado foi centrifugado a 1.500 x g por 20 minutos para retirar as células existentes e o 

sobrenadante congelado e estocado em freezer a - 80 oC, até o uso. 

 

Determinação do óxido nítrico 

 As amostras de lavados uterinos foram descongeladas para determinação da 

concentração do óxido nítrico, através de um kit comercial disponível (Catálogo no 917-
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010, Stressgen®), seguindo as recomendações do fabricante. O nitrato é reduzido a nitrito, 

cuja concentração foi determinada em um espectrofotômetro, após a adição do reagente de 

Griess. A leitura foi realizada em absorbância a 540nm e após foi realizado o cálculo da 

concentração, utilizando uma curva padrão (R2 = 0,9899). 

 

Análise estatística 

 Os resultados das concentrações de óxido nítrico nas amostras dos diferentes 

tratamentos foram submetidos à análise de variância, com nível de significância de 5%.  

 

Resultados 

A concentração de óxido nítrico foi determinada em µmol/L. As médias observadas 

nos tratamentos não apresentaram diferença significativa entre si (P=0,43) e estão descritas 

na tabela 5. 

 

Tabela 5 – Média e erro padrão da concentração do óxido nítrico nos lavados uterinos nos 
quatro tratamentos.  

Tratamentos Média de óxido nítrico (µmol/L) ± erro padrão 

Controle 46,5a ± 13,22 

GC 66,31a ± 44,19 

Infectado 25,68a ± 10,93 

Infectado + GC 17,3a ± 8,31 
aLetras iguais na coluna representam não haver diferença significativa (p>0,05). 

 

Discussão 

Os resultados do presente estudo demonstram que a corticoterapia realizada por três 

dias não provocou alteração na concentração de óxido nítrico nos lavados uterinos 

coletados, após a corticoterapia na presença ou ausência de infecção uterina. Estes 

resultados estão de acordo com Fioratti et al. (2010), que não observaram diferença 

significativa na concentração de óxido nítrico, com a administração em dose única de um 

glicocorticóide, após inseminação artificial, tanto em éguas suscetíveis, quanto resistentes. 

Os glicocorticóides são muito utilizados pelos seus efeitos anti-inflamatório e 

imunodepressivo (FANG et al., 1997), no entanto efeitos pró-inflamatórios tem sido 
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atribuidos a esses agentes e discrepâncias têm surgido em relação a sua ação 

(FRANCHIMONT et al., 1999). Alguns estudos demonstraram que os glicocorticóides 

aumentam a produção de óxido nítrico (YUKAWA et al., 2005), enquanto que outros 

demonstraram que eles inibem a expressão de iNOS (WALKER et al., 1997; SHINODA et 

al., 2003), diminuindo a produção de óxido nítrico. Os efeitos duplos dos glicocorticóides 

podem apresentam vantagens e desvantagens, por exemplo, o aumento de óxido nítrico 

induzido por dexametazona é benéfico ao prevenir a vasoconstrição renal (BOBADILLA et 

al., 1999), enquanto que a diminuição é maléfica ao agravar a hipertensão, um dos efeitos 

colateriais da administração de glicocorticóide (WALLERATH et al., 1999). Estes efeitos 

controversos indicam uma ação complexa dos glicocorticóides que, provavelmente, 

depende do contexto em que ele é inserido. Wolf et al. (2011), observaram que os 

glicocorticóides agem através de um efeito imunomodulador, podendo inibir ou estimular 

proteínas inflamatórias no endométrio equino, principalmente quando aplicados na 

presença de inflamação. De qualquer forma, a corticoterapia realizada neste estudo não 

alterou os níveis de óxido nítrico nos lavados uterinos, entretanto as éguas apresentaram 

uma variação individual muito grande, como verificado pelo erro padrão alto nos grupos.  

