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RESUMO
ANALISE DO LIQUIDO ENDOMETRIAL DE EGUAS SUSCETIVEIS A
ENDOMETRITE: EFEITO DA CORTICOTERAPIA
Tese de Doutorado

Autor: Caroline Antoniazzi Wolf
Orientador: Rodrigo Costa Mattos

Co-Orientadora: Maria Inés Mascarenhas Jobim

A modulacéo da resposta inflamatdéria uterina equenabe atencéo, devido a um disturbio
imunolégico, que parece ocorrer em uma populacdoégigas, classificadas como
suscetiveis a endometrite. O objetivo deste estoidwerificar o efeito da corticoterapia
aplicada na presenca e na auséncia de inflamagimautsobre a protebmica e a
concentracdo de 6xido nitrico no liquido endomettea éguas suscetiveis a endometrite.
Eguas foram sincronizadas com 5 mg de prostaglarféire apos a verificagdo dos sinais
de estro foram submetidas a quatro tratamentosin@ipo foi o Controle, que ndo recebeu
nenhum tipo de tratamento. O segundo foi o0 GC, asdéguas receberam aplicacdo de um
glicocorticoide, a cada 12 horas, por trés diaseoutivos. O terceiro foi o Infectado, onde
as éguas receberam uma infuséo intrauterirBti@ptococcugoopepidemicu€lx10”/mL)

e o quarto foi o GC + Infectado, onde as éguaderaen a aplicacao do glicocorticoide e a
infusdo intrauterina descrita acima. Doze horas apiinal de cada tratamento, amostras de
liguido endometrial puro e de lavados uterinosrforletadas para andlise protebmica e
determinagdo de Oxido nitrico, respectivamente. rngiro artigo relata os dados
preliminares da anélise protedmica, com a contatpsrbandas proteicas e a observagao de
33 bandas protéicas no Controle, 54 no GC, 51 fextedo e 72 no GC + Infectado. A
corticoterapia pode induzir o aparecimento de umerd maior de bandas protéicas, pois
0S géis com as maiores contagens foram nos tratasnende ela foi aplicada. No segundo
artigo, foi realizada a identificagcdo das bandastéicas significativas, em relacdo a
densidade Optica relativa e a frequéncia. A caeiapia provocou uma alteracdo na
protebmica do liquido endometrial, caracterizada pamento e diminuicdo na densidade
Optica relativa e na frequéncia de proteinas da égsida da inflamacédo, com as maiores
alteracdes observadas quando a corticoterapia diicada na presenca do processo
infeccioso. A infusdo d&treptococcus zooepidemicpiovocou alteragcdes na protedmica
do liquido endometrial, caracterizadas pelo aumentiminuicdo na densidade Optica
relativa e na frequéncia de proteinas da fase adgmdaflamacéo. Os resultados do estudo
indicam que a corticoterapia provoca alteracdesaiigicas no endométrio equino, ndo
apenas como depressiva, mas estimuladora da dé&jeal através de uma acdo
imunomoduladora. No terceiro artigo, foi realizaaladeterminacdo da concentracdo de
oxido nitrico, ndo sendo observada diferenca saatifa nos quatro tratamentos. Portanto,
a corticoterapia provoca alteragdes protedmicdgnao endometrial de éguas suscetiveis
em estro, onde a presenca de um estimulo inflamatausado pela infusdo intrauterina
bacteriana induz a uma maior alteracdo, do quesé@naia. A infec¢cdo do lumen uterino
provoca alteracdes protedmicas no liquido endoatedria corticoterapia néo influencia a
concentracdo de Oxido nitrico de éguas em estro.
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Palavras-chave endometrite, glicocorticéide, proteinas da fageda, eletroforese bi-
dimensional, espectrometria de massa, 6xido nitrico
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE ENDOMETRIAL FLUID OF MARES SUSCEPTBLE TO
ENDOMETRITIS: EFFECT OF CORTICOTHERAPY
Thesis

Author: Caroline Antoniazzi Wolf
Adviser: Rodrigo Costa Mattos

Co-Adviser: Maria Inés Mascarenhas Jobim

The modulation of the equine uterine inflammat@gponse recieves much attention, due
to an immunological disorder, which appears to happn a population of mares,
classified as suscetipble to endometritis. The airthis study was to verify the effect of
corticotherapy applied in the presence and in theemce of uterine inflammation on the
proteomics and nitric oxide concentration of thel@metrial fluid of mares susceptible to
endometritis. Mares were synchronizedth 5 mg prostaglandin £ and after the
observation of the signs of estrus were submittedotir treatments. The first was the
Control, which did not recieve any kind of treatmdrhe second was the GC, where mares
recieved the administration of a glucocorticoidckdl2 hours, for three consecutive days.
The third was the Infected, where mares receiveth@@auterine infusion of Streptococcus
zoopepidemicus (1xenL) and the fourth was the GC + Infected, whereemaeceived
the administration of glucocorticoid and intrautee infusion as described above. Twelve
hours after the end of each treatment, pure endamhéluid and uterine flushings were
collected for proteomic analysis and nitric oxidetefrmination, respectively. The first
article reports the preliminary data of the protecnanalysis, where protein band counts
were done, being observed 33 protein bands in ©gréd in GC, 51 in Infected and 72 in
GC + Infected. Corticotherapy can induce the app@ae of a higher number of protein
bands, because the gels with the highest counte wweithe treatments where it was
applied. In the second article, the identificatiminthe significative protein bands was done,
regarding the relative optic density and frequenCyrticotherapy provoked an alteration
in the endometrial proteomics, characterized byiramease and a decrease on the relative
optic density and frequency of inflammatory acuteage proteins, with the major
alterations observed when corticotherapy was applie the presence of an infectious
process. Streptococcus zooepidemicus infusion geovalterations in the endometrial
fluid proteomics, characterized by an increase ardecrease on the relative optic density
and frequency of inflammatory acute phase proteéResults from this study indicate that
corticotherapy provokes immunological alterationghe equine endometrium, not only as
depressor, but enhancer of local defense, throughnamunomodulatory action. In the
third article, the nitric oxide concentration wastdrmined, with no significative diference
observed in the four treatments. So, corticothenamyokes alterations in the proteomics
of the endometrial fluid of susceptible mares inruss where the presence of an
inflammatory stimulus caused by intrauterine baieienfusion induces a major alteration,
than the absence. Uterine lumen infection provale=rations in the proteomics of the



endometrial fluid and corticotherapy does not ieflige nitric oxide concentration in mares
in estrus.

Keywords endometritis, glucocorticoid, acute phase prosintwo-dimensional
electrophoresis, mass spectrometry, nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

A modulacdo da resposta inflamatéria uterina recleastante atencdo nos
altimos tempos (FUMUSO et al., 2007), uma vez qustudcbios neste fendmeno
fisiologico ocorrem em uma populacdo de éguas dribaem para 0 insucesso
reprodutivo desses animais (ZENT et al., 1998)a Pamto, a corticoterapia foi proposta
(DELL’AQUA Jr. et a., 2006; PAPA et al., 2008). @Bcocorticoides participam de
varias atividades fisiologicas, mas sdo mais cddbscpelos seus efeitos anti-
inflamatdrios potentes (LECOQ et al., 2009). Nacaatd, efeitos pré-inflamatérios tém
sido atribuidos, o que torna o mecanismo de acétesl@gentes muito complexo. O
tempo e o contexto de exposicao celular € quededierminar se a acao sera inibidora
ou estimuladora (GALON et al., 2002).

A corticoterapia prévia a cobertura tem sido carsida eficaz ao controlar a
resposta inflamatoria uterina de éguas suscetiveisdometrite, proporcionando uma
melhora nas taxas de prenhez (DELL’AQUA Jr. et2806; PAPA et al.,, 2008) e
melhor qualidade do liquido intrauterino (BUCCAakt 2008). Entretanto, Vandaele et
al. (2010) né&o verificaram influencia da corticafga sobre as taxas de prenhez,
quando aplicada antes e depois de inseminacaiaialtif

A endometrite é a causa mais comum de infertilidade égua
(NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999) e representa grarmk¥da econdmica para
os criadores de animais da espécie equina. Pqrassoproblema reprodutivo tem sido
muito estudado por varios pesquisadores (LIU et H)86; ZENT et al.,, 1998;
ALGHAMDI et al., 2001; CAUSEY et al., 2006; LEBLANE! al., 2007; NIELSEN et
al., 2010). A ampla variedade de estudos incluelel@s conhecimento detalhado da
fisiopatologia da endometrite (TROEDSSON, 2006; BEHBERGER et al., 2008),
assim como diversas formas de tratamento (GUTJAHR,2000; LEBLANC, 2003a)

e técnicas de diagnostico (NIELSEN, 2005). No dotaa eficiéncia reprodutiva das
eéguas melhorou relativamente pouco (METTE et @102 considerando o foco da
pesquisa, uma vez que a causa da suscetibilidadiews sem ser esclarecida.

Acredita-se que a limpeza uterina é fundamental paucesso da resolucdo da
endometrite, sendo a contratiidade uterina nedesspara que iSSO ocorra
(NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1999). As éguas suscetsvpossuem a contracao
miometral deficiente e acumulam liquido intrautere consequentemente, os produtos
da inflamacdo (ALGHAMDI & TROEDSSON, 2002). Dentestes produtos esta o
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oxido nitrico, uma molécula de sinalizacdo celutare dentre outras acdes, causa o
relaxamento da musculatura lisa (RODEBERG et 8B5). Este mediador inflamatorio
tem sido sugerido como um dos fatores que predispie atraso na limpeza uterina,
pois prejudica a contracdo miometral (ALGHAMDI &t 2005). Acredita-se, também,
gue as éguas suscetiveis possuem o sistema imenm@udesequilibrado, diferente do
das resistentes, entretanto pouco se sabe solae difdgrencas. Com a finalidade de
elucidar as alteracbes locais que ocorrem na ertdtanea composicao do liquido
endometrial tem sido estudada (MALSCHITZKY et aD03; METTE et al., 2010). Foi
demonstrado que existem diferencas imunolOogicase eats éguas resistentes e
suscetiveis (FUMUSO et al., 2003) e que a admagaty de um imunomodulador reduz
essas diferencas (FUMUSO et al.,, 2007). Foi demadhst também, que a
corticoterapia reduz a formacdo de Oxido nitrico diferentes tipos celulares
(WALLERATH et al., 1999; WALKER et al., 1997; SHINQA et al., 2003).

A hipétese deste estudo € que a corticoterapicaaams alteragdo no ambiente
uterino da égua suscetivel, previamente a cobenardicada através de modificacbes
na composicao protéica e na concentracado de Okidoomo liquido endometrial e que
estas modificagBes sdo responsaveis por uma melbatasempenho reprodutivo.

O presente trabalho teve por objetivo verificarfete da corticoterapia sobre a
protedbmica e a concentragdo de Oxido nitrico naidim endometrial de éguas

suscetiveis a endometrite, na presenca e na aasEnam processo infecioso.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Inflamacéo

A inflamacéo é a resposta do organismo frente aagressao (ROBBINS et al.,
1999), que corresponde a uma série complexa déaedBAUMANN & GAULDIE,
1994). O préprio tecido lesado inicia a respost8@S et al., 2006), com aumento da
permeabilidade vascular e migracdo das célulasfbsa, os leucdcitos, e termina com
a reparacao do tecido lesado ou a formacdo desEbfGRANSHAW & GRIFFITHS,
2003). E um mecanismo de magnitude variavel e esdepara a protecdo do
organismo (SANTOS JUNIOR, 2003), pois controlaaaisa lesdo (ROBBINS et al.,
1999), de modo que os componentes do sistema dsadedbmo as imunoglobulinas, o
sistema complemento e os leucdcitos atinjam o kdaalgressao (WHITE, 1999). Estes
componentes de defesa sdo, normalmente, encontemaddsaixas concentragdes nos
fluidos teciduais, em comparacdo as suas concéefata circulacdo sanguinea. As
imunoglobulinas ndo conseguem transpor a barreidmtelial por serem moléculas
maiores e, dessa forma, os mecanismos da rea¢amandria facilitam a marginacao
desses fatores até a regiao afetada (WHITE, 1999).

O tecido lesionado libera substancias de baixo pestecular, que sé&o os
metabdlitos do acido aracdoénico: as prostaglandipak;, D, e k), 0s tromboxanos e
os leucotrienos (BAUMANN & GAULDIE, 1994), que séarmesponsaveis pelas
alteracbes iniciais do processo inflamatério. Asotaglandinas promovem a
vasodilatacdo (BAUMANN & GAULDIE, 1994), com aumentla permeabilidade
vascular, contracdo da musculatura lisa, agregégftaquetas e a degranulacao celular
(WHITE, 1999). O tromboxano Aé responsavel pela vasoconstricdo e os leucosrieno
B4, C4, D4 € B pela quimiotaxia de células fagocitarias e co@dimaga musculatura lisa
(BAUMANN & GAULDIE, 1994). A reacdo inflamatdria élassificada em aguda e
cronica, de acordo com a severidade e duracao (ROBBt al., 1999).

2.1.1 Resposta inflamatéria aguda

A inflamag¢do aguda inicia imediatamente apOs arimj@ apresenta cinco
caracteristicas basicas: calor, tumor, rubor, dperla da funcdo (ROBBINS et al.,
1999). Ocorre uma dilatacao dos vasos da regidadafeo que resulta em um aumento
do fluxo sanguineo para o local. Com isso, ocanreemto da permeabilidade vascular
(BAUMANN & GAULDIE, 1994), a qual faz com que exttase exudato para o tecido
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agredido com a formacéo de edema (METCALFE et1897). Juntamente, ocorre o
aporte de leucécitos, dos quais 0s neutrofilos asi@rimeiros a transpor a parede
vascular, devido a maior mobilidade no sangue.xa tie mobilidade dos neutrofilos é
de 7-11w/min (GALKIN et al., 1997), mas pode chegar a ntls30u/min, nos casos
de lesao tecidual (ZIGMOND, 1977).

A defesa inicial do organismo é chamada de resplasfase aguda e ocorre em
resposta a um estimulo como trauma, queimaduracgéad, cirurgia, neoplasias,
desordens imunoldgicas ou qualquer dano teciduagenal (GRUYS et al., 2006). A
resposta da fase aguda é um evento fisiolégicd@ndoco e complexo de reagdes,
altamente organizado, visto logo apds a exposicdoma fator desencadeador
(SUFFREDINI et al., 1999; PETERSEN et al., 2004\ et al., 2005a). Mudancas
sistémicas e metabdlicas no organismo ocorremspmséa aguda (SUFFREDINI et al.,
1999), devido a distarbios em sua homeostasia (GR¥tral., 2006). Tais mudancas
promovem uma defesa inicial ndo-especifica contagressor, até que uma imunidade
especifica seja adquirida (SUFFREDINI et al., 1999prmalmente, as alteracdes
sistémicas sdo distantes da agressao inicial e lvamo varios oOrgaos, todos
programados para eliminar o antigeno agressor (QER® PARRA, 2005).
Adicionalmente as alteracfes sistémicas, uma dérateracdes pode ser observada no
laboratério (GRUYS et al.,, 2006). Dentre os var@&ntos que ocorrem como as
ativacbes do sistema complemento, da migracdo didaseéinflamatorias e de
imunoglobulinas, ocorrem também a liberacdo decicite e uma alteracdo na
concentracdo de varias proteinas plasméticas (MACK2000; PETERSEN et al.,
2004).

2.1.1.1 Neutrofilos

Os neutrofilos sdo a primeira linha de defesa damismo contra a invasao de
micro-organismos (LEE & GRINSTEIN, 2004). S&o catul polifuncinais,
caracterizadas por mobilidade e secrecdo. A ativagineutrofilos estd associada a
geracao de superoxidos e degranulacdo (GALKIN.efi@B7). A principal funcdo dos
neutréfilos € devido a sua capacidade em engloatirgpnos, através da fagocitose
(LEE & GRINSTEIN, 2004) e ao complexo armamenta&yi® possuem para eliminar
tais patdogenos. Os neutrofilos estimulados gerara tede de fibras extracelulares
bactericidas, que se liga a bactérias gram-posigvgram-negativas (BRINKMANN et

al., 2004). Tais ferramentas antimicrobianas inuolwe producdo de radicais livres de
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oxigénio, proteinas e enzimas liticas (LEE & GRINEY, 2004), como a elastase
(BRINKMANN et al., 2004), que danificam a membramérobiana. Estas enzimas
estdo guardadas em granulos, que se fundem conoleadagociticos, liberando o
conteudo (LEE & GRINSTEIN, 2004).

Os neutréfilos devem ser atraidos para o localgtasado, através de fatores
quimiotaticos, aderirem a parede endotelial e afsar o endotélio vascular
(BAUMANN & GAULDIE, 1994). Para que os neutrofilogalizem a fagocitose, as
moléculas estranhas precisam ser reconhecidasaegpar sejam inativadas precisam
fixar-se a receptores circulantes, que desencadeiegsposta (BERLOT et al., 2007).
Esta tarefa € realizada por dois sistemas distintess que operam em conjunto:
(COHEN, 2002; MEDZHITOV & JANEWAY, 2000) o sistemeomplemento e o
sistema reticuloendotelial, que corresponde aslaliagocitarias (BERLOT et al.,
2007). O numero de receptores presentes na supedés células fagocitarias é
determinado geneticamente e, apesar de suficiefibepode atingir a ampla variedade
de antigenos microbianos (BERLOT et al., 2007)tdPdo, um sistema mais flexivel &
necessario para vencer todos os agentes e substéns entram em contato com o
hospedeiro. Este mecanismo, conhecido como imuaidathuirida, devido a sua
capacidade em adaptar-se aos antigenos em constadémca, envolve 0s anticorpos
(BERLOT et al., 2007).

2.1.1.2 Imunoglobulinas

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglohsilisdo secretados por
plasmdcitos, derivados de linfécitos B (BERLOT let 2007). Existem cinco classes de
imunoglobulinas, as classes G, A, M, E e D. A ddg& é considerada a de estrutura
prototipica e consiste em uma molécula em form#,dmnstituida de duas cadeias de
peptideos idénticas, uma cadeia pesada e uma dadeiaAmbas as cadeias reagem
com o antigeno e ativam varios componentes donsistenune desencadeando a
resposta, que pode ser a fagocitose, a citotoxieidaediada por anticorpo e a lise
mediada por complemento. A IgG pode sofrer modjfies conformacionais, de acordo
com a variabilidade do antigeno (BERLOT et al.,72200

As imunoglobulinas séo transdutores bioquimicoszeg de reconhecer micro-
organismos invasores (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000ppsonizar bactérias, que
faz o reconhecimento pelas células fagocitariasMIDISON, 1993) diretamente ou

através da cascata de complemento e neutralizexatokacterianas (MEDZHITOV &
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JANEWAY, 2000). Algumas outras possiveis acdes basnoglobulinas sdo a
modulagdo de citocinas, através da diminuicdo dasnflamatodrias e do aumento das
anti-inflamatérias e a modulacdo da cascata de lerngmto (WERDAN, 1999;
WERDAN, 2001). A ativacdo do sistema complementh&ve para a amplificacdo da
resposta imune (ANDOH et al., 1995).

2.1.1.3 Complemento

O sistema complemento promove uma defesa multédaetontra as infeccoes.
Depois de ativado, o complemento pode eliminar éxororganismos, através da
opsonizacao ou matar diretamente, através dadiséngasores (TOMLINSON, 1993).
Os produtos da ativagcdo do sistema complementoéi@miromovem uma resposta
inflamatodria e estdo envolvidos na inducdo e madwala resposta imune, que leva a
producdo dos anticorpos (TOMLINSON, 1993). O cometo interage com 0s
anticorpos (MILETIC & FRANK, 1995), que desencadeia cascata de ativacdo do
complemento. A fagocitose dependente de compleneméalizada pela interacdo do
complemento com recepores presentes nas célulasitiagas. O principal ligante é o
complemento C3b com o receptor CR1 (KRYCH et &92).

O sistema complemento também possui a importantedtu de remover
imunocomplexos da circulagdo e pode ligar-se alaglapoptépticas, ajudando a
elimina-las do tecido. Se o complemento falha naspecto, pode haver a indugcéao de
uma reacao autoimune (CHEN et al., 2010). Na inolwid inflamacdo, o sistema
complemento ativa o endotélio, aumenta a permeabi§i vascular e induz a expressao
de moléculas de adeséao e citocinas e promove otaeeento de células inflamatérias
(CAVAZZANA et al., 2007).

O principal determinante da viruléncia dos patdégeBoa presenca de um
polissacarideo capsular, que confere resisténcifagacitose, possivelmente, por
interferir na interagdo com o receptor (TOMLINSQI93). A fagocitose da maioria
dos organismos encapsulados requer anticorpo @iplemento, que promovem a
ligacdo e ingestdo desses organismos (TOMLINSOR3)Y19s complementos C3b e
Cbha podem elicitar a sintese de algumas citocigas, por sua vez aumentam a
fagocitose dependente de complemento. A citocintar Fde Necrose Tumoral alfa
(TNF-0) pode neutralizar o efeito inibidor da capsulapdéssacarideo, embora esse

mecanismo nao seja conhecido. Sugere-se que asor@ainducdo, por parte desta
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citocina, de um aumento na expressao de recegtarascomplemento (COLLINS &
BANCROFT, 1992).

2.1.1.4 Oxido Nitrico

O Oxido nitrico € um radical livre gasoso (FREANakt 1997) de tamanho
pequeno, 30 Da (SAXENA et al., 2000), que esté kidm na regulacdo de varios
processos fisiologicos (FANG et al., 2007) e paimds (RODEBERG et al., 1995).
Esse gas é sintetizado por varias células mamif(R&DEBERG et al., 1995),
incluindo as inflamatérias como os macrofagos etrdgélos (ALGHAMDI &
TROEDSSON, 2002). A producdo do oOxido nitrico oeomom a oxidagdo do
aminoacidoL-arginina (RODEBERG et al., 1995; STUEHR, 1999awaés da acéo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS). A sintase NQfverte o terminal do grupo
guanidina doL-arginina em oOxido nitrico (RODEBERG et al., 199kxistem trés
isoformas desta enzima, de acordo com a expressalelas especificas: a neuronal
(nNOS), a endotelial (eNOS) e a induzivel (INOS) pitocinas (ROBBINS et al.,
1999), embora a expressdo nao seja limitada a éss@iizacoes (DAFF, 2003). A
INOS, primeiramente descrita em macréfagos, é idduzor citocinas e endotoxinas e
produz grandes quantidade de éxido nitrico, poah(EKERHOVD et al., 2000).

O Oxido nitrico, produzido e liberado no processflamatorio, possui uma
meia-vida bastante curta, de 3 a 5 segundos epé&armente, neutralizado pela
hemoglobina, azul de metileno e superoxidos (RODEBEet al., 1995). Além da
inflamacédo (EKERHOVD et al., 2000), outras funciie®ldgicas do oxido nitrico no
organismo mamifero estdo a participacdo na defesad, na neurotransmissdo, na
coagulacdo (RODEBERG et al., 1995) e na mediacéadmnlss vascular (RODEBERG
et al., 1995), causando o relaxamento da muscalatisa (ALGHAMDI &
TROEDSSON, 2002). Pensava-se que somente a alie#ilcera responsavel pela
vasodilatacdo (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Porém,acetilcolina € apenas
um dos agonistas que se liga a receptores presadalulas endoteliais e libera uma
substancia difundivel, denominada de fator relaxawnkerivado do endotélio
(RODEBERG et al.,, 1995). Em alguns dos primeirdatos do 6xido nitrico, foi
demonstrado que este gas mimetiza os efeitos dorédaxante, pois ambos possuem a
meia-vida de 3 a 5 segundos, sdo inibidos por asigeréxido e hemoglobina e
aumentados pela enzima superoxido dismutase, sdgeque eles sdo a mesma

molécula responséavel pela vasodilatacdo. (IGNARRG@Il.e 1987; PALMER et al.,
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1987). O 6xido nitrico € descrito como uma dasqipeis moléculas de sinalizagdo
intra e intercelular (RODEBERG et al., 1995).

2.1.1.5 Citocinas

As citocinas sdo mediadores inflamatérios produzjglr quase todas as células
nucleadas. Sao secretadas, primeiramente, por fagosdativados ou em resposta a um
dano local e entdo séo lancadas na corrente saag(VEBEL et al., 1997). Existem
18 citocinas, com a denominacado de interleucinhg. (Algumas como o TNFe
mantiveram a denominacao bioldgica original (DINARD, 2000).

As citocinas agem juntas, através de caminhos piastie concomitantes,
passando da corrente sanguinea para varios orly@od2assuem efeito local sobre as
células ao redor da agressao adicionalmente a®f@gtémicos (SUFFREDINI et al.,
1999). As citocinas sao proteinas pequenas, néatastis, com peso molecular de 8 a
40 kDa (DINARELLO, 2000), que agem como menssagesrare o local da agressao e
0s hepatdcitos responsaveis pela sintese de @stittamatorias (PETERSEN et al.,
2004).

Algumas citocinas promovem a inflamagdo e sdo cHamade pré-
inflamatorias, enquanto que outras inibem a acdolttanas e sdo chamadas de anti-
inflamatorias. As principais citocinas pré-inflarbads séo a IL-f e TNF«, devido a
ocorréncia nos locais da inflamacéo e a capacidadenduzir a resposta inflamatoria
(ELLURU et al., 2006). A IL-B induz, principalmente, a IL-6, mas também a IL-8,
TNF-a e a ela mesma (ELLURU et al., 2006). As IL-4, L4 IL-13 sdo potentes anti-
inflamato6rias e inibem os genes das citocinas mitérmatorias IL-1 e TNF Os
interferons (INF-)a, B e y possuem atividade antiviral e sdo ativadores tldaseT
citotoxicas. O INF¢ é considerado uma citocina pro-inflamatoria, paisnenta a
atividade do TNFx (DINARELLO, 2000). A IL-8 é quimioatrativa para utedfilos
(NEVES et al.,, 2005; ZERBE et al., 2003) e ativalegranulacdo (DINARELLO,
2000). A IL-1 e TNFe também induzem moléculas de adesédo endoteliags,sga
essenciais para a adesdo de leucocitos a superfideelial, antes da migracdo para os
tecidos.

Todas as citocinas estdo em equilibrio, que detem&i o andamento da
condicdo. Portanto, a suscetibilidade a doencastérmdinada pelo equilibrio da
expressdo dos efeitos das citocinas pro-inflanadorie anti-inflamatoérias
(DINARELLO, 2000).
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2.1.1.6 Proteinas da fase aguda

As proteinas da fase aguda (APP) sdo uma familiammpl®ximadamente, 30
proteinas plasmaticas (BANKS et al., 1995) derigada figado (HULTEN et al.,
1999). Um evento distinto da inflamacdo € o aumeardosintese hepética dessas
proteinas, caracterizado por uma resposta agutisiqgadPETERSEN et al., 2004). Em
resposta a infec¢do, essas proteinas sdo rapidalitesradas na corrente sanguinea e
suas concentracdes plasmaticas variam em, pelosn@b®o durante a inflamacao
(CRISMAN et al.,, 2008). As APP, cujas concentrac@snentam no processo
inflamatorio sdo chamadas de APP positivas. A egdid hepética destas proteinas esta
associada ao decréscimo da sintese de outrasnaofgbsmaticas, as chamadas APP
negativas (GRUYS et al.,, 2006). A producdo locad é&&P por células de 6rgédos
envolvidos esta em progressivo avanco cientifioalatente (CRISMAN et al., 2008).

Um primeiro desafio na medicina envolve a detecedmonitoramento da
inflamacé&o, pois o reconhecimento da inflamacé&olddo ela inicia € essencial para
desenvolver um tratamento eficaz. A inflamacéo pagsa despercebida ou que néo
apresenta algum sinal clinico, resulta em infecgémclinica e prejudica o crescimento
e 0 desempenho (CRISMAN et al.; 2008). Por isgmesqjuisa por marcadores iniciais
da presenca de inflamacao tem sido o foco da nmedi@terindria (MURATA et al.,
2004; GRUYS et al., 2005a) e humana (BLANCO et28(8; ZSILA, 2010). O valor
diagndstico das APP é obtido através da medicaoaliesacdes nas concentracdes
(CRISMAN et al., 2008) muito uteis, pois podem cssazar a resposta inicial do
hospedeiro (HODGSON, 2005), avaliastatusgeral da saude animal (HEEGAARD et
al., 1998) e o periodo pos-operatorio (DABROWSKalet 2009) e detectar a presenca
e a progressao de doencas infeciosas e determipergodstico e o diagnéstico das
doencas. A medicdo das APP pode, adicionalmenteitonar a resposta do hospedeiro
junto a terapia e pode ser indicadora de stressagdo vacinal em vérias espécies
animais, como equinos (ANDERSEN et al., 2005; MIRLEt al., 2005; CRISMAN et
al., 2008) caninos, felinos (CERON et al., 200%)ines (CHAPINAL et al., 2005;
LLAMAS et al., 2005), bovinos (BACH et al., 2005,SCOMBE & COLDITZ, 2005)
e humanos (ZSILA, 2010). As APP sao ferramentas iin@is que as citocinas, pois as
ultimas desaparecem da circulagdo em poucas hergeanto que a concentracao das
APP permanece alterada por 48 horas, apés quastietulo (GRUYS et al., 2006).

A producao das APP pelos hepatocitos (BELL et18198) inicia por estimulo
das citocinas IL-1, IL-6 e TNk-(PETERSEN et al., 2004; NIELSEN et al., 2005),
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produzidas no local da inflamagédo (BELL et al., &9%m todos os mamiferos, a
regulacdo da expressdo dos genes das APP é mediadssas citocinas (LYOUMI et
al., 1998). Em humanos, as proteinas haptoglopnaéeina C-reactiva, amildide sérica
A, ua-glicoproteina acida e complemento C3 séo regulpdi@s citocinas IL-1 e TNE-
(BANKS et al., 1995; LYOUMI et al., 1998) ou porrabinagdes dessas citocinas com
a IL-6 e glicocorticoides. Outras como o fibrinogéno;-antiquimiotripsina eo;-
antitripsina sao reguladas pela IL-6 e glicocortleé (BANKS et al., 1995; LYOUMI
et al., 1998). Porém, a IL-6 € a principal citocinee aparece envolvida na inducéo das
APP, com contribuicdo das citocinas IL-1 e TWMBANKS et al., 1995; CHARLES et
al., 1999; MULLER et al.,, 2002). De forma semellearém ratos, o gene da-
glicoproteina acida é induzido pelas IL-6, IL-1lie@rorticéides, enquanto que o gene
paracz-macroglobulina responde a IL-6 ou fator inibiderlducemia e glicocorticéides
(GABAY et al. 1996). Em bovinos, a haptoglobinanéuzida pela IL-6 (YOUNG et al.,
1995). Em equinos, a IL-6 € a principal citocina gstimula o figado a produzir as
APP (CRISMAN et al., 2008), mas também héa a acatiLdae TNFa (HULTEN et
al., 2002). Porém, a combinacado de citocinas pexdeféito estimulador ou depressivo.
Por exemplo, a proteina amiléide sérica A geralmeatuer IL-6 e IL-1 ou TNles;
enquanto que a IL-1 e TNk+ibem a inducgéo de fibrinogénio pela IL-6.

Os glicocorticéides possuem efeito regulador s@bproducdo das APP pelas
citocinas, enquanto que a insulina, por exemployméhorménio que pode inibir a
producdo de algumas APP (GABAY & KUSHNER, 1999). @kcocorticoides
potencializam os efeitos das citocinas sobre amedti para a producdo das APP
(CRISMAN et al., 2008) sozinhos (BAUMANN et al., &9 ou em sinergia com as
citocinas (HERMOSO et al., 2004; PEREZ et al., 3q08r item 2.2, pagina 47).

A resposta protéica aguda € benéfica ao orgango®as APP sdo associadas a
funcdes de defesa, desenvolvimento, alteracéo u@ci(lGRUYS et al., 2005a) e
restauracdo da homeostasia (CRISMAN et al., 200@ntre as funcdes estao ativacao
de complemento, opsonizacdo de micro-organsimaspg@&o de restos celulares e
radicais livres (GRUYS et al., 2006), coagulac@tariridlise (GABAY & KUSHNER,
1999) e inibicdo de proteases neutrofilicas (BANK@I., 1995; GRUYS et al., 2006).
Por isso, a resposta aguda protéica é criticagparlamacao e cicatrizacdo e também
possui acao anti-inflamatoria, que atenua a infE@EOdCRISMAN et al., 2008), quando
necessario. A tabela 1 (pagina 35) demonstra asipais APP e suas funcbes mais

importantes, envolvidas no processo inflamatorio.
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2.1.1.6.1 Classificagao das APP

A variagcdo na concentragdo das APP positivas etimagaaparece em tempo
variavel, com o surgimento da resposta aguda (LYOEMI., 1998). Dentro das APP
positivas, existe uma subclassificacdo, em positiveaiores e positivas moderadas
(HULTEN et al., 2002).

As APP positivas maiores apresentam as seguinteactedsticas: (a)
concentracdes baixas ou indetectaveis no plasmandieiduos sadios; (b) suas
concentracdes aumentam, rapidamente, muito acim@ dezes na resposta aguda; (c)
expressam uma variacdo dindmica ampla; (d) deanés@pido na concentragdo com a
resolucdo da doenca e (e) infec¢Bes secundariasarasem aumento na concentragdo
(CRISMAN et al., 2008). As APP positivas moderadgggesentam as seguintes
caracteristicas: (a) estdo sempre presentes nmglds individuos saudaveis; (b) suas
concentracbes aumentam de 1 a 10 vezes no proodssoatério e (c) a resposta é
geralmente mais lenta, demora dias a semanas yraentar, atingir o pico e voltar aos
valores basais (CRISMAN et al., 2008).

As APP negativas estdo, normalmente, presentesmosis sadios, mas suas
concentracdes irdo decrescer, em relagdo a respgsta (TOUSSAINT et al., 2005),
porque o figado necessita de aminoacidos para grods proteinas positivas e isso
ocorre a custa das negativas (CRISMAN et al., 2008)

Nos equinos, a proteina amiloide sérica A € a ugisa preenche todos o0s
critérios de positiva maior (CRISMAN et al., 2008JLTEN et al., 2002), chegando,
algumas vezes, a aumentar até mil vezes a cong@&ofrapos dano tecidual (HULTEN
et al., 2002). As proteinas haptoglobina, fibrinigéa;-glicoproteina acida e proteina
C-reativa sdo consideradas positivas moderadasmiiiee de APP negativas séo
albumina, apolipoproteina A-1, transtiretina e $farrina (GRUYS et al., 2006). A
transferrina, no entanto, pode ser considerada AMRBR positiva (THOMAS &
SCHREIBER, 1989).

As APP sao divididas em 6 fracOes, de acordo coperbl sérico: albumina
(que corresponde a 50% do totad)-globulinas, a,-globulinas, Bi-globulinas, -
globulinas e y-globulinas. Importantes a-globulinas incluem  antitripsina,
ceruloplasmina, amildide sérica A e haptoglobinAKEKO, 1997). AsB-globulinas
incluem fibrinogénio (CERON et al., 2005), C3, @4nsferrina e proteina C-reativa e
asy-globulinas incluem as imunoglobulinas IgG, 1gAgdll (KANEKO, 1997).
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2.1.1.6.20-antitripsina

A og-antitripsina (AAT) é uma glicoproteina de 394 aodicidos, com,
aproximadamente, 52 kDa. E responséavel por ma@0te da capacidade inibitéria de
proteases presentes na circulacdo (TRAVIS & SALVESEI83). A AAT pertence a
familia das serpinas (enzimas inibidoras de pre®as dentre elas é a mais abundante
encontrada no sangue (GETTINS, 2002). A sua prahdincdo € neutralizar/inibir,
atraves da formacéo de complexos, a atividade datassproteases, liberadas durante o
processo inflamatorio, pelas células de defesa rdanssmo, principalmente, pelos
neutréfilos (CHURG et al.,, 2001; HADZIC et al., )0 As principais proteases
inibidas pela AAT sao a tripsina, a proteinase&Batastase, liberadas pelos neutrdéfilos
(CRYSTAL, 1989; TRAVIS & SALVESEN, 1983). A AAT épredominantemente,
expressa por hepatocitos, mas também é sintetigadacretada por macrofagos e
células intestinais e epiteliais (ZSILA, 2010). exdicbes em sua molécula podem
comprometer sua atividade e reduzir a funcionaéd&mn humanos, existe uma doenca
genética, na qual as pessoas apresentam deficidaci@AT. Ocorre a expressao
anormal desta proteina que tende a polimerizadiggendo a doencas pulmonares e
hepéticas. Ocorre deposi¢cdo de AAT nos hepatéeitdisninuicdo de sua liberacdo na
corrente sanguinea (BLANCO et al., 2008; LAURELLE®RIKSSON, 1963; HADZIC
et al., 2006). Ha anos, foi observado que fragnsedéocolageno e elastina (produzidos
por acdo proteolitica) eram quimioatrativos (SENI@Ral., 1980; SENIOR et al.,
1989). Foi esta observacdo que sugeriu que o campletiprotease e seu substrato
agem, ndo so impedindo diretamente a acdo prateglihas também prevenindo o
influxo de células inflamatorias por impedirem anfacdo de fatores quimiotaticos
(CHURG et al., 2001). Independentemente de sua iagdidora de proteases, a AAT
esta implicada no processo inflamatorio e defesahapedeiro. Ela é uma APP
positiva, cuja funcdo é muito importante, pois alden defesa, ajuda a restaurar a
homeostase do organismo hospedeiro (TILG et @3Y1WNo trabalho realizada vitro
por Hadzic et al. (2006) foi observado que a AAibiina proliferacdo de células B e a
liberacédo de IL-6.

Estudos com modelos em camundongos demonstraré@it@ anti-inflamatoério
da AAT, como diminui¢cdo do infiltrado celular (CHGRet al., 2001; LEWIS et al.,
2005; NITA et al., 2005), da expressao de mediadpré-inflamatérios (LEWIS et al.,
2005) e quimiotaticos (CHURG et al., 2001; NITAakt 2005) e liberacdo de outros

componentes inflamatérios, como O6xido nitrico e éunolas de superficie de
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histocompatibilidade classe (MHC-) Il (LEWIS et,&005). O tratamento adjunto com
AAT é benéfico para pacientes submetidos a transggaque permanecem intactos, até
a producdo de anticorpos contra AAT (LEWIS et2005). A terapia acima de 30 dias
com AAT induz uma imunotolerancia especifica (@dulT reguladoras) aos
transplantes (LEWIS et al., 2008) e aumento nogiside IL-10 e antagonista de
receptores para IL-1 (IL-1Ra) e diminuicdo na egpé® de mediadores pro-
inflamatdrios. A AAT também apresenta atividadeitmuteriana, através da ligacao
com proteinas enteropatogénicas como as secrgtatladactéricEscherichia colie
reduz, consideravelmente, a hemolise mediada per(EINAPPTEIN et al., 2004) e a
letabilidade de endotoxinas bacterianas (JIE e28D3) e do TNFe (LIBERT et al.,
1996).

Em cavalos, a AAT pode ser utilizada como marca#osobrecarga de treino,
pois ela é, provavelmente, liberada para protegeciodo muscular, uma vez que sua
concentracdo aumenta em cavalos submetidos a @remicessivo, mas ndo apos
treino normal (BOUWMAN et al., 2010).

2.1.1.6.3 Amildide A sérica

Amiléide A sérica (SAA) é uma das principais prots positivas maiores da
resposta aguda (ECKERSALL, 2004; HEEGAARD et alQ0%2 SELLAR &
WHITEHEAD, 1993), em varias espécies animais, cdroeinos (HUMBLET et al.,
2005), ovinos (WINTER et al., 2005), felinos (PALMNRERI, 2005) e equinos
(ANDERSEN et al., 2005; CRISMAN et al., 2008; HULNIEet al., 1999). A SAA é o
maior marcador inflamatério tanto em potros, quamtocavalos adultos (HULTEN et
al., 1999). A SAA é um precursor da proteina améoiA (AA), uma proteina
depositada em varios orgaos, na amiloidose sedandar SAA é uma proteina
pequena, de 15 kDa (CERON et al., 2005), sintedizant hepatocitos e também pelas
células epiteliais mamarias, quando estimuladas jpebducdo de citocinas pro-
inflamatorias (BERRY et al., 2005). E uma apolifmpia hidrofébica, que forma um
complexo com lipoproteinas de alta densidade (CERCAN, 2005), como o HDL.

A SAA aumenta mais de 100 vezes, rapidamente, ip@$a, inflamacdo ou
infeccdo (HULTEN et al., 1999). Ela pode ser utitla como marcador de inflamacéo e
infeccdo local (BERRY et al., 2005) ou sistémicdPFERSEN et al., 2005). Dessa
forma, sua utilizacdo € muito util para diagnostisafermidades em estagios iniciais e

infecgBes subclinicas (PETERSEN et al., 2005), ppessar de a resposta neutrofilica
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inicial ocorrer antes do aumento da proteina, nbneate, ndo € mensuravel em curto
tempo. Por isso, a SAA é utilizada para detectstatus sanitario em diversas situacdes
e condicOes clinicas, como inflamacéo fisioldgiéa-parto (HUMBLET et al., 2005),
mastite (WINTER et al., 2005) e reacdes vacinalSERSEN et al., 2005).