Os efeitos benéficos da corticoterapia observados em estudos anteriores nas taxas de 

prenhez, provavelmente não foram causados pela diminuição de óxido nítrico uterino.  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Utilizando uma abordagem proteômica, foi possível verificar o efeito da 

corticoterapia no líquido endometrial de éguas suscetíveis, sendo as maiores alterações 

observadas quando a corticoterapia foi aplicada na presença de infecção, do que na 

ausência. Foi verificado que os glicocorticóides possuem ações duplas, tanto pró quanto 

anti-inflamatórias, indicando uma ação imunomoduladora, que representa o resultado de 

interações complexas entre estes agentes e o organismo. Esta ação depende do tempo e do 

contexto em que o glicocorticóide é inserido. De qualquer forma, o entendimento exato 

destes efeitos duplos permanece sem ser esclarecido e por isso, as proteínas identificadas 

neste estudo devem ser utilizadas em conjunto com a corticoterapia, como um método 

repetitivo, que possibilitará um melhor entendimento de tais efeitos, sejam depressivos ou 

estimuladores.  

Foi possível, também, verificar as alterações protéicas locais que ocorrem no 

processo inflamatório/infeccioso do lúmen uterino, a endometrite. Foi verificado que a 

infecção provocou aumento e diminuição da várias proteínas importantes envolvidas na 

inflamação. A identidade dessas proteínas é muito importante, pois sugere que elas 

desempenham funções diversas, incluindo propriedades anti-inflamatórias e de defesa do 

endométrio. Uma vez elucidados os papéis dessas proteínas, pode-se obter marcadores da 

endometrite persistente, da suscetibilidade a este problema reprodutivo ou ainda da causa, 

que continua não esclarecida. 

Permanecem, portanto, inúmeras portas abertas à pesquisa para esclarecer os 

mecanismos de defesa uterinos e as interações entre estes mecanismos com os agentes 

imunomoduladores e definir as alterações imunológicas endometriais, que possibilitam uma 

melhor interpretação da fisiopatologia e da suscetibilidade à endometrite persistente pós-

cobertura. Tal entendimento representa um passo importante, para o desenvolvimento de 

novas terapias para esta patologia. As pesquisas serão aprimoradas, através de comparações 

sistêmicas e marcação de proteínas relevantes, para a utilização como tratamento 

alternativo.  
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APÊNDICE A – Sequência de peptídeos da α1-antitripsina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Cobertura em 26% de peptídeos equivalentes, destacados em negrito. 
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APÊNDICE B – Sequência de peptídeos da Haptoglobina 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cobertura em 14% de peptídeos equivalentes, destacada em negrito. 
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APÊNDICE C – Sequência de peptídeos da Transtiretina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cobertura em 40% de peptídeos equivalentes, destacada em negrito. 
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APÊNDICE D – Sequência de peptídeos da Apolipoproteína A-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cobertura em 37% de peptídeos equivalentes, destacada em negrito. 
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APÊNDICE E– Sequência de peptídeos da Transferrina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cobertura em 6% de peptídeos equivalentes, destacada em negrito. 
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APÊNDICE F – Sequência de peptídeos da IgG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cobertura em 8% de peptídeos equivalentes, destacada em negrito. 
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APÊNDICE G – Sequência de peptídeos da Actina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cobertura em 42% de peptídeos equivalentes, destacada em negrito. 
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APÊNDICE H – Esquema das interações das 23 bandas protéicas significativas nos quatro 
tratamentos: aumento (↑) ou diminuição (↓) em relação à densidade óptica relativa e à 
frequência. 
 Variação 

no bandas 
Banda protéica no gel  
(proteína identificada) 

Densidade óptica relativa 16  
  Controle x GC 0  
  Controle x Infectado 8 ↑ 15, 23 (Hp), 53 (ApoA-1), 77 (IgG), 99, 107 

↓ 65 (TF), 73 
  GC x Infectado + GC 11 ↑ 3, 5, 7, 9 (AAT), 15, 29 (TT), 53 (ApoA-1), 

55, 87 (actina), 107 
↓ 65 (TF) 

  Infectado x Infectado + GC 6 ↑ 3, 5, 7 (AAT), 85, 87 (actina) 
↓ 77 (IgG) 

Frequência 15  
  Controle x GC 4 ↑ 17, 41, 73, 79 
  Controle x Infectado 5 ↓ 3, 5, 7, 9 (AAT), 29 (TT) 
  GC x Infectado + GC 6 ↑ 3, 5 (AAT), 29 (TT), 85 

↓ 21, 63 
  Infectado x Infectado + GC 9 ↑ 3, 5, 7 (AAT), 29 (TT), 17, 41, 57, 101, 107 
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APÊNDICE I – Gel 2D SDS-PAGE com as 23 bandas protéicas significativas 
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