2.1.1.6.4 Proteina C-reativa

A proteina C-reativa (CRP) € uma APP positiva (PARBt al., 2005;
SORENSEN et al., 2005), muito utilizada para maaitodoencas infecciosas e
inflamat6rias (HULTEN et al., 1999). No soro humaadCRP pode aumentar até 1000
vezes apOs um estimulo, embora algumas vezesdbseevado um aumento moderado
(BELL et al., 1998). Em animais, a CRP também étonutilizada para detectar e
monitorar diversas doencas, como linfomas em cBESGHKE & ECKERSALL,
2005), onde a concentracdo de CRP aumenta sigivifingente. Em porcos, a CRP
aumenta moderadamente e atinge o pico em até 8apids infeccdo bacteriana
(SYRENSEN et al., 2005). Em cavalos, a CRP néo & das principais APP, sua
cinética € semelhante ao fibrinogénio (YAMASHITAat, 1991), que apresenta uma
concentracdo alta em animais sadios e uma resfaodia e limitada apds estimulos,
com aumento moderado de 2 a 4 vezes o0 valor noempicos de 4 a 6 dias,
apresentando um declinio lento, na fase de rectf®ra

2.1.1.6.5 Haptoglobina

A haptoglobina (Hp) é uma APP positiva (HEEGAARD eak, 1998;
PETERSEN et al., 2004; PALLARES et al., 2008), cajonento da concentracdo &
considerado indicativo de inflamacao grave (FUERLAI., 2005).

A Hp é uma glicoproteina (YOUNG et al., 1995), mmamente produzida
pelos hepatdcitos, cuja sintese € estimulada meleeatracdo de hemoglobina (Hb)
livre no plasma (CRISMAN et al., 2008). Vérias atades biolégicas da Hp foram
descritas, tais como: acdo bacteriostatica, estinda angiogénese, papel no
metabolismo lipidico, efeito imunomodulador e igdm da atividade neutrofilica
respiratoria (PETERSEN et al., 2004). Porém, acjpal e mais conhecida ac¢do da Hp
é prevenir a perda de ferro, através da formacaordeomplexo estavel, a ligacdo com
a Hb no sangue (PETERSEN et al.,, 2004). A Hp lmasHb livre, liberada pela
hemolise (HEEGAARD et al., 1998), que além de ewvitgerda de ferro pelos rins,

evita a nefrotoxicidade causada pela Hb, que énfl@matoria (CERON et al., 2005).



29

Até que a capacidade de ligacdo da Hb esteja datundo ha excrecao renal de Hb. O
complexo Hp-Hb é rapidamente removido da circulacatravés do sistema
reticuloendotelial (YOUNG et al., 1995). Devidosza, a acao bacteriostatica da Hp,
provavelmente, deve-se a limitacao da disponildidde hemoferro para o crescimento
bacteriano (TAIRA et al., 1992a). Em humanos, a iHipe o crescimento de
Streptococcus pyogene@s vitro (DELANGE et al., 1998) e em bovinos foi sugerido
efeito imunomodulador (MURATA & MIYAMOTO, 1993), d&o a inibicdo da
blastogénese de linfécitos vitro. O efeito anti-inflamatério de Hp pode ser
considerado devido a protecdo dos tecidos contrdap®s causados por espécies
reativas de oxigénio e através da inibicdo da qutaria de granuldcitos e da fagocitose
(CERON et al., 2005; CRISMAN et al., 2008). A Hpnanta a protecdo contra
infeccdo bacteriana, possivelmente modificando spasta inflamatéria, através de
influéncia sobre o trafego de células e liberagdmeédiadores (HODGSON, 2005).
Embora, tenham sido observados aumentos de 50 avef¥s em bovinos
(YOUNG et al., 1995), camundongos (GODSON et #&96) e porcos (HODGSON,
2005; SORENSEN et al., 2005) a Hp € considerada Airfa moderada (HULTEN et
al., 2002), chegando a demorar até semanas par&udinsua concentracao
(HEEGAARD et al.,, 1998; SORENSEN et al., 2005) ®mar aos valores basais
(CRISMAN et al. 2008; POLLOCK et al., 2005). Posads esta proteina pode ser
indicativa de infeccdes cronicas (HODGSON, 2005nito utilizada como indicadora
do status sanitario em diversas enfermidades e situacOescati, como linfomas
(CALAZANS et al., 2009), septicemia (HODGSON, 200ucemia (MISCHKE &
ECKERSALL, 2005), doencas virais (CARPINTERO et, ak005a), stress
(SLOCOMBE & COLDITZ, 2005), cirurgia (KENT & GOODAL, 1991), artrite ndo-
infecciosa (HULTEN et al., 2002), administracdcad@uvante de Freund (MILLS et al.,
1998) e laminite induzida por carboidratos (FAGLIAR al., 1998). Embora moderada,
a Hp pode ser considerada mais sensivel que adignio ao indicar statusclinico
de cavalos sadios e em diferentes enfermidades QOB et al., 2005). Nos animais
sadios, os valores mais altos sdo observados eospetém-nascidos (até 12 meses de
idade), a partir dos 18 meses tende a decresaes 2laanos esta com 0S hiveis mais
baixos (TAIRA et al., 1992a). Em éguas prenhesfrecaumento um més antes do
parto, depois decresce e atinge valores minimo3 srases apos o parto (TAIRA et al.,
1992a). Em potros com enterite, pneumonia e daméem adultos com pneumonia,

cOlica e febre dos transportes e em aqueles cdama€éo induzida experimentalmente
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€ observado aumento significativo na concentragéiossde Hp, com picos entre 2 e 5
dias (TAIRA et al., 1992a).

2.1.1.6.6al1-glicoproteina acida

A os-glicoproteina acida (AGP) € uma proteina plasrapiasitiva moderada
produzida pelo figado (SMITH, 2005), que aument®2de5 vezes na resposta aguda
(CUNNINGHAM et al., 2005). Possui atividades bidkas como imunomoduladora e
anti-inflamatoéria (CECILIANI et al., 2005; STAKAUSKS et al., 2005) e atua como
uma proteina de transporte plasmatico; atividadaparentemente, distintas
(CECILIANI et al., 2005). A AGP possui a capacidatieligar-se e de carrear varias
drogas lipofilicas, neutras e basicas, de origeaibgena (hormoénios esterdides) e
exdgena. A AGP é descrita como uma inibidora petelsis funcées dos neutrofilos,
como quimiotaxia e producdo de espécies reativasx@gEnio (ROS) em neutrofilos
humanos. Porém, em bovinos 0 mesmo nédo foi obser@IAKAUSKAS et al.,
2005). A AGP canina foi purificada e caracterizddaquimicamente e como em
humanos, foi descrita como uma proteina incomundglkDa e com alto teor de
carboidratos de 45% (FOURNIER et al., 2000).

Durante vérias condicdes fisiolégicas e patoldégi@asoncentracdo de AGP
aumenta e tem se demonstrado um indicador inicialaleracdes, disturbios da
homeostasia ou histérico de doencas; uma vez gse,dcorre antes da producao de
anticorpos pelo sistema imune, ou antes, que @$ssifinicos aparecam. Os niveis da
AGP também sdo valiosos para o prognostico e nraniento de tratamentos e,
particularmente, Uteis como marcadores para a gigette doencas no estagio inicial,
da extensao e progressdo da doenca e acessaiicaefie tratamentos ou de alteracdes
relacionadas, na tentativa de melhorar o0 manejo meio ambiente (SMITH, 2005).
Aumentos na concentragdo de AGP foram observada$ivearsas situagdes em felinos
(PALTRINIERI, 2005), bovinos (CECILIANI et al., 260 HODGSON et al., 2005) e
bafalos (HODGSON et al., 2005). A glandula mamdriina possui 0 gene para
expressao de AGP, uma que vez foi detectado RNAageiro (mMRNA) do gene AGP
no tecido maméario (CECILIANI et al., 2005). A pragsa de AGP no leite deve indicar
um papel desta proteina no processo inflamatén@uindo a modulacdo de reacdes
indesejaveis que ocorrem na mastite e, também, daweibuir para com a complexa
rede de moléculas imunoreguladoras expressas peti(CECILIANI et al., 2005).

Em equinos, a AGP nao tem sido muito estudada. Mianto, Taira et al. (1992hb)
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relataram que ela aumenta de 2-3 dias ap0s cisuegiapotros e cavalos adultos e volta
aos valores normais 14-28 dias depois.

2.1.1.6.7 Fibrinogénio

O fibrinogénio (Fb) foi umas primeiras APP a secorghecida. O Fb é uma
glicoproteina plasmaética solivel, também sintetizpdlo figado. E considerado uma
APP moderada, com aumento de 1 a 10 vezes, em724hmras, apos inducédo de
inflamacédo. A referéncia da concentracdo em cavadmos € 200 a 400 mg/dL
(CRISMAN et al., 2008), mas o tempo de respostés apn estimulo inflamatorio fez
com que o Fb tenha sido considerado uma APP deapsrrtsibilidade (CRISMAN et
al., 2008). Varias funcdes foram atribuidas aogdfbmove o substrato para formacao
de fibrina na reparacéo tecidual e para migracaeldéas inflamatorias. O Fb liga-se a
superficie de fagdcitos, iniciando uma cascatainkgssintracelulares, que promove a
degranulacao, fagocitose e citotoxicidade deperdéatanticorpo (CRISMAN et al.,
2008). Nas ultimas décadas, o Fb foi muito utilzadmo diagnostico e para monitorar
a inflamacdo em cavalos (HULTEN et al., 2002) e ger de baixo custo e
relativamente facil, provavelmente, continuararansdto utilizado. Porém, atualmente,
0 Fb sozinho n&o pode ser utilizado como indicatiganflamagéo (CRISMAN et al.,
2008).

2.1.1.6.8 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina (Cp) é uma glicoproteina, possasop molecular de,
aproximadamente, 151 kDa. Contém 0,34% de cobeecqtresponde a 8 atomos de
cobre por molécula. A Cp transporta o cobre, atiliz na reparacao tecidual, formacao
de colageno e protege as células e tecidos cogémates oxidantes produzidos pelas
células fagocitarias e elimina debris celulares RON et al., 2005). A Cp aparece
aumentada em caes com linfoma (CALAZANS et al.,920fas a sua aplicagédo para

diagndstico permanece menos comum que as outragMIPRATA et al., 2004).

2.1.1.6.9 Transferrina

As transferrinas sdo as principais reguladoragde hos vertebrados. Também
sdo encontradas em invertebrados e bactérias (AI$E88). Sdo todas glicoproteinas
(AISEN & LISTOWSKY, 1980) e consistem em uma cada&a de polipeptideos de,
aproximadamente, 680 aminoacidos (BOWMAN et al88)% peso molecular entre
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76-81kDa (AISEN & LISTOWSKY, 1980). As transferrmyanais representativas nos
vertebrados sdo a transferrina sérica (TF) e aoftxcina nos mamiferos e a
ovotransferrina nas aves (AISEN, 1988). O pontel&taco da TF e da ovotransferrina
€ levemente acido (FEENEY & KOMATSU, 1966), enquaqtie o da lactoferrina é
muito basico (KINKADE et al., 1976).

A TF é uma APP negativa (MURATA et al., 2004), nexéstem contradi¢des
guanto a sua classificacdo em positiva (THOMAS &H8EIBER, 1989) ou negativa
(TOUSSAINT et al.,, 2005). A TF &, primariamentepguzida no figado e mais
conhecida pela sua funcdo de transporte e armaeatamde ferro (A
ISEN & LISTOWSKY, 1980; FORESTA et al., 1986; BRIG&t al., 1999). A TF liga-
se ao ferro forte o suficiente para ndo formar uodgto hidrolitico insoltuvel e, no
entanto reversivel para que o metal esteja disphrde acordo com a demanda celular
(AISEN & LISTOWSKY, 1980).

O ferro é um dos elementos essenciais a vida, tfenex importancia, pois
participa de varias reacdes bioquimicas no orgamismeluindo transporte e estoque de
oxigénio, transporte de elétrons, metabolismo deogénio (N) e hidrogénio (k)
molecular, decomposicédo ou utilizacdo de derivadosivos de oxigénio — como
peroxido e superoxido — reducédo de ribotideos axit@isotideos (precursores de DNA)
e ligacdo de oxigénio pela Hb e mioglobina (AISENLEBTOWSKY, 1980). A vida
sem ferro € impossivel (NEILANDS, 1972), pois nemaucélula viva poderia existir,
sem o transporte especifico de ferro, através aenauimbrana (SHANZER et al., 1992).
Durante episédios de invasdo microbiana, o hospediensifica seus esforgos para
retirar ferro do invasor, os quais incluem: remogéderro do plasma e armazenamento
nos hepatocitos, a absorcao intestinal de ferrondine os leucécitos migram para o
local da inflamacédo e secretam a proteina TF (WHRB, 1977). Devido a sua
propriedade em sequestrar ferro (RATH, 2005), assterrinas estdo envolvidas na
imunidade inata (TOUSSAINT et al., 2005), atravésudha acdo bacteriostatica (DE
JONG et al., 1990). Esta pode ser a funcéo bicdodeclactoferrina no leite (ARNOLD
et al., 1977) e da ovotransferrina no desenvolvimeo embrido aviario (FEENEY &
KOMATSU, 1966). Este fenbmeno € chamado de “imuwhédanutricional”’, uma
tentativa dos hospedeiros vertebrados de privamiosorganismos de ferro, essencial
para o seu crescimento (WEINBERG, 1977).

A transferrina também possui efeito bactericidatggendo diretamente contra

infecgdo microbiana, quando ela ndo esta satumderc (ARNOLD et al., 1980), pois
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a atividade antimicrobiana é neutralizada, espegifente, pelo excesso de ferro
(WEINBERG, 1977; LASSITER et al., 1987). A enzinnré de ferro pode ligar-se a
superficie da bactéria, enquanto que a saturafirrdendo e assim ndo consegue matar
as bactérias (LASSITER et al., 1987). Uma das eagpiies para a ativadade bactericida
da TF pode ser através da producéo de radicaisxiligOH’), a partir de superéxidos e
peroxidos (McCORD & DAY, 1978; LASSITER et al. 198Adicionalmente, a TF
pode ser imunomoduladora, através da regulacaatiescsistemas de defesa, como a
da producédo de IL-6, 6xido nitrico e metaloprotedRATH, 2005) e podem estar
implicadas no crescimento e diferenciacdo celuld JONG et al., 1990). Foram
descobertos, anteriormente, varios locais extratimys de producdo de TF como
cérebro (TU et al., 1991), musculo, medula 6sdéadglas salivares, baco, linfonodos,
placenta, coracdo, pulmdo (ALDRED et al., 1987¢witulo pelas células de Sertolli
(FORESTA et al., 1986). Os fluidos e tecidos, giie expostos a invasdo de micro-
organismos, como clara do ovo, leite, plasma, leitms) lagrima e secrecdes genitais,
sao ricos em TF (WEINBERG, 1977). A secrecdo emmagaguantidade de TF no
plasma seminal (FORESTA et al., 1986) pode semia pnibir a geracdo de radicais
reativos (BRIGGS et al., 1999) e atuar como faeocréscimento (WEINBERG, 1977).

2.1.1.6.10 Transtiretina

A transtiretina (TT) é uma proteina negativa da faguda da inflamac&o. Sua
concentracdo cai devido a diminuicdo na sintesativapdurante inflamacéao, infeccéo
ou trauma (CAMPBELL et al., 2005). A TT possui urappl muito importante no
transporte de retinol (vitamina A) na circulacata frma um complexo com a proteina
de ligacao ao retinol (RBP) (CAMPBELL et al., 2008na proteina pequena de baixo
peso molecular (21 kDa), a qual € a proteina eix@ude transporte de retinol no
organismo. A sintese e secre¢cdo de RBP por hemaosdo, principalmente,
controlados pela concentracao de retinol. A forraat@ complexo de TT-RBP parece
ser necessaria para prevenir a perda excessiv8Bad®aves de filtracdo glomerular.
Além de seu papel em facilitar o transporte denogtia TT € uma das trés maiores
proteinas de ligacdo a tiroxina 4 (T4) (TOUSSAINTak, 2005). A determinacdo na
concentracdo de TT é usada como indicador de stndtaanimal (CAMPBELL et al.,
2005).
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2.1.1.6.11 Apolipoproteina A-1

A Apolipoproteina A-1 (ApoA-1) é a principat-lipoproteina integrante do
colesterol de alta densidade, o HDL (BRESNIHAN kf 2004). O HDL evita a
oxidacdo do colesterol de baixa densidade (LDL)pscyprodutos resultantes da
oxidacdo sdo altamente pro-infamatorios (NAVAB let 2000; NAVAB et al., 2001).
A ApoA-1, juntamente com enzimas anti-oxidantesspo papel na determinacdo das
propriedades anti-inflamatérias do HDL (NAVAB et,a2001). Foi demonstrada a
capacidade da ApoA-1 em inibir a ativacdo de mados@ a producéo de Il TNF-
a (HYKA et al.,, 2001). A ApoA-1 é, normalmente, cateyada uma APP negativa,
diminuindo rapidamente a valores minimos, apdscgifie (CARPINTERO et al.,
2005b; SORENSEN et al., 2005). No entanto, suaepgas é abundante em casos de
artrite, levando a conclusdo de que o aumento a\Apnos tecidos inflamados pode
representar um mecanismo fisiolégico para limitgreducdo local de citocinas pro-
inflamatorias (BRESNIHAN et al., 2004). O trataneebm ApoA-1 reduziuos sinais
de artrite e de IL{1 (CHARLES-SCHOEMAN et al, 2008). Adicionalmente, as
lipoproteinas podem inibir a ligacdo do complemergan membranas-alvo
(TOUSSAINT et al., 2005).

2.1.1.6.12 Albumina

A albumina (Alb) é a proteina extracelular mais ratante do sangue
(SHAMAY et al., 2005). E um polipeptideo com 585imn@cidos e peso molecular de,
aproximadamente, 66 kDa (SHAMAY et al., 2005; TOBSSET et al., 2005). A Alb é
sintetizada no figado a uma taxa de 9 a 12 g/dia,reserva e estoque e é catabolizada
na mesma taxa em que € produzida, por células esdgsc ao endotélio vascular.
Embora, a expressao ndo-hepatica de Alb tenhadsisicrita em outros tecidos, como
musculo esquelético de camundongos (WAGATSUMA gt24102), células epiteliais
ovarianas humana (VARRICCHIO & STROMBERG, 1994)étutas traqueais bovina
(JACQUOT et al., 1988).

A Alb é a maior proteina plasmatica, responsavekpdigar e transportar varias
moléculas bioldgicas ativas (PETERS, 1985; ALAVIGBSHTARI et al., 2006). E
geralmente aceita como uma APP negativa (CERON &RA 2005), ma®s niveis
diminuidos de Alb, também podem estar associaddsfi@iéncia nutricional. Uma
diminuicdo no apetite € comumente visto em aningue estdo sob processo

inflamato6rio agudo. Essa diminuicdo sera resultddocombinagcdo da reacdo aguda
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propriamente dita e de escassez alimentar (TOUSBAINaI., 2005). No entanto, ha
resultados discordantes. Segundo alguns autorexyneentracédo de Alb no leite
aumentou durante a transicdo da lactacdo paraugdml e da involucdo para
lactogénese (SORDILLO et al., 1987) e durante mnmicdo (WATANABE et al.,
2000). Segundo Bounous (2000), durante esses pserindlb deve aumentar a defesa
imune da glandula. No estudo de Shamay et al. j2@005verificado que a glandula
mamaria sintetiza Alb e que, em vacas com mastiexpressdo de mRNA de Alb é
quatro vezes maior que em vacas sadias. Os autonefuiram que a expressao e
secrecdo de Alb pela glandula mamaria fazem parséstema de defesa néo-especifico
inato e que sao influenciadas pstatussanitario do tecido e por horménios.

Em éguas sadias, Tunén et al. (1998) observaram b@t% Alb no liquido
uterino do que no soro das mesmas éguas. Na searsgéa de éguas com metrite
cronica, Widders et al. (1984) observaram que acammacdo de Alb aumentou,
sugerindo sintese local ou transporte ativo de oglabulinas do soro para o Gtero.

Tabela 1 — Resumo das principais APP e seu envehtinmo processo inflamatorio.

Sigla Funcao Referéncia
AAT Principal inibidora de proteases (elastase Seffredini et al. (1999)
tripsina).

AGP Transporte de proteinas e ligacdo a esterdida=xon et al. (2005)
Atividade  anti-neutréfilos e  complementoSuffredini et al. (1999)
Aumenta secrecéo de IL-1Ra.

ApoA-1 Principal lipoproteina componente do HDL. AntHyka et al. (2001)
inflamatoria (previne oxidagdo do LDL, inibe &lavab et al. (2000)

ativacdo de monacitos, ILie TNF). Navab et al. (2001)
Cp Antioxidante. Papel na cicatrizacdo e transpoeteCeron et al. (2005)
cobre.

CRP Opsonizagao, ativagdo de complemento, indugac€dron et al. (2005)
citocinas e imunomodulacéo (inibicdo quimiotaxBuffredini et al. (1999)
e funcdo neutrdfilos).

Fb Formacdo de fibrina. Promove a degranulac@oisman et al. (2008)
fagocitose e citotoxicidade dependente &eaiffredini et al. (1999)
anticorpo.

Hp Removedora de hemoglobina. Limita [Relange et al. (1998)

disponibilidade de ferro. Bacteriostaticadlurata & Miyamoto

imunomoduladora. Inibe a quimiotaxia €1993)

fagocitose. Suffredini et al. (1999)
SAA Ativagdo de leucdcitos, quimiotaxia e fagocitosCerén et al. (2005)

Inibicdo da liberacdo de peroxidase e linfocitdsnke et al. (1991)

Antioxidante. Suffredini et al. (1999)
TF Transporte e limitacdo de ferro. Acébe Jong et al. (1990)

bacteriostatica e bactericida. Suffredini et al. (1999)
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2.1.1.7 Actina

A actina ndo é considerada propriamente uma APFs éao principal
componente do citoesqueleto celular (HOSIE eR808), presente em todas as células
eucariotas (VAN TROYS et al., 1999). Esta protednzentral para o desempenho das
fungBes basicas das células (HOSIE et al., 200&)pccontracdo muscular, citocinese,
fagocitose, migragao celular, organizacao e tramspotracelular e morfologia celular
(VAN TROYS et al., 1999). O citoesqueleto intactonfrescindivel para a motilidade
e ativacao celular (DE CLERCK et al., 1997). A magfio celular € iniciada quando os
fatores quimiotaticos interagem com receptores nmdisos de membrana,
desencadeando a reorganizagado do citoesqueletai@oapdes no formato celular. A
formacdo e despolarizacdo dos microfilamentos tieaasdo cruciais para a motilidade
celular. Os microfilamentos sao fitas de actinanfiéntosa/polimerizada (F-actina) e
polimeros lineares de actina globular (G-actinag gstdo em um fluxo continuo de
arranjo e desarranjo (ROGERS, 1992).

A actina possui a capacidade exclusiva de autor@geéo (YATES-SIILATA
et al., 2004), ou seja, de mudar, rapidamentee exsrformas G-actina e F-actina (DE
CLERCK et al., 1997). A remodelacdo da actina @s&dria para a movimentagdo dos
neutrofilos, porque a inibicdo da polimerizagdoagtina bloqueia, completamente, a
quimiotaxia. Devido a rpida reorganizacdo da actos neutrofilos sdo capazes de
orientar a sua migracao e exibir movimento quinticda que facilita sua acumulacao
nos locais da injuria (ZIGMOND, 1977). A degrandlag a producdo de superoxidos
também sdo controladas pela formacao de filamedgogctina (BENGTSSON et al.,
1991). Foi demonstrado que a proteina CRP aumertanteido de F-actina nos
neutréfilos e, simultaneamente, diminui o conteddoG-actina (YATES-SIILATA et
al., 2004). Ha evidéncias recentes de que o rgarda actina pode ser chave, durante a
regulacdo da resposta inflamatoria, através dandigéo na producdo de éxido nitrico,
liberacdo de prostaglandina, Ee secrecdo de TNé- (KIM et al.,, 2010).
Adicionalmente, foi relatado que a actina modukxpressao de genes inflamatérios e
potencializa a producéo das enzimas iINOS e cidgméase (COX)-2 (MALYSHEV &
SHNYRA, 2003; QURESHI et al., 2005).

Como componente principal do citoesqueleto celdaactina é liberada pelas
células epiteliais, endoteliais e musculares daafas, apds injuria. Devido a isso, a
actina, juntamente com as citocinas pode, tambémvjrscomo marcador para a

predicdo de doencas, apos injuria, isquemia enmaft@io (KWON et al., 2003).
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2.1.2 Endometrite

Na égua sadia, o utero é protegido por barreirsisali, que sdo a vulva
(CASLICK, 1937), o vestibulo, a vagina e a cér\iKATILA, 1996; TROEDSSON,
1999; LEBLANC, 2003b). Essas barreiras impedem taada de contaminantes no
Utero. AlteracBes nesses sistemas de defesa poddisgor a enfermidades. Apesar de
a fertilidade variar entre éguas, devido ao mamejempo de cobertura incorreta, a
endometrite € a principal causa dos baixos indieeprenhez (WATSON, 2000) e &
considerada a terceira enfermidade mais importaatpratica equina, apos a colica e
disturbios respiratérios (TROEDSSON, 1999).

De acordo com a etiologia e fisiopatologia, a eneloite pode ser classificada
em 4 categorias: (1) transmitida por doencas indses, (2) endometrite infecciosa
cronica, (3) endometrite persistente induzida petdertura e (4) endometrite
degenerativa cronica (endometrose) (TROEDSSON, )199%rma mais comum de
endometrite, dentre essas 4 categorias é a capstdaobertura (ALGHAMDI et al.,
2005). Porém, em um primeiro momento, esta enddmetrconsiderada uma reacao
fisiol6gica, temporaria (HUGHES & LOY, 1969; PETEGS et al., 1969; ZENT et al.,
1998) e necessaria, que serve para eliminar o &xcds espermatozolides, os
espermatozoéides mortos, plasma seminal, diluentesgso da inseminacao artificial),
bactérias e outros contaminantes, como debrisateBI(LEBLANC et al., 1998; ZENT
et al., 1998; TROEDSSON, 1999) do trato reprodutis@gua e preparar o Utero para a
prenhez (ALGHAMDI et al., 2005).

Na égua, seja por monta natural (TROEDSSON, 199%seminacdo artificial
(PALM et al., 2008), a deposicédo intrauterina deemal exdégeno provoca uma reacao
inflamataria fisioloégica. Na monta natural, alémsi#anmen, ha a introducéo de bactérias
(TROEDSSON, 2006), que estdo presentes na gengaliana dos animais e na
inseminacao artificial, ha a introducéo de dilusrde sémen (PALM et al., 2008). Esta
reacdo inflamatéria € comumente vista a partir de @ 1 hora, apés a cobertura
(KATILA, 1996). Ocorre um influxo de polimorfonucdees (PMNs) para o lumen
uterino e sua atividade fagocitica, apdés a opsoawado alvo (KATILA, 1996;
TROEDSSON, 1999) é seguida de contracdo do micméfuue € regulada pela
prostaglandina & e oxitocina (TROEDSSON, 1999). Apds a inseminagédicial,
neutréfilos sdo vistos no atero em 2 e 4 horas (A&t al., 2007), com pico no
mecanismo de defesa entre 6 e 12 horas (KATILAG1®9diminuicdo em 24 horas

(FIALA et al., 2007). Na égua normal, a maioria gosdutos inflamatorios € eliminada
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em até 48 horas, apos a cobertura (KATILA, 1996yém, algumas vezes, a reagado
inflamatdria continua, deixando de ser fisiolégedorna-se patoldgica, caracterizada
pela persisténcia da inflamacdo (TROEDSSON, 20B6ja condicdo patologica é

denominada de endometrite persistente pos-cobdABMT et al., 1998).

2.1.2.1 Endometrite persistente pos-cobertura

A endometrite persistente poés-cobertura € a madmsaddora de falhas de
concepcao vistas na fémea equina (GUTJAHR et @00R A suscetibilidade atinge
15% de éguas puro sangue de corrida (ZENT et388)le a taxa de morte embrionaria
é trés vezes maior nas éguas que apresentam esiedco(MALSCHITZKY et al.,
2003a). As eguas sao classificadas como suscetiveissistentes a endometrite, de
acordo com a resposta uterina a inflamac&o. Enquprg, a maioria das éguas elimina
0 excesso de espermatozoides e produtos da inffameag menos de dois dias (éguas
resistentes), uma populacéo de éguas falham enridfagépontaneamente, por mais de
quatro dias (éguas suscetiveis) (ALGHAMDI et a800%). Se a endometrite persiste por
mais de 5 a 6 dias, quando o embrido descende idato ZENT et al., 1998), o
ambiente uterino citotdxico ndo sera compativel agnenhez (WATSON, 2000).

Normalmente, esta doenca é mais comumente vistdgeas multiparas do que
em nuliparas (PETERSON et al., 1969). Isso porgues mais velhas (LEBLANC et
al., 1998) e multiparas (CADARIO et al., 1999; HUBHN, 2006), geralmente,
apresentam problemas na anatomia reprodutiva, rieist@e acumulo de liquido
(PYCOCK, 2006) e baixos indices de fertilidade (ZEBt al., 1998). Entretanto, a
idade média das éguas normais (14 anos) e das sug@iveis (16 anos) (VERONESI
et al.,, 2006) nado difere, significativamente (GHASADEH-NAVA et al., 2004).
Rigby et al. (2001) também sugeriram que a disformgémetral das éguas suscetiveis
a endometrite € independente da idade ou do nudegestacdes. Mas, de qualquer
forma, a distensdo dos ligamentos do trato repramutlevido a partos multiplos, faz
com que o Utero se posicione abaixo da cérviceldci®ento caudo-ventral), no
abdémen (LEBLANC et al.,, 1998), fazendo com a @g#o miometral ndo seja
suficiente para empurrar o contetdo uterino dogsehdudalmente (LEBLANC et al.,
1998). Outros fatores associados ao numero de spaitcluem: interactes
neuromusculares (RIGBY et al., 2001), falha na a@gem linfatica (CAUSEY, 2006),
devido a dilatacdo parcial do utero (TROEDSSON,9)9%ngiopatias, resposta a
horménios (TROEDSSON, 1999; RIGBY et al., 2001) leeracdes degenerativas
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(LEBLANC, 2003a). Falha no sistema imune, supedpg¢do de muco (CARD, 2005;
CAUSEY, 2006) e predisposi¢do genética (LEBLANQ)24) também irdo predispor a
endometrite (WATSON, 2000), embora um embasamesmétgo ainda nao tenha sido
estabelecido (LEBLANC, 2003a). As barreiras fisicié@das anteriormente, protegem o
Utero de contaminacdo externa. H4A uma maior presiisfio a endometrite, em éguas
com injarias prévias causadas no parto, ma confgimaerineal (HURTGEN, 2006),
alteracdo na posicao da vulva e fechamento incamplerelaxamento permanente dos
labios vulvares (CASLICK, 1937). Essas anormalidackisam a entrada de ar, fezes e
urina no trato reprodutivo (HURTGEN, 2006). Probésmna cérvice, como
relaxamento insuficiente no estro (HURTGEN, 20086CPCK, 2006) ou abertura no
diestro (RAMBAGS, 2003), também predispdem a caagéo bacteriana.

A inflamacao €, geralmente, acompanhada pelo acidmuliquido intrauterino
(LIV). O acumulo de LIU foi, primeiramente, desorigm éguas (KNUDSEN, 1964),
através de palpacao retal. Entretanto, a ultragsafiagransretal tem sido mais aplicada
(LOSINNO et al., 1997; ZENT et al., 1998; RIGBYadt, 2001; FUMUSO et al., 2003;
PALM et al.,, 2008). O acumulo de LIU no diestrodestssociado com reducéo
significativa nas taxas de prenhez e aumento xas @ morte embrionéria (ADAMS
et al., 1987). A incidéncia de LIU, ap0s a cobertnatural tem sido relatada em 15% de
746 ciclos (ZENT et al., 1998) e tao alta quant®od@de 552 ciclos, em populagoes
mistas (NEWCOMBE, 1997). As taxas de prenhez, ndstao estudo, foram 49% em
éguas com acumulo de liquido 48h apds a cobertaraparadas com 62% das éguas
sem liquido. Entretanto, Maslchitzky et al. (2008&p encontraram diferenca nas taxas
de prenhez em relagéo a presenca de LIU em égugssie falhadas, entre o primeiro
estro da temporada reprodutiva e os subsequentagpdktancia do acamulo de liquido
nao é clara (WATSON, 2000). De 15 a 39% das éguamalam liquido no estro
(REILAS et al., 1997; ZENT et al., 1998) e 28% nestto (ADAMS et al., 1987).
Reilas et al. (1997) demonstraram que a motilidesigermatica é afetada pelo LIU
coletado no estro, porém as taxas de recuperachwoadria ndo. O estrOgeno age no
Gtero, durante o estro, para aumentar secrecaonentidal e edema. Pensa-se que éguas
gue acumulam liquido no Utero possuem mais glaadidan didmetros maiores, que
éguas sem acumulo (RASCH et al., 1996). Isto sugeeca hipersecrecdo de muco
contribui para o acumulo de LIU. No entanto, a dgam do liquido, através da cérvice

e do sistema linfatico também ¢é importante. Eguas gcumulam LIU podem
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apresentar fibrose cervical ou alterag6es anat@(id@BLANC et al., 1998) e, assim, a
drenagem linfatica passa a ser ineficiente (LEBLANG@I., 1995).

Acredita-se que as contra¢des uterinas possuemapsal pritico no mecanismo
de limpeza uterina na égua (TROEDSSON, 2006), dquesiste, basicamente, em
movimentos ciliares e nas contracfes miometraisUSRY, 2007). Um desequilibrio
nesse sistema aumenta os riscos de desenvolvirdenemdometrite (TROEDSSON,
1999). O padrdao de contracdo miometral € diferezmére o0 estro e diestro
(TROEDSSON et al., 1993a). A atividade durantetooes caracterizada por impulsos
curtos, distintos, com alta intensidade e sincag@ip marcada; enquanto que no
diestro, a atividade € mais difusa, com maior cAoae baixa intensidade e menos
sincronizacao. Provavelmente, o padrao de contraga&stro favorece a eliminacdo do
conteudo uterino. Defeitos na contragdo miometradem contribuir para o
desenvolvimento de endometrite (WATSON, 2000), wea que éguas com alta
suscetibilidade possuem falha na contragdo miom@woaém, a origem deste defeito é
desconhecida (TROEDSSON, 1999). O atraso de algéges ao limpar o Gtero de
bactérias e material inerte foi, primeiramente,cd&s junto ao tratamento com
progesterona e idade avancada por Evans et al6)(1@8 autores sugeriram que a
limpeza fisica possui um papel importante na r&sa de éguas a infec¢do uterina
(EVANS et al., 1987). A existéncia do atraso napkxa uterina foi confirmada por
Troedsson & Liu (1991), através de marcadores méigémicos. As éguas suscetiveis
acumulam 6 vezes mais LIU, ap0s desafio bacte@ROEDSSON & LIU, 1992) e
sua atividade miometral demora mais tempo paraame possui menor frequéncia,
intensidade e duracéo do que a das resistentesHDRSON et al., 1993b). LeBlanc et
al. (1994) demonstraram que eéguas sadias elimind&s@% de um radiocoldide
infundido no atero em estro, em 2 horas; enquant gguas suscetiveis eliminaram
guantidade insignificante, em 4 horas. Embora osamiemos exatos da inabilidade do
atero em eliminar o conteudo n&o sdo conhecidoscpaue a atividade mioelétrica em
resposta a inflamacéo € deficiente nessas egua®EDRBSON et al., 1993b). Sendo
que a contracao uterina, nas éguas suscetiveis,ggodestaurada com a administracao
de drogas ecbdlicas (LEBLANC et al., 1994), a fatlaaatividade miometral pode ser
resultado de influéncias exdgenas, como inibicaocalatratilidade ou inducdo de
relaxamento (ALGHAMDI et al., 2005). Embora naottam sido detectadas diferencas
na concentracao plasmatica de hormonios ecbdlitoégrias resistentes e suscetiveis,

no momento da inseminagdo, a administragdo de aixito em éguas suscetiveis,



41

resultou em uma reducdo significativa de prostajen comparadas a éguas
resistentes (NIKOLAKOPOQULOS et al., 2000) e melisotaxas de prenhez em éguas
com acumulo de LIU (RASCH et al., 1996). Entretanim estudo de Zent et al. (1998),
o tratamento para o acumulo de LIU com substante&sténicas ndo apresentou efeito
sobre o desempenho reprodutivo das éguas. A ioildedliberacdo de prostaglandina
com um anti-inflamatoério ndo-esteroidal como a lferiazona, resultou em atraso na
limpeza de um radiocoldide em éguas resistentesDAFAO et al.,, 1995). A
prostaglandina auxilia na limpeza uterina, mas a tema mais lenta que a oxitocina.
N&o se sabe se as éguas com problemas na limpeireagdo capazes de responder a
oxitocina fisiol6gica ou se a resposta difere dédas éguas resistentes (CADARIO et
al., 1999). Pode haver diferenca entre esses dgg de éguas nos receptores uterinos
para oxitocina ou em mecanismos poés-receptores@NAKOPQOULOS et al., 2000).
Porém, h& evidéncias de que ndo ha diferenca naewmtacdo de receptores
endometriais para oxitocina, entre éguas resisemteuscetiveis (CADARIO et al.,
1999), embora os receptores miometrais nao tenltemmeensurados.

Além da incapacidade de evacuacao uterina queuas &gscetiveis apresentam,
o ambiente uterino inflamado € prejudicial aos ewvp&zdides (KATILA, 2005).
Estudosin vitro demonstraram que em éguas com endometrite, agc8eceadometrial
inflamada reduz a motilidade espermatica (TROEDS®OAI., 1998; ALGHAMDI et
al., 2001). Independente do método de coberturpgemonta natural ou inseminacao
artificial, a passagem da cérvice resulta em unsga®o inflamatorio intenso causado
pelos espermatozoides (NIKOLAKOPOULOS & WATSON, TI9¥9 Mesmo que
bactérias sejam introduzidas, inevitavelmente,enagimento, foi demonstrado que a
inflamacédo uterina € induzida na auséncia de bast€éKOTILAINEN et al., 1994;
NIKOLAKOPOULOS & WATSON, 1997). Sabe-se que os espE0zOides Sdo 0S
maiores causadores da reac¢do inflamatoria uteFR®EDSSON, 1999), j& que atraem
neutrofilos, possivelmente pela ativacdo do sistew@mplemento in  vitro
(TROEDSSON et al., 1995)ia vivo (KATILA, 1997). A inflamacéo uterina, medida
pela presenca de neutrofilos é maior as 2, 4 (FIAéAal., 2007) e 6 horas
(KOTILAINEM et al., 1994) apos a inseminacao acidi, se o inseminado possui alta
concentracdo de espermatozoides. Ao contrario, asnm@E seminal protege o0s
espermatozoides, fazendo com que sua presenca mosdalar a inflamacéao,

permitindo que os espermatozoides passem do (derviduto de forma segura, atraves
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da inibicdo da migracdo de neutréfilos e da fagseiin vitro (TROEDSSON et al.,
2001) ein vivo (TROEDSSON et al., 2002).

2.1.2.2 Infeccéao uterina coBtreptococcus zooepidemicus

Desde muito tempo, as infecgbes genitais reprasenima grande perda
econbmica para a industria equina (JEFFCOTT et @aB82). Acreditava-se que as
bactérias introduzidas no Utero pela cobertura exaimica fonte de endometrite e as
pesquisas sobre a fisiopatologia da endometritsigbente eram realizadas com
modelos de endometrite induzida por bactérias (TBEEON et al., 1993c). Porém, a
endometrite bacteriana ainda pode representargmmalsl significativos para éguas que
apresentam baixa resisténcia e para aquelas colpertanonta natural (TROEDSSON,
2006).

A genitalia das éguas abriga uma microflora, guesiste de varias espécies de
bactérias inofensivas e algumas oportunistas, qermp ser patogénicas as éguas
suscetiveis. Os garanhfes também abrigam bacté&rigenitalia externa e no sémen,
sendo a cobertura uma das formas mais comuns melugfo de bactérias no utero
(REILAS, 2001). A bactéria Streptococcus equisubespécie zooepidemicus
(Streptococcus zooepidemiguprovavelmente causa mais doengas em cavalosi@o q
nas outras espécies (CAUSEY et al., 2006). Entietasua importancia ndo foi
reconhecida por muito tempo (CHANTER, 1997). Estetéria € endémica e comensal
da mucosa do organismo e a mais comumente encar{fff&RREIRO et al., 1986) nos
casos de endometrite, com taxa de isolamento @o ded66% (WATSON, 2000). Este
cocos gram-positivo (CARD, 2005) pertence ao grdpoa classificacdo de Lancefield
(CHANTER, 1997). Quando a presenca de mais de 5%ed&ofilos e cocos gram-
positivos séo identificados em amostras endomgtraaiendometrite € provavelmente
causada poSBtreptococcus zooepidemic(SBARD, 2005). Esta bactéria é oportunista
(TIMONEY et al., 1995), mas para que a infeccaalsdeca, depende da eficiéncia do
sistema de defesa da égua (WATSON, 2080ptococcus zooepidemigambém foi
identificado como o agente etiologico principal &t a 20% dos abortos (WELSH,
1984).

A resolucdo da infeccdo uterina depende do equilibntre a defesa do
hospedeiro e o niumero e viruléncia da bactéBaeptococcus zooepidemiqosssui a
capacidade de se aderir fisicamente as célulasnertdais (WATSON et al., 1988).

Outros patégenos causadores de infeccdo uterinaEséloerichia coli Klebsiella
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pheumoniaes Pseudomonas aerugino$aROEDSSON, 2006). Todas liberam toxinas,
que danificam o endométrio e diminui a resistéadiafeccéo bacteriana (WIDDERS et
al., 1995; TROEDSSON, 2006).

As condicOes ideais para que ocorra a fagocitoseedtreptococos requerem
anticorpos e complemento especificos (ASBURY etl8B4; CAUSEY et al., 1995). O
entendimento da resposta especificatr@ptococcus zooepidemicésnecessaria para
entendermos a resisténcia a essa infeccdo uteBtraptococcus zooepidemicus
apresenta cepas antigenicamente distintas (CAUSEA.,e2006; WIDDERS et al.,
1995). As diferencas antigénicas afetam a respostae em diversas espécies. Coelhos
respondem de maneira altamente especifica a ummiletelo isolado d&treptococcus
zooepidemicudfMOORE & BRYANS, 1969). Em humanos, a resposta nea
Streptococcus pyogentmmbém é altamente especifica a proteina M (Hal). €2002),

0 maior determinante de viruléncia da bactéria @HETTI, 1989). Equinos também
desenvolvem resposta especifica a isoladdStidgtococcus zooepidemig@GAUSEY

et al., 2006; WIDDERS et al.,, 1995). No estudo dmusey et al. (2006), éguas
responderam de forma especifica a quatro cepaStaptococcus zooepidemicus
antigenicamente distintas, apos infec¢do intrangeriPorém, apenas a resposta sérica
dos animais foi analisada e ndo a local. Mas, modesde Widders et al. (1995) foi
demonstrado que, além da resposta sistémica, skistdambém, uma resposta uterina
especifica paraStreptococcus zooepidemicudeterminada pelos niveis de IgG
especifica no soro e IgG e IgA especificas na gaoreterina. A resposta especifica foi
observada 7 dias ap0s imunizacao prévia, intranhrseuntrauterina, dos animais com

antigeno e adjuvante.

2.1.2.3 Liquido endometrial

O liquido endometrial possui um papel critico nareducdo mamifera, pois a
qualidade do ambiente uterino determina o desengpeaeprodutivo da fémea.
Primeiramente, o Utero possui varias funcbes: écallde deposicdo do sémen na
espécie equina, contribui para o transporte dosregiozoides ao oviduto, abriga e
nutre o feto e, finalmente, o0 miométrio é essernudah expulsar o feto durante o parto
(REILAS, 2001). Sua adaptacao para receber o ctmcerlui o provimento de um
ambiente adequado para o desenvolvimento do emfAréi@mbiente € preparado pela
sintese e secrecao de substancias no limen utériimguido luminal uterino ou liquido

endometrial € necessério para a capacitacdo ézéggfio dos espermatozodides e o
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desenvolvimento embrionario (TUNON et al., 1998)arigs estudos tém sido
realizados para investigar sua composicdo: PycoclAli@n (1990) avaliaram a
concentracdo protéica de lavagem uterina, apodssanfucom Streptococcus
zooepidemicysMalschitzky et al. (2007a) avaliaram e comparacaperfil protéico da
secrecdo endometrial pura de éguas nas fases Idoesical, Tunon et al. (1998) e
Alavi-Shoushtari et al. (2006) compararam a vaoaga concentracdo de proteinas no
Gtero de éguas e vacas, respectivamente, com nasteiericas, Malschitzky et al.
(2007b) verificaram que o ambiente uterino da agugrimeiro diestro da temporada
reprodutiva é diferente dos subseqilientes e Matkghitt al. (2008) compararam a
secrecdo uterina de éguas resistentes e suscetiwesificaram que a secregdo €
diferente, entre as duas categorias de eéguas. Agasafertilidade na égua ser bem
descrita, pouco se sabe sobre a resposta aguglaisste a resposta imunologica local,

que ocorre na endometrite (METTE et al., 2010).

2.1.2.3.1 Componentes do liquido endometrial

Os componentes do liquido endometrial incluem nuedtes inflamatorios,
neutrofilos e proteinas plasméticas, incluindo msinioglobulinas, complemento e
enzimas (WATSON et al., 1987KHATILA et al., 1990; TROEDSSON et al., 1993c).
Estes componentes aumentam de 30 minutos a 12 hpdsinjaria uterina (WATSON
et al.,, 1987aKATILA et al. 1990). A migracdo dos PMNs parece rsv diferente,
entre as éguas resistentes e as suscetiveis a enitdrtKATILA, 1996), pois nao
existe diferenca no pico de neutrofilos, entre 8geaistentes e suscetiveis (KATILA,
1996). No entanto, nas éguas suscetiveis 0s ndagrgermanecem em alto nimero,
enguanto que, nas eguas resistentes, eles desapaeat 48 horas (KATILA, 1995;
KATILA, 1996). Mesmo assim, existe uma baixa cacélo entre a categoria
histol6gica endometrial moderada e o atraso naelmapterina (TROEDSSON et al.,
1993b). As células inflamatérias crbnicas, um daemininantes de categoria
endometrial, sdo componentes fisiolégicos do entlionéequino e ndo séao
necessariamente indicativos de endometrite (WATS&NTHOMSON, 1996).
Acredita-se que as éguas que apresentam atragsopezaé uterina possuem distlrbios
no sistema imune, o que contribui para a persigtéta infeccdo. Enquanto que o
sistema imune das éguas resistentes € eficientas suscetiveis ndo €. O porqué isso
ocorre nao se sabe claramente (FUMUSO et al., BO&AN et al., 2007). Acredita-
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se, no entanto, que ha uma falha no coordenamemtpgrte do sistema imune das
éguas suscetiveis (METTE et al., 2010).

Os neutrofilos que chegam ao Utero sdo a priméitza lde defesa contra
bactérias e a migracdo sanguinea destas céluladefdsa é atraida por fatores
quimiotaticos presentes no LIU (TROEDSSON, 2006k gumentam apos a infeccao
(FUMUSO et al., 2003). O aumento é devido a meitisdtia inflamacdo como o &cido
araquidénico (WATSON et al., 1987b). Foi sugeride @s neutrofilos coletados de
éguas suscetiveis, 12 horas apos a infeccdo afmeselisfuncdo na migracdo em
compartimentos quimiotéticos (LIU et al., 1986). Motanto, quando os neutrofilos
foram removidos dos fatores uterinos, a migra¢cadraautrofilos foi semelhante entre
as eguas resistentes e as suscetiveis (TROEDSS&N E2193d). Portanto, defeitos na
migracdo dos neutrofilos, uma vez que essas céthlegam ao local da inflamacao é
guestionavel. De acordo com estes resultados, 3soacet al. (1993d) ndo observaram
problemas na migracdo dos neutréfilos de éguasetusis. Ao contrario, quando 0s
neutréfilos foram colocados em um ambiente Otimguetes coletados de éguas
suscetiveis possuiram funcéo fagocitica total (TROEON et al., 1993d). Uma vez
que os neutréfilos chegam ao Iumen uterino, suadcdade em fagocitar e matar
bactérias € critica para eliminar a infeccdo. Calmdato, a habilidade fagocitica dos
neutrofilos uterinos da secrecdo de éguas susisetévenenor que das resistentes
(WATSON et al., 1987aTROEDSSON et al.,, 1993d), foi concluido que fatores
presentes na secrecao uterina dessas éguas isdatarferem na fagocitose.

A presencga de complemento na secre¢do uterinaeSs&@ para que ocorra a
opsonizacao e fagocitose (BROWN et al., 1985; HAKSSON et al.,, 1993). Uma
deficiéncia no complemento foi sugerida por Asbetrgl. 1984, que iniciaram o uso de
terapia intrauterina plasmatica. No entanto, Watgoal. (1987a) demonstraram que a
atividade do complemento era maior nos lavadogydasésuscetiveis (WATSON et al.,
1987a). Especialmente os complementos C3 e Camantte com as imunoglobulinas,
atraem e facilitam a fagocitose dos neutr6filos @QEBRSSON, 1997). Foi relatado por
Watson et al. (1987a), que a secrecdo uterina deasegsuscetiveis foi,
significativamente, pior em promover a fagocitose @ secrecdo de éguas resistentes.
Pascoe (1995) sugeriu uma melhora na fagocitoseelasdfilos na secrecao uterina,
através da adicao de imunoglobulinas e complen@gmgolasma sanguineo e Mattos et
al. (1997a) e Mattos et al. (1999) observaram quefsédo uterina com plasma

enriguecido com leucdécitos melhorou as taxas dahgz em éguas falhadas e com
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potro ao pé. Além dos fatores de opsonizacédo, tmsemuconcluiram que a fagocitose
foi aumentada pelo nimero extra de leucécitos aaico ao ambiente inflamado.

Zerbe et al. (2003) observaram a resposta enda@indei PMNs, apds desafio
experimental conStreptococcus zooepidemicaso efeito do tratamento subsequente
com IL-8 recombinante humana. As éguas demonstraraaresposta intensa a IL-8 e
os PMNs foram atraidos e translocados para o (gend horas, apds a administracéo.
Esses PMNSs intrauterinos apresentaram expressaoudita do receptor para o MHC-I,
mas um aumento significativo na expressao da malémibdesao intercelular, CD11a,
juntamente com aumento da geracéo de radicais.livre

As citocinas também estdo presentes no liquido reett@l, com o
desenvolvimento do processo inflamatério. Como elessuem um papel crucial na
modulacdo do processo sistémico e local e sédo tanges para a resolucdo do mesmo
(METTE et al., 2010), a expressao génica de vaitasinas pro e anti-inflamatérias,
tem sido estudada. Fumuso et al. (2003) avaliarg@dodo de transcricdo endometrial
de mRNA de trés citocinas pré-inflamatorias (Ik,-IL-6, TNF-) em éguas resistentes
e suscetiveis a endometrite, por trés ciclos camises, apds tratamento com um
imunomodulator, o extrato da parede celularMigcobacterium phle(MCWE). As
éguas suscetiveis apresentaram aumento significaieapressdo de mRNA para todas
as citocinas no estro. No diestro para L€ TNF«, quando comparadas as éguas
resistentes e o tratamento das éguas suscetiveiMEGWE regulou os niveis de ILB1
e TNFa no estro e IL-6 e TNlk- no diestro, resultando em niveis das citocinas
similares aos das éguas resistentes. Adicionalmasté&guas suscetiveis apresentam
valores menores da citocina anti-inflamatéria IL-1€omparadas as resistentes
(FUMUSO et al., 2007). Mette et al. (2010), obseawa aumento das citocinas 113;1
TNF-a, IL-8 e IL-10 no liquido endometrial de éguas cendometrite induzida com

infusdo deE. coli, 3 horas apdés a infuséo.

2.1.3 APP e a endometrite

Existem poucos estudos sobre as APP envolvendadamatrite. Em vacas
(SHELDON et al., 2001) e ovelhas (REGASSA & NOAKHS99), foi sugerido que as
APP sado produzidas sistemicamente em animais codonestrite clinica. A
concentracdo de Hp aumentou em ovelhas com endwmmgibs-parto e as
concentracdes de AGP, Hp e Cp aumentaram em vanagmrdometrite pos-parto, na

presenca descherichia colie Arcanobacterium pyogenes
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Entretanto em éguas, um estudo recente demons&ouhaver aumento na
concentracdo periférica de APP, ap0s inseminachificiat com sémen congelado
(NASH et al., 2010). Em lavados uterinos de égumsestro, Scudamore et al. (1994)
observaram maior quantidade de AAT e Alb, em coagd#o ao diestro. Mas, néao foi
observada diferenca na concentracdo dessas pmteimzs e depois de inducdo de
endometrite conBtreptococcuzooepidemicuskolm et al. (2006) demonstraram que
h& maior expressao de lactoferrina no endométriégdas suscetiveis a endometrite do
que resistentes e Mette et al. (2010) demonstraraxpressao de SAA no endométrio
de éguas, apoés inducdo experimental de endomedriteEscherichia coli Os autores
observaram aumento local de 128 vezes da protesisiéenico de 590 vezes, 24 horas
apos a infeccao bacteriana. O mesmo foi observahoocfibrinogénio plasmatico, que
aumentou em 24 horas, mas com aumento moderadovéres). Também foi
observado que os niveis de ferro diminuiram as P2 dworas, mas retornaram ao

normal em 36 horas apés a infeccao.

2.2 Glicocorticoides

Os glicocorticéides sdo horménios esterdides ydibnais (PEREIRA et al.,
2002), secretados pela glandula supra-renal (oenalr apés estimulo por citocinas,
sobre o0 eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (BOSSCHER al., 2000). Os
glicocorticéides regulam varias funcdes fisiologiessenciais a vida (NICOLAIDES et
al., 2010), pois estédo envolvidos em quase todadiadades moleculares e celulares
do organismo e sdo o pivd de varios processos gwm®, como crescimento,
metabolismo intermediario, rea¢bes imunes, rep@aucassim como funcdes
cardiovasculares e neurais (GALON et al., 2002)e8entam como fun¢des principais
a homeostasia de eletrdlitos, como os ions s6di) @ potassio (K, a mediacdo no
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidjgsriacipalmente, uma potente acao
anti-inflamatéria (PEREIRA et al., 2002). Esta gaamapla de efeitos, gerados pela
administracdo de glicocorticbides endogenos e tgiog resulta em uma série de
aplicacdes terapéuticas, que vao desde o tratarderddrites, inflamacgdes crénicas até
o de doengas autoimunes e o tratamento de tratsplfBARNES, 2010). Mas a
principal razdo para a utilizacdo dos glicocortiedi esta relacionada a sua forte acao
anti-inflamatoria, imunomoduladora e analgésica $BCHER et al., 2000; PACE et
al., 2007; RASMUSSEN et al., 1998).
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O mecanismo de acéo celular e molecular dos glito6a@es tem sido foco de
pesquisas (GALON et al., 2002). Estudasvivo e in vitro sugeriram tanto efeito
estimulador quanto depressivo, através da ativagaibicdo de varios genes pré e anti-
inflamatdrios e muitas discrepancias tém emergleRANCHIMONT et al., 1999).
Andlises da regulagdo génica pelos glicocorticOig&tfio sendo realizadas. Autores
sugeriram que as a¢des anti-inflamatéria e imunaaddra ocorrem devido a inibi¢éo
da atividade de véarios fatores de transcricdo carpmteina-1 ativadora (AP-1) e fator
nuclearkB (NF«B) (PACE et al., 2007; LIBERMAN et al., 2007; LIBBMRN et al.,
2009), envolvidos na ativacdo de genes pro-inflaneg (BOSSCHER et a., 2000).
Devido a sua natureza hormonal e lipofilica, osaglorticéides passam livremente
através da membrana celular (BOSSCHER et al., 20@@em através da ligacdo com
proteinas intracelulares (NICOLAIDES et al.,, 2010f receptores no citoplasma
(BOSSCHER et al., 2000). O fator de transcricdoxBlFativa genes que codificam as
citocinas, receptores das citocinas, proteinasigtaticas e moléculas de adesao como
IL-1B8, TNF-u, IL-2, IL-6, IL-8, INF-B, molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1),
entre outras (BOSSCHER et al., 2000). Assim, vagstsidos tém observado que os
glicocorticéides podem diminuir ou aumentar a regpanflamatoria, dependendo, em
parte, do tempo e do contexto da exposicao ce(@ALON et al., 2002). O perfil
génico de células mononucleares do sangue pedférapds incubacdo com
dexametasona, demonstrou que alguns genes assoc@da imunidade sao induzidos
(receptores para citocinas e proteinas carread@m@glianto que outros sdo deprimidos
(IL-1B, IL-8, IFN-y), sugerindo que a modula¢édo de genes associadfiamacao nédo
é uniformemente imunodepressiva. Esta regulacdmay@m dire¢cbes opostas indica
uma acéao altamente complexa (GALON et al., 2008cessita de mais atencao.

Os glicocorticoides inibem a producdo de citocinags também atuam
sinergicamente com varias delas. Em varios expetimse 0os glicocorticdides agiram
sinergicamente com citocinas exdégenas. Este pavadas é bem entendido, tanto o
mecanismo molecular, quanto a significancia figg@a (WIEGERS & REUL, 1998).
Em situacesn vivo, os glicocorticoides e as citocinas estdo geraienpresentes em
altas concentragbes (BESEDOVSKY & DEL REY, 1996NTHORST et al., 1997).
No 6rgdo-alvo, a concentracdo fisiolégica de costierona pode ser regulada pela
enzima hidroxiesteroide desidrogenase 11lb (11b-H33}a enzima converte 0s
glicocorticoides ativos para sua forma inativa (MR, 1993). A atividade de 11b-
HSD pode ser regulada por citocinas, como ©N\N&1L-13 (ESCHER et al., 1997). A
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presenca de 11b-HSD, sozinha ou em combinagdo d¢omnes, pode por regular a
concentracdo de glicocorticoides ativos contrilpaira 0 sinergismo entre as citocinas e
esses hormoénios (WIEGERS & REUL, 1998). No estueldddrmoso et al. (2004), a
dexametasona aumentou a expressdo de um geneflandaitdrio em conjunto com
TNF-a, ao invés de atuarem como antagonistas na reguldgdinflamacdo e da
imunidade. Perez et al. (2005) observaram que radodisona em sinergia com a IL-
15, induziu um aumento significativo na proliferagie células NK. Efeitos sinérgicos
entre IL-1 e IL-6 e glicocorticéide foi observadm €€lulas B. A combinacdo desses
agentes induz a producdo de IgM e IgG pelas céBIZEMILIE et al., 1988). A
producdo de IgE também é aumentada por glicocatécé IL-4 (WU et al., 1991).
Eosinofilos, na presenca de glicocorticOide, exgaesm niveis aumentados da
molécula de adesdo MHC-II e da IL-3 e IL-5, levamdoaumento na apresentacao de
antigenos (GUIDA et al., 1994). Outros mediadomsa@ a IL-2 (FERNANDEZ-RUIZ
et al., 1989), IFN: (BERGSTEINDOTTIR et al., 1992) e fator estimuladercolbnias
de granuldcitos (SHIEH et al., 1993) também aurmmemta presenca de glicocorticéide.

Outros estudos demonstraram que os glicocorticdidiszem a apoptose da
maioria das células nucleadas do sistema vascuwlano cneutrofilos e mondcitos
periféricos, por exemplo. Porém, o mecanismo de aé® esta totalmente elucidado
(COX, 1995). A dexametasona induz a apoptose celalmavés do aumento na
expressao de genes pro-apoptoticos (CONRADIE e2@07), na producédo de IL-6 e
IL-8 e na transcricao de moléculas de adesao, tyaenano trafego celular (DING et al.,
2010). O estimulo da IL-6 (SILVERMAN et al., 2004pntribui para o feeback
positivo, aumentando a migracdo e a ativacdo déaseinflamatorias para o local da
injaria (DING et al., 2010) e aumentando a libecad@ glicocorticoides pela prérpia
IL-6 (SILVERMAN et al., 2004). No entanto, o efeipopototico dos glicocorticoides
depende da natureza do estimulo. Enquanto quecocgtticbide sozinho induz a
apoptose de linfocitos, quando aplicado junto comreceptor-celular-T (TCR) ambos
0s sinais aumentam o tempo de vida das célulasroomaidas (WILCKENS & DE
RIJK, 1997).

Os glicocorticoides também influenciam a producdpdtica das APP. Acredita-
se gue a Hp é induzida por cortisol endégeno,dib@iem resposta a qualquer estimulo
inflamat6rio (CERON et al., 2005) e pode, tambéer, imduzida por terapia com
esterdides (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2004). No tedho de Slocombe & Colditz

(2005), foi observado em bovinos, que o stressackupor diferentes fatores, como
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desmane, transporte e manejo intensivo, aumenigmficativamente a concentragéo
de Hp. Em caes, foi demonstrado que o tratamemo diferentes glicocorticéides
aumenta, significativamente, a concentracdo de étcas com aumentos maiores
associados a terapia prolongada (LOWRIE et al.928ARTINEZ-SUBIELA et al.,
2004). Em culturas de células hepéticas, os glitieéides potencializam a indugéo da
expressdo de AGP pelas citocinas IL-1 e IL-6 (BAUNM & GAULDIE, 1994). Os
glicocorticoides e a IL-6 induzem a sintese de A@&Ryvés da ligacao direta, proteina-
proteina, entre o receptor de glicocorticoide k- (NISHIO et al., 1993). Baumann et
al. (1987) relataram que a dexametasona aumentowaeas vezes, a producdo de
IFN-B e em sinergia com a IL-1 aumentaram a sintese @R.ANo entanto, foi
observado que os glicocorticoides inibiram a exg@#esde INF e IL-8, mas
aumentaram, significativamente, a expressao dasipas CRP, SAA e C3 (ZHANG et
al., 2005; ZHANG et al, 2007).

Foi demonstrado que os glicocorticéides inibemadpgédo de 6xido nitrico em
varios tipos de células e reduzem os niveis de miRlra INOS (PUDRITH et al.,
2010; SHINODA et al., 2003). A dexametasona reddarmacdo de nitrito, um dos
produtos estaveis finais da sintese de O0xido aiginibe a expressdo de mRNA para
INOS em 50% (WALKER et al., 1997), devido a initngda expressdo génica da iNOS
(D’ACQUISTO et al., 1997).

2.3 Glicocorticoides no tratamento da endometrite

Uma ampla variedade de protocolos para o tratanmEnendometrite esta sendo
utilizada, com a finalidade de controlar a endoitgtmas nenhum tratamento sozinho
tem sido aceito como eficaz. A modulacdo da regpofiamatoéria uterina, atravées da
corticoterapia esta sendo proposta como eficazrd@lho de Bucca et al. (2008), foi
proposta a modulacdo da resposta inflamatéria noemtmnda cobertura como um
procedimento efetivo para controlar os eventosleuem a endometrite. Foi observado
uma diminuicdo de edema uterino e acumulo de Lilichea melhor qualidade do liquido
coletado (menos tubidez), embora o nimero de PMNtedgha sido afetado. O autor
sugere que essa modulacdo da reacao uterina, apbsréura cria um ambiente uterino
menos favoravel a colonizacdo bacteriana. DellAduaet al. (2006) demonstraram
melhora significativa na taxa de prenhez, quand@aggom historico reprodutivo pobre
foram tratadas com um glicocorticéide. Estes radok estdo de acordo com Papa et al.

(2008) que também observaram que a corticoterapieeatou as taxas de prenhez de
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éguas com histérico de endometrite, enquanto queguas resistentes nao houve
diferenca significativa na taxa de prenhez, entréguas tratadas e as que ndo foram
tratadas com o glicocorticoide. Entretanto, Vanelaei al. (2010) ndo verificaram

influéncia da corticoterapia sobre a taxa de premme uma populacdo de éguas com e

sem acumulo de LIU, antes e depois de inseminatifioial.

2.4 Eletroforese bi-dimensional

Desde o desenvolvimento, ha mais de 35 anos,ati@ferese bi-dimensional
em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) por Klose (19&%)’Farrell (1975), esta tem sido
a técnica de escolha para a andlise de proteinasnenvariedade de células, tecidos e
liquidos. A 2D-PAGE promove uma analise protéicaatta resolucdo e, portanto,
possui um papel central na protedmica (CELIS & GR®DM1999), a area que estuda a
compreensdo e a representacdo de proteinas egpreSsaum genoma, em um
determinado momento. Enquanto que o genoma écestsdiu proteoma correspondente
€ responsivo e dinamico e varia amplamente enggansmos (CHOE et al., 2006).
Este novo campo de pesquisa envolve a combinaca@rigs técnicas para separar
(eletroforese), identificar (espectrometria de raassymunoblotting, quantificar e
armazenar (analise de imagessftware$ dados e informacdes (NOOIJ et al, 1990;
BERGQUIST et al.,, 2007; WU et al., 2007). O proteomesponde a e reflete
influéncias ambientais, estagios de desenvolvimemnostatus sanitario (CHOE et al.,
2006). A protedmica, juntamente com a gendmicalidbdrtas de anticorpos e a
bioinformatica, formam um conjunto de tecnologiampliessionantes para o estudo da
expressao génica, tanto em animais sadios, comodoestes. A protedmica tem
recebido forca para o desenvolvimento de tecnaog@m a finalidade de estudar
doencas e medicamentos, através da marcacao éénpsalvo (CELIS & GROMOV,
1999).

A técnica 2D-PAGE separa as proteinas em duapassta 0 seu poder de
resolucdo é muito superior ao da eletroforese vmédsional. A 2D-PAGE pode ser
utilizada para comparar perfis de expressao pweptéicquantificar e qualificar as
proteinas detectadas (CELIS & GROMOQOV, 1999). Odipgrrotéicos podem ser
escaneados e quantificados para pesquisar difererarao nos niveis de expressao e 0s
resultados interessantes podem ser identificadosyés do sequenciamento de
peptideos por espectrometria de massa (GROSSERT; BERGQUIST et al., 2007)
e Immunoblotting(NOOIJ et al, 1990). Enquanto que cada dimensaanlszonsegue
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separar em média 200 tipos de proteinas diferemt@sy sequencial de duas dimensdes
possui a capacidade de separar a quantia de 1pr6@finas, em uma Unica amostra
(MIKLOS & MALESKA, 2001). Isso é muito relevantema vez que as células
eucariotas consistem em um arranjo de no minim@O0Qoroteinas diferentes e exibem
uma margem ampla de concentracdes (GORG et al4)2@utra vantagem da
eletroforese bi-dimensional é nos casos de limitagd amostra, pois as proteinas
separadas podem ser arquivadas nos géis, indefieida, depois de gravadas suas
imagens. Isto permite a caracterizacdo das prategna uma data posterior, sem a
necessidade de repetir o experimento (CHOE €2G086).

Os trabalhos de 1975 combinaram duas metodolqoi&gstabelecidas, a de
focalizacéo isoelétrica (IEF) e a de eletroforesegel de poliacrilamida (PAGE), em
um formato bi-dimensional que separa as proteirmdodna efetiva na primeira
dimenséo pelo ponto isoelétrico e na segunda déwende acordo com O peso
molecular (KLOSE, 1975; O'FARRELL, 1975). Na area ikproducdo, esta técnica
tem sido utilizada para a determinacdo de marcadiaefertilidade e congelabilidade
no sémen de touros (KILLIAN et al., 1993; JOBIMagt 2004; MOURA et al., 2007) e
da suscetibilidade a endometrite em éguas (MALS@HKM et al., 2007a;
MALSCHITZKY et al., 2007b; MALSCHITZKY et al., 2008

2.5 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa foi criada ha 100 arels, ganhador do prémio
Nobel Sir J. J. Thompson, que identificou ions dquena massa molecular, em um
espectrégrafo de massa (BERGQUIST et al., 2004d®entao, esta técnica tem sido
utilizada em situacdes diversas, mas tornou-se pragminente, nos ultimos anos, no
campo de identificacdo de proteinas (BERGQUISTI.et2807) devido, em grande
parte, ao projeto de sequenciamento do genoma lUMEENTER et al., 2001). O
objetivo da técnica é identificar as proteinas,ifamatias por genes e determinar suas
funcdes no organismo hospedeiro (BERGQUIST et2@D7). As bandas protéicas de
interesse sdo excisadas do gel de poliacrilamid@eridos por proteases especificas,
como a tripsina (SHEVCHENKO et al., 1996) e os fulais resultantes passam pela
espectrometria de massa. A técnica € descrita tathds por Finehout & Lee (2004).
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3. ARTIGOS

3.1 Artigo 1. Persistent post-breeding endometritis: effect oficasteroid treatment on
the number of protein bands from uterine endonlefiiad of susceptible mares.
Pferdeheilkunde v. 26, n. 1, p. 22-24, 2010.

Endometrite persistente pds-cobertura: efeito do stamento com corticosterdide

sobre o numero de bandas protéicas do liquido endatnial de éguas suscetiveis

Caroline Antoniazzi Wolf? Eduardo Malschitzky Gabriel Monteiro Davolfi Maria
Inés Mascarenhas JolinRodrigo Costa Mattds’
1 — Reprolab, Faculdade de Veterinaria, UFRGS
2 — Laboratorio de Proteinas da Reproducao Animal
3 — Curso de Medicina Veterinaria, ULBRA
4 — Pesquisador do CNPq

Resumo

O objetivo deste estudo € comparar o numero de asamuotéicas do liquido
endometrial (perfil protéico) de éguas suscetiveeisendometrite persistente pos-
cobertura, infectadas ou nao infectadas com a f@m&&eptococcus zooepidemices
tratadas com um anti-inflamatorio esteroidal, conlecéguas néo tratadas. Este estudo
foi realizado de Janeiro de 2008 a Marco de 200@raile o estro, o liquido
endometrial puro de 16 éguas foi coletado, atradéstampédo vaginal. Foram
constituidos quatro grupos: G1 — controle, G2 tati@ com 20 mg de isoflupredona, a
cada 12 horas, por trés dias consecutivos, G3 ecgéb experimental com
Streptococcuszooepidemicuse G4 - infeccdo experimental comtreptococcus
zooepidemicuge tratamento com corticosteréide (idem ao G2).afwostras foram
processadas e submetidas a eletroforese bi-dinmathsios géis de eletroforese foram
escaneados e analisados para determinar o numesand@s protéicas. Os géis das
amostras de endométrio apresentaram o nimero maear8d8 bandas no G1, 54 no G2,
51 no G3 e 72 no G4. Os spots protéicos foram dftiee 105 kDa de peso molecular e
ponto isoelétrico entre 4.3 a 10.0. Foi observadoawmento no niumero de bandas

protéicas nos grupos 2 e 4. O tratamento com aftdiRnatorio esteroidal pode alterar o
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perfil protéico do liquido endometrial de éguascstiseis, pelo aumento no nimero de
bandas protéicas.

Palavras-chave reproducédo, endometrite, corticosteroéide, equigojdo endometrial,

proteinas, eletroforese.

Persistent post-breeding endometritis: effect of aorticosteroid 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 rafoenetrial fluid protein bands
(protein profile) of mares susceptible to persispast-breeding endometritis (PPBEM),
infected or non-infected with bacterfatreptococcuszooepidemicystreated with a
steroidal anti-inflammatory drug with the ones froon-treated mares. This study was
conducted from January 2008 to March 2009. Duristgus, pure endometrial fluid of
16 cyclic warmblood mares was recovered by theofiseginal tampons for specimen
collection. Four groups were constituted: G1 — mntG2 — treated with 20 mg
isoflupredone acetate, every 12h, for 3 days, G&xperimental infection with
Streptococcuszooepidemicusand G4 — experimental infection witBtreptococcus
zooepidemicuand treated with corticosteroid treatment (samie &2). Samples were
processed and submitted to two-dimensional elelstn@gsis technique according to
O’Farrell et al. (1977), modified by Rodnight et £1988). Electrophoresis gels were
scanned and analyzed to determine the number obnegtdal protein bands.
Endometrial electrophoresis gels showed 33 prdtaimds in G1, 54 in G2, 51 in G3
and 72 in G4. Protein spots ranged from 15 to ID& kolecular weights and pH 4.3 to
10.0 isoeletric points. An increase in the numbeprotein bands was observed in the
two corticosteroid treated groups (G2 and G4). ffneat with steroidal anti-
inflammatory drug isoflupredone can alter the numbk endometrial fluid protein
profile of estrus mares susceptible to PPBEM, bynarease in the number of protein

bands.

Keywords: Reproduction, endometritis, corticosteroid, equirendometrial fluid,

proteins, electrophoresis.
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Introducao

A endometrite € um evento fisiolégico, que ocopésaa cobertura (WATSON,
2000) devido a resposta induzida pela deposicaséden no limen uterino da égua
(KOTILAINEN et al., 1994; FIALA et al., 2007). Est@acéao inflamatoria serve para
eliminar o excesso de espermatozoéides e bacténaaladas no momento da cobertura
(KOTILAINEN et al.,, 1994; TROEDSSON et al.,, 1995lAEA et al., 2007). No
entanto, se a inflamacdo persiste o0 ambiente asgelté incompativel com o
estabelecimento da prenhez (WATSON, 2000). As éguas nao eliminam a
inflamacdo em 96 horas apdés a cobertura e acumliuido no Iumen uterino
(LEBLANC, 2003) sédo classificadas como suscetieeiredita-se que possuem falha
na limpeza fisica do Utero. O acumulo de liquideaiterino (LIU) durante o estro foi
associado com alteracbes na composicédo da searegéta. A média da concentracdo
de proteinas totais na secre¢do uterina de éguasitbera um terco da encontrada em
éguas sem essa condicdo. Isso, provavelmenteaimpie o liquido endometrial é
composto de secrecado glandular e de transudatd_AE12001). Foi descrito que o
tratamento com corticosteréide, antes da coberaumenta as taxas de prenhez de
éguas suscetiveis (DELL’AQUA Jr. et al., 2006). lg)etivo deste estudo € comparar o
namero de bandas protéicas (perfil protéico) deagguscetiveis, infectadas ou nao
infectadas comStreptococcuszooepidemicys tratadas com um anti-inflamatério

esteroidal, com o de éguas nao tratadas.

Material e Métodos
Este estudo foi conduzido de Janeiro de 2008 gdvide 2009. Um total de 16
éguas, com idade de 4 a 30 anos, de um rebanhoregptal, foram utilizadas. Os

animais eram mantidos a campo, suplementados agio eafeno.

Sele¢do das éguas

As éguas foram submetidas a exame reprodutivouimid avaliagdo da
conformacado perineal, palpacdo retal e ultrasofieagrApenas éguas clinicamente
sadias foram utilizadas. Os exames de palpacadrasaografia foram realizados
diariamente para avaliar crescimento folicular,ugd® edema uterino e presenca de
acumulo de liquido intrauterino (LIU). As éguasaior classificadas como suscetiveis,
de acordo com o historico de estudos anteriores.ééisas foram consideradas

suscetiveis quando acumulo de LIU foi detectadoepame ultrasonografico do Utero,
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48 horas apos inducdo de inflamacao uterina cayseldadeposicdo de sémen apds

inseminagao artificial.

Tratamento e infeccéo experimental

Apés a selecao dos animais, o experimento inici@ando foram observados um
foliculo pré-ovulatério (>35mm) e uma imagem utaricaracteristica de estro, no
exame de ultrasonografia. Todas as éguas pasg&iasquatro grupos constituidos,
com um estro de intervalo, entre os tratamentos.gfpos foram: G1 controle:
primeiro estro do experimento, as éguas ndo reagbeenhum tratamento. G2 tratado:
terceiro estro, as éguas receberam administrac20 deg de acetato de isoflupredona,
a cada 12 horas, por trés dias consecutivos. @8tado: quinto estro, as eguas foram
inoculadas com 1xf£0Streptococcus zooepidemicesG4 infectado + tratado: sétimo
estro, as éguas foram inoculadas com 1)8tfeptococcus zooepidemiceiseceberam
tratamento com corticosterdide, idem ao G2. A bactéi inoculada no segundo dia de
tratamento. A infeccdo experimental foi realizad@wes de infusdo de uma cultura
bacteriana, suspendida em 20 mL de solucdo salora, 0 uso de uma pipeta de
inseminacdo, no utero. Todas as éguas foram tetawla lavagem uterina e infusdo
local de antibidtico, até a confirmagcdo de livre idBamacao. Adicionalmente, €
importante relatar que, em algumas ocasifes, noemmmmda coleta das amostras,
pouco volume de secrecdo foi coletado, pois algudgams nao produziram liquido
suficiente. Estas amostras ndo foram consideradasstudo. E também, uma égua
desenvolveu endometrite permanente, apés a infeAc@ondometrite ndo respondeu ao
tratamento, até que a égua entrou em anestro $agortanto, esta égua foi retirada do

experimento.

Coleta e processamento das amostras

As amostras foram coletadas 12 horas depois, coso @e um tampao vaginal
comercial de algoddo (mini OB- Johnson & Johnson), inserido assepticamente no
Gtero. A técnica utilizada para a coleta foi umalificacdo do procedimento descrito
por Reilas (2001). Uma linha extra de 50 cm foi mada no tampdao, o qual ultrapassou
a cervice e chegou ao Utero, utilizando uma téoméciuva dupla modificada. A parte
distal da luva retal foi cortada no punho para formam tubo plastico. Uma mao
enluvada, segurando o tampao, foi inserida no pldtico e entdo, a extremidade deste

foi fechada com os dedos. A méo enluvada foi lidl@rdo tubo plastico antes de
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alcancar a cérvice. O tampéo foi mantido no Utem3® minutos e retirado do limen
uterino protegido por uma mao enluvada. Apds a c@malo tampdao, cada tampao foi
inserido em uma seringa de 20 mL e o liquido aldorfoi espremido em um tubo

estéril. Aliquotas de 2 mL de secrecao endomdtitam centrifugadas a 1.500gxpor

20 minutos. O sobrenadante foi transferido pamtios e armazenado em nitrogénio
liguido, até os ensaios.

Eletroforese

As amostras foram descongeladas, re-centrifugadd®.000 x g, por 60
minutos, a 4C e uma aliquota de pDdo sobrenadante foi retirada e transferida para
criotubos para armazenamento a’@0A concentracéo de proteinas foi determinada, de
acordo com Lowry et al. (1951), utilizando albums#ica bovina (BSA) (1mg/ml),
como padrdo. As amostras endometriais de duas égmEsentaram quantidade
insuficiente de proteina e ndo foram adequadasrpaliaar a eletroforese. As amostras
das secrecdes endometriais foram submetidas, enficatap a eletroforese bi-
dimensional, técnica descrita por O’Farrell et(&877), modificada por Rodnight et al.
(1988). Os geéis foram imersos em uma solucadcamassie brilliant blueR-250 a
0,15% (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,BNIA), metanol a 53%, acido
acético a 7% e agua e coraadoernight Os géis foram descorados em uma mistura de
50% de metanol, 7% de &cido acético e agua, cormimmo de 5 trocas de solucéo.
Os geis foram equilibrados em uma solucdo de metad0%, glicerol a 1% e agua,
por 2 horas. Os géis foram, entdo, colocados ahies laminas de celofane até
secarem. Apos, o0s géis foram escaneados (Hewlkafh&100C, Palo Alto, CA,
EUA) e analisados por usoftware(Optiquant Acquisition & Analysisversdo 02.00,

Canberra, Australia) para determinar o nimero dedmprotéicas.

Resultados

Amostras endometriais de 16 éguas foram coletadas total de 40 géis foram
analisados. Os spots protéicos variaram entrelllé&Da e ponto isoelétrico entre 4,3
a 10.0 (Figura 1). Foi contado o numero maximo 8léandas 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 ibiehsional de proteinas da
secrecdo endometrial, grupo Controle. Gel bi-dinograd de SDS-PAGE a 12%,
corado com Coomassie Blue. A seta horizontal nie [gaperior demonstra a dire¢éo do
gradiente de pH néo equilibrado (NEPHGE), do teafliasico (+) para o acido (-), na
primeira dimensdo. O marcador de peso moleculaa¢es esta a direita.

Discussao

Foi observado um aumento no numero de bandasdamtaos dois grupos
tratados (G2 e G4). Este aumento pode ser explipatiopresenca de proteinas anti-
inflamatdrias (como algumas citocinas anti-inflabnats, por exemplo), causado pela
acao potente dos corticosteroides. Malschitzky.gP808) observaram uma densidade
Optica maior e maior frequéncia em 12 e 8 bandagtipas, respectivamente, em
amostras de éguas suscetiveis, comparadas asmEsstEm 11 spots foi possivel ver
uma relacdo com proteinas ja descritas em cavddssguais 6 podem estar envolvidas
no processo inflamatdrio. Fumuso et al. (2003) @e®ram que éguas suscetiveis
apresentam niveis mais altos na expressdo de mRMNA @uatro citocinas pro-
inflamatorias (IL-B, IL-6, TNFa e IL-8), antes da cobertura, comparadas as
resistentes. A presenca de concentracdo de Oxidoonil3 horas apds inseminagao
artificial foi observada por Alghamdi & Troedssa2002), que demonstraram que 0
total de Oxido nitrico foi significativamente sujernas éguas suscetiveis, do que nas
resistentes. O 6xido nitrico € um mediador que graw relaxamento da musculatura
lisa em diferentes 6rgéos, incluindo o Utero. Paotaniveis altos de 6xido nitrico na
secrecdo uterina de éguas suscetiveis pode sersa oa o efeito da suscetibilidade.
Eguas resistentes sdo capazes de eliminar os psothftamatorios assim que sdo

gerados, enquanto que as suscetiveis falham adofagépontaneamente, devido ao
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Utero penduloso e posicionado profundamente naladei abdominal, resultando em
acumulo de 6xido nitrico (ALGHAMDI & TROEDSSON, 2P0 Consequentemente, 0
miomeétrio ndo consegue contrair e os produtosnrdtarios acumulam, atuando como
um estimulo continuo a endometrite. O uso de pigmona, proximo ao momento da
cobertura, resultou em taxas de prenhez maisetasguas suscetiveis, comparadas as
ndo tratadas (DELL'’AQUA Jr. et al., 2006). Os caysteroides promovem a reducdo
na expressao de varias citocinas inflamatorias,octuslp, TNF-, IL-4, IL-3, IL-5 e
IL-8 reduzindo, assim, a inflamagcdo. Adicionalmenta administracdo de
corticosterdides reduz os niveis de 6xido nitri@neimas responsaveis pela sintese de
prostaglandinas e leucotrienos e diminui a ativkdde moléculas de adesao, que reduz
a migracao de leucdcitos dos vasos sanguineos (\WNEet al., 1999).

Outra hipdtese é que algumas dessas proteinanf@eso liquido endometrial
apos o tratamento com o corticosterdide ndo possp@pel especifico durante o
processo inflamatorio, mas outras fungbes ainda eléicidadas. Mesmo assim, é
esperado um aumento na expressao de citocinasnfeminatorias para controlar a
expressado das citocinas proé-inflamatérias no anigierino da égua suscetivel, numa
tentativa de restaurar o equilibrio ao seu sistemae descoordenado. Em conclusao, o
tratamento com o anti-inflamatoério esteroidal, ligofedona, pode alterar o perfil
protéico do liquido endometrial de éguas suscetimeendometrite, durante o estro,
promovendo um aumento no numero de bandas pratéistsidos futuros sao
necessarios para identificar as proteinas envavita inflamacédo e elucidar suas

funcBes, se possivelmente estdo associadas owriédamento com corticosteroides.
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Resumo

O objetivo deste estudo é verificar o efeito ddicoterapia aplicada na presenca e
na auséncia de inflamacgéo uterina sobre a protedduocliquido endometrial de éguas
suscetiveis a endometrite. Onze éguas foram sizaidas com 5 mg de prostaglanding F
e apos a verificacdo dos sinais de estro foram stilas a quatro tratamentos. O primerio
foi 0 do grupo Controle, que néo recebeu nenhumdgp tratamento. O segundo foi o do
grupo GC, onde as éguas receberam administracém dgicocorticoide, a cada 12 horas,
por trés dias consecutivos. O terceiro foi o dggrinfectado, onde foi realizada infusédo
intrauterina deStreptococcugoopepidemicuélx10/mL) e o quarto foi o do grupo GC +
Infectado, onde as éguas receberam a administrdgaglicocorticOide e a infusdo
intrauterina, da mesma forma que os grupos GCeztido. Doze horas apdés o final de
cada tratamento, as amostras foram coletadas eetidama eletroforese bi-dimensional
para separacao protéica e espectrometria de maissa entificagdo das bandas protéicas
relevantes. A corticoterapia provocou alteracagmaedmica do liqguido endometrial de
éguas suscetiveis, caracterizada pelo aumentaafoouicdo na densidade 6ptica relativa

e/ou na frequéncia de proteinas da fase agudafldmatdo, sendo as maiores alteracdes
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observadas quando a corticoterapia foi aplicad@rasaenca de um processo infeccioso.
Adicionalmente, a infeccao do lumen uterino prowpatieracdes na proteémica do liquido
endometrial de éguas suscetiveis, caracterizadis genento e/ou diminuicdo na
densidade éptica relativa e/ou na frequéncia deejpras da fase aguda da inflamacao. Os
resultados do presente estudo demonstram que aaeatiicoides influenciam a resposta
imune, ndo apenas como depressivos, mas estimetadardefesa local, através de uma
imunomodulacdo. Sugere-se que a corticoterapiapri@ongada, como a realizada neste

estudo, pode ser benéfica para o tratamento degsos infecciosos uterinos.

Palavras-chave endometrite, égua, proteinas da fase agudacglittodide, eletroforese.

Effect of corticotherapy on the protemics of theadometrial fluid from mares susceptible

to persistent post-breeding endometritis

Abstract
The objective of this study is to verify the effedtcorticotherapy applied in the presence
and in the absence of uterine inflammation on tioenetrial fluid proteomics from mares
susceptible to endometritis. Eleven mares werelspmized with 5 mg prostaglandin.F
and after the observation of the signs of estrugwabmitted to four treatments. The first
was of the Control treatment, which did not receamg kind of treatment. The second was
of the GC treatment, where mares recieved glucicowit administration, each 12 hours,
for three consecutive days. The third was the befbd¢reatment, where it was performed
intrauterine infusion oBtreptococcugoopepidemicuglx10’/mL) and the fourth was the
GC + Infected treatment, where mares received timirastration of glucocorticoid and
intrauterine infusion in the same way as GC anddigd treatments. Twelve hours after the
end of each treatment, uterine samples were cetleahd submitted to two-dimensional
electrophoresis for protein separation and masstspeetry for the identification of
relevant protein bands. Corticotherapy provokedaheration in the proteomics of the
endometrial fluid from susceptible mares, charéterby an increase and/or a decrease on
the relative optic density and/or frequency ofanfimatory acute phase proteins, with the

major alterations occurring when corticotherapy wasplied in the presence of an
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infectious process. Additionally, the uterine lumefection provoked alterations in the
proteomics of the endometrial fluid from susceptiblares, characterized by and increase
and/or a decrease on the relative optic densityoarfdequency of inflammatory acute
phase proteins. Results of the present study shatgtucocorticoids influence the immune
response, not only as suppressors, but enhancersocal defense, through an
immunomodulation. It is suggested that non-prolohgarticotherapy, as performed in this

study, can be beneficial for the treatment of aeeinfectious processes.

Keywords: endometritis, mare, acute phase proteins, gluticoa, electrophoresis.

Introducéo

A endometrite € uma das maiores causas de irdedd na égua (LIU &
TROEDSSON, 2008). A forma mais comum de endomeérite induzida pela cobertura
(ALGHAMDI et al., 2005), um evento fisioldgico, queerve para eliminar 0 excesso de
sémen e bactérias introduzidos no utero (TROEDSS08B). As éguas que nédo eliminam
a inflamacgéo desenvolvem uma endometrite persestgrds a cobertura (LEBLANC et al.,
1998) e sao classificadas como suscetiveis (TROBEDSS LIU, 1991). A suscetibilidade
atinge 15% de éguas puro sangue de corrida (ZENal.et1998) e a taxa de morte
embrionaria é trés vezes maior nas éguas que apaesessa condicdo (MALSCHITZKY
et al., 2003).

Apesar do conceito de égua resistente e suscedivektabelecido ha décadas, ainda
nao esta claro o que falha na defesa uterina des &yiscetiveis. Acredita-se que o sistema
imune defeituoso ou desequilibrado esteja envo)vigis pouco se sabe, no entanto, sobre
as alteracdes imunoldgicas locais que acompanhandametrite (METTE et al., 2010).
Sendo assim, a composicdo do liquido endometriad $&ddo muito estudada. Foi
demonstrado que éguas resistentes e suscetivaseatam diferenca na composi¢ao
protéica do liquido endometrial (MALSCHITZKY et aR008), sendo que o das ultimas
apresenta maior expressdo de citocinas pro-inftaiaat e menor de anti-inflamatorias
(FUMUSO et al., 2003; FUMUSO et al., 2006). Entnétea a administracdo de um
imunomodulador provocou alteragdes protéicas, cormamento na expressao da citocina

anti-inflamatoéria 1L-10 e resultou em um ambienterimo semelhante ao das resistentes
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(FUMUSO et al., 2007). Com a finalidade de modwdaresposta inflamatoria uterina
descoordenada das éguas suscetiveis, a cortidatéeap sido proposta, com resultados
satisfatorios nas taxas de prenhez, quando aplinad@eriodo prévio a inseminacao
artificial (DELL’AQUA Jr. et al., 2006; PAPA et al2008) e melhora na qualidade do
liquido intrauterino (BUCCA et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito daticoterapia aplicada em éguas na
presenca ou na auséncia de um processo infecdiesnousobre a protedmica do liquido

endometrial de éguas suscetiveis a endometritesigene pos-cobertura.
Material e Métodos

Animais

Onze éguas suscetiveis a endometrite, com idade4at30 anos, em fase ciclica e
sadias clinicamente foram utilizadas no estudola&sificacdo quanto a suscetibilidade foi
realizada de acordo com Malschitzky et al. (20@@)a tal, as éguas foram inseminadas
artificialmente com 500 x fale espermatozdides diluidos em leite desnatadovolume
final de 20 mL. As éguas que apresentaram liquidcauterino superior a 15 mm,
verificado apds exame ultrasonografico 36 a 48hemds a inseminacao artificial, foram
classificadas como suscetiveis. As éguas utilizagaevenientes de um rebanho
experimental, foram mantidas livres em potreirgsigiementadas com feno e aveia e agua

ad libitum

Manejo reprodutivo

As éguas foram sincronizadas com 5 mg de prostaigiart, (Lutalys€, Pfizer
Saude Animal, Paulinia, Brasil), com intervalo dedlas e avaliadas, através de palpacao
retal e ultrasonografia transretal. Apos a obséwalps sinais de estro, verificados por um
foliculo maior de 35 mm de didmetro e edema uterisivel, as éguas foram submetidas a

quatro tratamentos.

Tratamento Controle

As éguas ndo foram submetidas a nenhum tratamento.
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Tratamento Corticoterapia

A aplicacdo intramuscular de 20 mg de acetato afeufredona (Pred&f Pfizer,
Paulinia, Brasil) foi iniciada a cada 12 horas, {pés dias consecutivos, quando a égua foi
detectada em estro.

Infeccioexperimental

A infusdo de 1 x 1DStreptococcus zooepidemifm& suspensas em 20 mL de
solucao salina a 0,9% foi realizada antisepticaeeatdia da deteccdo do estro, com 0 uso
de uma pipeta de inseminagcao (MATTOS et al., 1997).

Corticoterapia + Infeccdo experimental
A corticoterapia e a infusdo @&treptococcus zooepidemidasam realizadas como
descrito acima, sendo que as culturas bacterianas finfundidas 24 horas apés a primeira

aplicagéo do glicocorticoide.

Todas as éguas foram submetidas aos quatro tratsnerentre cada tratamento
observou-se um intervalo minimo de um ciclo esttaprimeiro estro utilizado foi o do
grupo Controle, o terceiro estro o da corticotexaf@C), o quinto estro o da infecgcéo
experimental (Infectado) e o sétimo estro o dai@udrapia + infeccdo experimental (GC
+ Infectado). Previamente a todas as manipulag@eswaginais, a cauda das éguas foi
ligada e a regido perineal lavada com agua, sabéitone degermante (Laboriodfhe
Segmenta, Ribeirdo Preto, Brasil) e seca com papéia. Ao final de cada infusédo, as
éguas foram tratadas com lavagens uterinas e mfudéauterina de 10.000.000 Ul de

penicilina (Novapen, Marcolab, S&o Jodo do Par&isasil).

Coletadasamostras

Amostras de liquido endometrial puro foram colesatia horas apés o término de
cada tratamento. Tampdes vaginais comerciais (Bff, Johnson & Johnson Industrial
Ltda, S&o José dos Campos, Brasil) foram introdiszidnti-septicamente no utero, de
acordo com o meéetodo de Reilas (2001), modificado Malschitzky et al. (2008). O

tampéao foi introduzido pela cérvice, protegido poras de palpacao, através do método
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modificado de dupla luva. Foi cortada a parte Hd¢auma luva de palpacéo, para formar
um tubo plastico e a mao enluvada com o tampdaojnfodduzida no tubo plastico,
fechando a extremidade com os dedos. O tubo pdasticremovido no momento da
introducdo do tampé&o, no utero, onde permaneceB@@atinutos. O tampdao foi removido
protegido por uma luva de palpacédo e, imediatamdaiténserido em um saco plastico
estéril e pressionado, através de um dispositivouadapara a recuperacédo do liquido. O
liquido coletado foi transferido para tubos conies&reis e centrifugado, imediatamente, a
1.500 xg, por 20 minutos. O sobrenadante foi transferida jgaotubos, em aliquotas de 2

mL, que foram estocadas no freezer a °@0até o uso.

Eletroforese bi-dimensional

As amostras foram descongeladas a temperatura m@enbie centrifugadas,
novamente a 10.000¢ por 1 hora, a 4C. O sobrenadante foi recuperado, aliquotado e
estocado novamente em freezer a “80A quantidade de proteina foi determinada, de
acordo com o método de Lowry et al. (1951), utiita albumina sérica bovina como
padréo. A eletroforese bi-dimensional foi realiza@aacordo com O’Farrell et al. (1977),

modificada por Rodnight et al. (1988), em duplicata

Primeira dimensao

Para a focalizacdo isoelétrica (primeira dimensém)realizada eletroforese em
gradiente de pH nao equilibrado (NEPHGE) em gehd#damida a 3,5%. Os géis foram
confeccionados em capilares de vidro de 150 x 2Zybda diametro interno. Para fazer 50
mL de gel (60Ql por capilar) 27,6 g de uréia foi diluida em 15 mi¢ agua ultra pura
(Milli-Q ®, Millisul, Porto Alegre, Brasil) a 66C. Apés, foram adicionados 5,65 mL de
acrilamida (solucdo estoque a 30%), 0,250 mL délitws 2-4 (Servalyt, SERVA
Electrophoresis, Heidelberg, Alemanha), 0,250 mlanlitos pH 5-7 (Ampholiné', GE
Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia), 2 mardélitos pH 3-10 (Pharmalyt®, GE
Healthcare Bio-Scienes, Uppsala, Suécia), 1mL apdlg(CA-630, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), 0,083 mL de TEMED (TEMED 100%, GE Hihahre Life Sciences,
Uppsala, Suécia) e agua ultra pura g.s.p. Imedattenapés a adicdo de persulfato de

amonio a 10%, os capilares foram preenchidos cosolacdo do gel até 3,5 cm da
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extremidade, através de succao realizada atravémdeseringa de 1 mL acoplada a um
cilindro de latex, conectado na extremidade dolaapDs géis permaneceram em banho-
maria a 37°C por 2 horas para polimerizacdo. Foram aplicadfsuty de proteina, por
capilar, adicionados de uma solucdo de preparomstea (uréia a 9 M, lisina a 12,5 nM,
SDS a 7 nM, Igepal a 4% ¢-nercaptoetanol a 2%) e marcador de corrida (Cytoch

C, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A corrida foiakktzada com um méaximo de 800 V, 10
mA e 0,125 W por capilar, até que o marcador atigcm de migracado (2-3 horas). Os

capilares foram identificados e estocados em freez20°C, até a segunda dimens&o.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a realizacdo da eletroforese de segunda dimems géis da primeira
dimenséo foram retirados do capilar, com o usorda seringa de 5 mL acoplada a um
tubo de latex, conectado em uma das extremidadeapilar. Através de aplicacdo de leve
pressdo, os géis foram expelidos dos capilareseg80ndos apods a retirada do capilar do
freezer para breve descongelamento. Os géis foodmnatlos sob agitacdo em tampéo de
equilibracdo de SDS adicionado dp-rBercaptoetanol por 20 minutos, em temperatura
ambiente. Os géis de segunda dimenséao foram caoriedos entre placas de vidro de 20 x
18 cm. A solugéo do gel de corrida SDS-PAGE coatihh% de acrilamida, 1% de SDS,
0,375 M de Tris-HCI pH 8,8 e 10% de persulfat@d®nio. O procedimento de confecc¢éo
dos géis em placas de vidro é descrita por O’Ra18I75). A corrida foi realizada com
maximo de 125 V e 20 mA por placa, até que a camiihgiu 3 cm do fim da placa (6-7
horas), verificado pelo marcador (BromopheBdle, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),

adicionado ao tampéao superior de corrida.

Coloracéo e secagem

Os géis foram corados durante a noite em uma smldedComassie (Comassie
Brilliant Blue R-250, Affymetrix / USB, Clevelan&UA) a 0,15%, metanol a 53% e &cido
acético glacial a 7%. Apds, os géis foram descarado solucdo fixadora (metanol a 53%,
acido acético glacial a 7%) sob agitacdo, pelomorde 4 horas ou até obter transparéncia
e equilibrados em solucdo de secagem (metanol a &0to acético glacial a 1%) por,

aproximadamente, 2 horas. Os géis foram estocadive duas laminas de celofane,
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escaneados (Hewlet-Packard 6100C, Palo Alto, EUAgnealisados por unsoftware
(Optiquant Acquisition & Analysis, 02.00, Canberraystralia) para a verificacdo da
frequéncia e da densidade Optica relativa das Bapdatéicas, medida em pixels. A
medicdo € expressa pela porcentagem relativa adgspisendo que 100% representam o
total de uma éarea definida, constante para cadae gelda banda corresponde a uma

porcentagem do total.

Espectrometria de Massa

A identificacdo das proteinas foi realizada pétaica de espectrometria de massa.
As bandas protéicas de relevancia estatistica, tquandensidade oOptica relativa e a
frequéncia foram recortadas do gel e digeridas tipsina, de acordo com Shevchenko et
al. (1996). O sequenciamento dos peptideos fozegld no Laboratorio Uniprote-MS, do
Centro de Biotecnologia da UFRGS, através do s&tde separacdo de particulas em
escala nano (UPLC nanoACQUITY Waters, Milford, EUA), accoplado a um
espectrometro de massa (Q-TOF MittoWaters, Milford, EUA). As sequéncias obtidas
foram comparadas para correspondéncia no bancadiesddisponiveis na internet, no

sitio http://www.matrixscience.com.

Analiseestatistica

Foi realizada analise de variancia, com signifirde 5%, para avaliacdo dos
dados da densidade Optica relativa das bandasgamtéssociado ao teste de Tukey. Um
minimo de 2 géis de boa resolugdo por amostraralisado. A frequéncia relativa das

bandas protéicas foi avaliada pelo teste Qui-quiadgrzos diferentes tratamentos.

Resultados

A infus@o intrauterina d8treptococcugooepidemicuprovocou uma endometrite
clinica em todas as éguas, caracterizada pelavalgser de acumulo de liquido intrauterino
superior a 15 mm, através de ultrasonografia tessisrealizada antes das coletas das
amostras.

Foram analisados ao todo 102 géis de boa qualelaesolucéo, identificando-se 72

bandas protéicas, com ponto isoelétrico (pl) effBea 10,0 e peso molecular (PM) entre
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15 a 105 kDa. Em 23 bandas protéicas, observoufseen;a em relacdo a densidade
Optica relativa e a frequéncia, das quais 10 bafatam identificadas (Tabela 2), através
da espectrometria de massa. As outras 13 bandscpsondo puderam ser identificadas,
devido a quantidade insuficiente de proteina, qompossibilitou a realizacdo da

espectrometria de massa.

Tabela 2 — Proteinas identificadas pela espectramd massa, ponto isoelétrico (pl), peso
molecular (PM) e a banda correspondente no gel RB-BAGE expressa em numeros
arabicos.

Banda Proteina pl 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 lgG 6,53 37,5
87 Actina 5,29 41,7

AAT — wos-antitripsina, Hp — Haptoglobina, TT — TranstiretinApoA-1 — Apolipoproteina, A-1 TF —

Transferrina.

Na tabela 3 estdo descritas as bandas protéicasifizhlas, que expressaram

diferenca significativa na densidade optica retativ

Tabela 3 — Densidade Optica relativa das banda®ipas identificadas, nos diferentes
tratamentos. Os valores representam a porcentagjativa de pixels de cada banda, em
relacdo a porcentagem da area total do gel.

Controle GC Infectado GC + Infectado
Banda Proteina % % % %
3 AAT 3,07 3,36 3,05 4,39
5 AAT 2,35 2,45 2,35 4,39
7 AAT 2,4¢ 2,54 2,43 4,27
9 AAT 2,45 2,57 2,83 4,53
23 Hp 3,5% 3,83" 4,58 7,84"
29 TT 2,78 3,08 o° 5,14
53 ApoAl 3,65 3,42 5,7P 5,43
65 TF 15,83 16,43 10,97 10,78
77 IgG 1,7% 1,87 4,57 2,18
87 Actina 4,31P 3,27 3,32 6,69

abe| etras diferentes, na mesma linha, indicam haveretica significativa (p<0,05).

AAT — wo-antitripsina, Hp — Haptoglobina, TT — TranstiretinApoA-1 — Apolipoproteina A-1, TF —

Transferrina.
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As bandas protéicas identificadas, que apresentalifgnenca significativa na

frequéncia estédo descritas na tabela 4.

Tabela 4 - Frequéncia relativa das bandas protéidastificadas, nos diferentes
tratamentos. Os valores indicam a porcentagem aeemento da banda no total de géis
de cada tratamento.

Controle GC Infectado GC + Infectado
Banda Proteina % % % %
3 AAT 92,8 67,7 40,9 100°
5 AAT 89,3 67,7° 40,9 95
7 AAT 96,5 83,d 40,9 95
9 AAT 89,3 77,4 3,8 65*P
29 TT 32,8 22,6 o 55°

abC| etras diferentes, na mesma linha, indicam haveratica significativa (p<0,05).
AAT — os-antitripsina, TT — Transtiretina.

Discusséao

No presente trabalho foi verificada alteracdo rag@mica do liquido endometrial
de éguas suscetiveis a endometrite, ap0s a ceripid e apos a infec¢cdo experimental
bacteriana. A endometrite € bem descrita clinicaenea egua (MAISCHBERGER et al.,
2008), mas pouco se sabe sobre as alteracfes dgiocas locais, que acompanham a
endometrite (METTE et al., 2010). No presente estimi verificado que a frequéncia e a
densidade Optica relativa de varias proteinas ga &éguda (APP) da inflamag&o foram
alteradas pelo estimulo infeccioso ou induzida® pedtamento com glicocorticoide. O
estimulo inflamatorio causado pela infeccdo induzawmento na sintese das APP
(CARAPETO et al., 2006) em poucas horas, alteramdintese protéica drasticamente
(GRUYS et al., 2006). Devido a isso, as APP téno sidiito utilizadas para monitorar
processos inflamatérios e/ou infecciosos sistemicdaen(ECKERSALL, 2004). Porém, o
conhecimento sobre as alteracdes locais dessag ARIRO importante.

A corticoterapia aplicada nas éguas sem a presdacamfeccdo ndo alterou a
densidade 6ptica relativa de nenhuma, comparadaraoole.No entanto, na presenca de
infeccdo a corticoterapia provocou maiores alteracprotedmicas, com aumento na
densidade Optica relativa e na frequéncia reladi®aAAT e TT, aumento na densidade
Optica relativa de actina e diminui¢cdo na densidaaliea relativa de 1gG. Estudosvivo e

in vitro demonstraram que os glicocorticoides inibem e &amhativam varios genes proé e
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anti-inflamatorios e muitas discrepancias tém emergFRANCHIMONT et al., 1999).
Eles podem possuir tanto efeito depressivo quastinelador, sendo que a resposta
inflamatéria aguda € um resultado dessas interag@@@aplexas e a acdo dos
glicocorticoides depende, em parte do tempo e dtegtn de exposicao celular (GALON
etal., 2002).

Estudosn vitro demonstraram aumento na expressao de algumasS¥R CRP
e C3) por acdo dos glicocortic6ideBHANG et al., 2005; ZHANG et al, 2007). Porém,
estes sozinhos possuem um efeito estimulador galoe a maioria das APP, enquanto que
agem fortemente em sinergia com citocinas (BAUMABINGAULDIE, 1994), as quais
séo produzidas e liberadas, quando ha um estimildmiatorio, como a infeccdo (WEBEL
et al., 1997). O aumento na frequéncia da TT irdthupela corticoterapia observada neste
estudo, deve estar relacionado com a protecadoaiioteflamado, através do aporte de
vitamina A. A TT possui papel importante no tramspalessa vitamina (CAMPBELL et
al., 2005) e acredita-se que a ela seja necegsfdaa sintese de glicoproteinas (KIM &
WOLF, 1974; WOLF et al., 1979). Isso pode ser udiciativo de que ha sintese de APP no
endomeétrio de éguas, uma vez que a maioria das F@@Pglicoproteinas (AISEN &
LISTOWSKY, 1980; YOUNG et al., 1995; CERON et aRp05; SMITH, 2005;
CRISMAN et al., 2008), inclusive a AAT (TRAVIS & SA/ESEN, 1983).

A AAT esta presente no Utero de éguas, com maiantglade observada no estro
gue no diestro (SCUDAMORE et al., 1994). No preserdtudo, a enzima AAT esteve
presente em mais de 89% das éguas controle, maa &exjuéncia diminuiu apos a
infeccdo uterina, chegando ao maximo de 40,9% giaasé No entanto, a corticoterapia na
presenca de infec¢cdo aumentou a frequéncia da anehegando a aparecer em até 100%
dos casos e também aumentou sua expressao, quamgarada as éguas infectadas e
aguelas em que a corticoterapia foi aplicada sewerham processo infeccioso. Estes
resultados sugerem uma forte indicacdo de que ioscgtticides podem realmente
aumentar a AAT nos processos infecciosos, quandaurhaestimulo que induz o
aparecimento da enzima. Neste caso, o0 estimulo pedeatribuido as proteases
neutroéfilicas (HADZIC et al., 2006), uma vez qu&AT é a principal enzima inibidora
dessas proteases (GETTINS, 2002). Os neutréfilgsami da circulacdo sanguinea para os

tecidos infectados, onde englobam e inativam biastéatravés da acdo de um complexo de
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substancias contido em seus granulos, incluingwa@esases como, por exemplo, a elastase
(BRINKMANN et al., 2004). O equilibrio antiprotedskastase neutrofilica nos processos
inflamatérios € muito importante, uma vez que oedasgibrio favorece a protedlise
descontrolada da ultima (POTEMPA et al., 1991).iBewa isso, a deficiencia de AAT tem
sido implicada como a responsavel pelo desenvohtimde doenca pulmonar obstrutiva
cronica em humanos (NITA et al., 2005) e caval@3TEMPA et al., 1991), pois 0 excesso
de acéo proteolitica é danosa aos tecidos. Da mé&sma sugere-se que 0 excesso de
elastase neutrofilica seja responsavel pelo danmgmente ao endométrio, incluindo a
formacdo de fibrose periglandular, que é reconleddmo a causa de reducdo da
fertiidade em éguas com episédios recorrentes miwmetrite (SCUDAMORE et al.,
1994).

Além da acéo de antiprotease protetora, ha evidéma que a AAT também possui
efeitos anti-inflamatérios, j& que o tratamento casta enzima protege Orgaos
transplantados, que permanecem intactos (LEWI$,2005) e aumenta os niveis de IL-
10 (LEWIS et al., 2008) e IL-1Ra (CHURG et al., 200EWIS et al., 2008), diminui o
infiltrado celular (CHURG et al., 2001; LEWIS et,&005; NITA et al., 2005), a expressao
de mediadores pro-inflamatorios (LEWIS et al., 2006WIS et al., 2008), quimiotaticos
(CHURG et al.,, 2001; NITA et al., 2005) e a libétagde outros componentes
inflamatorios, como o 6xido nitrico e moléculas sigerficie MHC-II (LEWIS et al.,
2005), além de inibir a producao de superoxidosgekeutréfilos (BUCURENCI et al.,
1992) e reduzir a letabilidade de endotoxinas bactes (JIE et al., 2003) e do TNF-
(LIBERT et al., 1996)n vivo.

A actina é o principal componente do citoesquetetolar (HOSIE et al., 2008),
presente em todas as células eucariotas (VAN TR&¥E, 1999). O citoesqueleto intacto
€ imprescindivel para a motilidade e ativacdo eelfDE CLERCK et al., 1997). A
remodelacdo da actina é necesséria para a movigaendas neutrofilos, ja que a inibicao
da polimerizacdo da actina bloqueia completamentguianiotaxia. Devido a rapida
reorganizacdo da actina, os neutrofilos sdo capdeesrientar a sua migracdo e exibir
movimento quimiotatico, que facilita sua acumulagaés locais da injuria. A presenca de
actina pode ser um indicativo de dano local ou mawbilidade dos neutrofilos

(ZIGMOND, 1977). Ha evidéncias recentes de queanra@jo da actina pode ser chave,
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durante a regulacdo da resposta inflamatoria, édrda diminuicdo na producéo de oxido
nitrico, liberacdo de prostaglandinad=secrecédo de TN&{KIM et al., 2010). Portanto, o
aumento de actina, AAT e TT e a diminui¢ao de I¢§pSepvada neste estudo, possivelmente
protege o endométrio contra os danos causados metabolismo dos produtos da
inflamacao, demonstrando uma a¢édo imunomodulad@litocorticoides.

Neste estudo, foi verificado que o desafio intmante com Streptococcus
zooepidemicuprovocou o desaparecimento total da TT, em comgfara sua presenga no
grupo controle. J4 a TF manteve-se presente e ramuéncia constante, mas sua densidade
Optica relativa diminuiu, apos a infeccdo em raagd controle. A TT e a TF séo
consideradas APP negativas (CAMPBELL et al., 206RUYS et al.,, 2005), que
normalmente estao presentes nos animais sadiosuaasoncentracdes irdo decrescer na
inflamacdo (TOUSSAINT et al., 2005). A diminuicde APP negativas ocorre devido a
utilizacdo de seus aminoacidos pelo figado paraocdugdo das APP positivas, cujas
concentragcdes aumentam no processo inflamatoridS[@RN et al., 2008).

A densidade Optica de Hp aumentou neste estudo, c@stimulo inflamatorio
causado pela infusdo bacteriana. A Hp € uma APRvya<uja concentracdo aumenta no
processo inflamatério (TAIRA et al.,, 1992), sugdonque esta proteina participa,
diretamente, na protecdo dos tecidos. A principabes conhecida acdo da Hp é prevenir a
perda de ferro, através da formacao de um comm@sbtével, a ligacdo com a hemoglobina
(Hb) livre no sangue (PETERSEN et al., 2004). Aligp-se a Hb liberada por eritrocitos
lesionados (HEEGAARD et al., 1998) e ajuda a aliemfatores danosos do ferro livre e a
restringir a disponibilidade do metal para o cresrito bacteriano (TAIRA et al., 1992).
Portanto, pode-se atribuir acdes bacteriostatieateinflamatéria & Hp (CERON et al.,
2005).

A ApoA-1 é, normalmente, considerada uma APP negdCARPINTERO et al.,
2005; SORENSEN et al., 2005), no entanto foi veado, neste estudo, aumento em sua
densidade Optica relativa, ap0s a infeccdo. Fovigmente demonstrada quantidade
abundante de ApoA-1 em casos de artrite humana $BREAN et al., 2004) e uma
capacidade inibitéria desta APP sobre a ativacamalecitos e a producdo das citocinas

pré-inflamatorias IL-B e TNFo por células T (HYKA et al., 2001). Esses dadosesaim
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efeitos anti-inflamatorios da ApoA-1, uma vez queatamento adjunto com esta proteina
reduziu sinais de artrite e IIBYCHARLES-SCHOEMAN et al., 2008).

As éguas suscetiveis apresentam atraso na limpeazaa, que pode ser atribuida a
varias situacdes, incluindo alteracdo no mecanidendefesa humoral e celular (ROGAN
et al., 2007). Entretanto, neste estudo, foi olamnaumento na densidade Optica relativa
de IgG apds a infeccdo bacteriana, indicando gdefesa uterina mediada por anticorpo
ndo € prejudicada, nas éguas suscetiveis. Foi aonewte demonstrado maiores
concentracdes de IgG e C3 no liquido endometrigdgleas suscetiveis (TROEDSSON et
al., 1993; TROEDSSON, 1999) e maior nimero de agélebntendo IgG, IgA e IgM no
liquido endometrial de éguas com diferentes grausrdilometrite, em comparacdo ao de
éguas genitalmente normais (WAELCHLI & WINDER, 199Estes dados indicam que
outros fatores ndo-humorais devem estar envolidagsolucdo da endometrite (ROGAN
et al., 2007).

A corticoterapia afetou a protedmica do liquidoa@ndtrial de éguas suscetiveis a
endometrite, sendo os maiores efeitos vistos quandmrticoterapia foi aplicada na
presenca de um processo infeccioso. Os glicocatés@stao envolvidos na modulacao do
processo inflamatério com efeitos anti-inflamatsrioomo verificado pela diminuicdo de
IgG e também estimuladores, como verificado petiugdo do aumento de proteinas
importantes como AAT, TT e actina, potencializandmecanismo de defesa e de protecao
do tecido inflamado. Sugere-se que a corticotenagaprolongada, como a realizada neste
estudo pode ser benéfica para o tratamento degs@xénfecciosos, assim como a terapia
futura com AAT, através da inibicdo da formacao fidwose. Adicionalmente, foi
observado que a infeccédo do Iimen uterino induzia alteracdo na protedmica do liquido
endometrial, caracterizada pela variacdo de impta$aAPP, com aumento de Hp, ApoA-1
e 1gG e diminuicdo de AAT, TFe TT.

Conflito de interesse

Nenhum.
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Resumo

Apesar de continua pesquisa, a causa da susaigil@laim dos principais problemas do
trato reprodutivo equino, a endometrite persist@d®-cobertura, continua desconhecida.
Acredita-se que falha no sistema imune das éguaetvweis faz com elas ndo consigam
eliminar a inflamac&o. A corticoterapia tem sidoopgmsta para modular o processo
inflamatério descoordenado, devido aos seus efaitisinflamatorios potentes. O 6xido
nitrico, um mediador inflamatorio, que causa oxataento da musculatura lisa, esta sendo
sugerido como um dos fatores predisponentes attibdade. O objetivo deste estudo foi
verificar o efeito da corticoterapia sobre a com@g@o de 6xido nitrico em lavados
uterinos de éguas suscetiveis a endometrite. Foodetadas amostras de lavados do Utero
de onze éguas, apoés infeccdo bacteriana uterimacefticoterapia realizada por 3 dias
consecutivos. Nao foi observada diferenca sigrtifiaana concentracdo de Oxido nitrico,
verificada pela analise de regressao. A corticptaraplicada neste estudo ndo alterou a

concentracdo de Oxido nitrico nos lavados uterii@oéguas suscetiveis.

Palavras-chave endometrite, égua, glicocorticoide, 6xido nitrico

" Autora para correspondéncia. Emailetwolf@yahoo.com.br
Tel: +55(51)9824-6875




88

Nitric oxide levels in uterine samples from suscii¢ mares after corticotherapy

Abstract

Despite of continuous research, the cause of theegtibility to one of the major disorders
of the female equine reproductive tract, persistpost-mating endometritis, is still
unknown. It is believed that failure in the immuwystem of susceptible mares makes them
unable to clean inflammation. Corticotherapy hast@roposed to modulate the impaired
inflammatory process, due to its anti-inflammatagtions. Nitric oxide, an inflammatory
mediator, which causes smooth muscle relaxatiors, b@en suggested as one of the
predisposing factors to susceptibility. The objeetf this study was to verify the effect of
corticotherapy on the nitric oxide levels in utexiflushings form mares susceptible to
endometritis. Uterine flushing samples from 11 rmeawmere collected, after uterine
bacterial infection and/or corticotherapy performéor 3 consecutive days. It was not
observed significative difference on the nitricdexiconcentration, verified by regression
analysis. The corticotherapy administered in thigdg did not affect the nitric oxide

concentration in uterine flushings from susceptibizres.

Keywords endometritis, mare, glucocorticoid, nitric oxide.

Introducéo

A endometrite (HURTGEN, 2006) € uma consequénciaralada cobertura e
resulta na contaminacdo de bactérias e de sémétermequino (RIGBY et al., 2001). A
égua sadia resolve a inflamacéo em 48 horas (KATIL996), para que 0 ambiente uterino
esteja apto a receber o embrido (TROEDSSON, 2006 kntanto, um estudo de campo
demonstrou que 15% das éguas desenvolveram umanmetide persistente apds a
cobertura (ZENT et al., 1998). A endometrite petesite pds-cobertura causa uma reducao
substancial na fertilidade das éguas, uma vez daraade morte embrionéria € trés vezes
maior naquelas que apresentam essa condicdo (MALUHBH et al., 2003). Apesar de
bastante estudada, ainda n&o se sabe a causzel@bilidade a endometrite (ALGHAMDI
& TROEDSSON, 2002). Para diagnosticar e tratar estaicdo € necessario identificar os
fatores predisponentes e que desafiam o tratodepivo da égua (HURTGEN, 2006). O
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atraso na limpeza uterina tem sido atribuido commofator de importante contribuicdo
(GUTJAHR et al., 2000), sendo demonstrado que aatguscetiveis apresentam o padrao
de contragdo miometral deficiente (TROEDSSON et1893). O atraso na limpeza uterina
€ caracterizado por acumulo de liquido, ap6s artale(GUTJAHR et al., 2000) e dos
produtos da inflamacdo (TROEDSSON & LIU, 1991), tdeneles o Oxido nitrico
produzido e liberado no processo inflamatorio (ALAWDI et al., 2005).

O o6xido nitrico € um radical livre e gasoso (FREANal., 1997) de vida muito
curta (D’ACQUISTO et al., 1997), 3 a 5 segundos EBERG et al., 1995). Esse gas
causa o relaxamento da musculatura lisa (D’ACQUIST@I., 1997) e é sintetizado por
varias células mamiferas (RODEBERG et al., 199&)uindo células do sistema nervoso,
vascular e imune (ABU-SOUD & STUEHR, 1993). A s@#eocorre por oxidacdo do
aminacidoL-arginina (RODEBERG et al., 1995; STUEHR, 1999)awats da acdo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS). A enzima NOSwveste o terminal do grupo guanina
do L-arginina em Oxido nitrico (RODEBERG et al., 1998)enzima oOxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), uma das trés isoformas da enzinaguz grande quantidade de Oxido
nitrico (FREAN et al., 1997; EKERHOVD et al.,, 200@orém nao €, normalmente,
expressada a ndo ser que seja estimulada pomeisod\ iINOS esta presente no Utero de
camundongos nos estagios de pré e peri-implantgéoonéaria (SAXENA et al., 2000) e
de éguas resistentes e suscetiveis a endometti@H{AMDI et al., 2005).

Os (glicocorticoides sdo anti-inflamatérios e imuwomadores reconhecidos
(RASMUSSEN et al., 1998; BOSSCHER et al., 2000; BA&E al., 2007). A modulacéo da
resposta inflamatoria, através da corticoteraptd eendo proposta como eficaz para o
tratamento da endometrite, através da diminuicaacdenulo de liquido no utero (BUCCA
et al.,, 2008) e melhora nas taxas de prenhez (DEQUA Jr. et al., 2006; PAPA et al.,
2008). Foi demonstrado que os glicocorticoideseimba producdo de Oxido nitrico em
varios tipos de células e reduzem os niveis de migala iINOS (SHINODA et al., 2003;
PUDRITH et al., 2010). A dexametasona reduz a fgéuoade nitrito, um dos produtos
estaveis finais da sintese de 6xido nitrico e ikilexpressdo de mRNA da iNOS de 10%
(SHINODA et al., 2003) a 50% (WALKER et al., 199dgvido a inibicdo na expressao
génica da iINOS (D’ACQUISTO et al., 1997). A nosgaotese é que a corticoterapia reduz
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0s niveis de Oxido nitrico uterino, proporcionanshea melhora na contracdo miometral e
na limpeza uterina das éguas suscetiveis.
O objetivo deste estudo € verificar o efeito daticoterapia sobre os niveis de

oxido nitrico em amostras uterinas de éguas sustet endometrite.
Material e Métodos

Animais

Onze éguas suscetiveis & endometrite, com idade £t 30 anos, sadias em fase
ciclica foram utilizadas no estudo. A classificag@manto a suscetibilidade foi realizada, de
acordo com Malschitzky et al. (2008). Para take@sas foram inseminadas artificialmente,
com 500 x 10 de espermatozéides diluidos em leite desnataduo, valume final de 20
mL. As éguas que apresentaram liquido intrautesimmerior a 15 mm, verificado apos
exame ultrasonografico 36 a 48 horas apos a insedunartificial, foram classificadas
como suscetiveis. As éguas utilizadas, provenietdesm rebanho experimental, foram

mantidas livres em potreiros e suplementadas comdeaveia e aguad libitum

Manejo reprodutivo

As éguas foram sincronizadas com 5 mg de prostigiart, (Lutalys€, Pfizer
Saude Animal, Paulinia, Brasil), com intervalo dedlas e avaliadas, através de palpacao
retal e ultrasonografia transretal. Apés a obséwalps sinais de estro, verificados pela
presenca de um foliculo com mais de 35 mm de diéneeédema uterino visivel, as éguas
foram submetidas a quatro tratamentos, descri@ig@b

Tratamento Controle

As éguas ndo foram submetidas a nenhum tratamento.

Tratamento Corticoterapia

A aplicacdo intramuscular de 20 mg de acetato oftujwedona (Pred&f Pfizer,
Paulinia, Brasil) foi iniciada a cada 12 horas, Patias consecutivos, quando a égua foi
detectada em estro.
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Infeccdoexperimental
A infusdo de 1 x 1DStreptococcus zooepidemifm& suspensas em 20 mL de
solucao salina a 0,9% foi realizada antisepticaeeatdia da deteccdo do estro, com 0 uso

de uma pipeta de inseminacado (MATTOS et al., 1997).

Corticoterapia + Infeccdo experimental
A corticoterapia e a infusdo @reptococcus zooepidemidasam realizadas como
descrito acima, sendo que as culturas bacterianas finfundidas 24 horas apés a primeira

aplicacao do glicocorticéide.

Todas as éguas foram submetidas aos quatro trat@snerentre cada tratamento
observou-se um intervalo minimo de um ciclo esttaprimeiro estro utilizado foi o do
grupo Controle, o terceiro estro o da corticotexaf@C), o quinto estro o da infecgéo
experimental (Infectado) e o sétimo estro o dai@udrapia + infeccdo experimental (GC
+ Infectado). Previamente a todas as manipulag@@svaginais, a cauda das éguas foi
ligada e a regido perineal lavada com agua, sabétrone degermante (Laboriodfhe
Segmenta, Ribeirdo Preto, Brasil) e seca com papéia. Ao final de cada infuséo, as
éguas foram tratadas com lavagens uterinas suasssimfusao intrauterina de 10.000.000

Ul de penicilina (Novapen, Marcolab, Sao Joao daiBa, Brasil).

Coletadasamostras

As amostras foram coletadas 12 horas apés o fenahda tratamento. Para realizar
os lavados uterinos, infundiu-se 100 mL de solwgdnger lactato, por via cervical com o
uso de um cateter de Foley (2w30cc24F, Risch, Alba)a Apés, o utero foi massageado
por via transretal para distribuicdo uniforme dido recuperado por gravidade. O liquido
do lavado foi centrifugado a 1.500gxpor 20 minutos para retirar as células existeates

sobrenadante congelado e estocado em freezer %C; 8@ o uso.

Determinacéo do oxido nitrico
As amostras de lavados uterinos foram descongelpdaa determinacdo da

concentragdo do Oxido nitrico, através de um kihewial disponivel (Catalogo’®17-
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010, Stressgé), seguindo as recomendacdes do fabricante. Qmiéraeduzido a nitrito,
cuja concentracado foi determinada em um especimofetro, apos a adicdo do reagente de
Griess. A leitura foi realizada em absorbancia @nb# e apos foi realizado o calculo da

concentragéo, utilizando uma curva padr&o<R,9899).

Andlise estatistica
Os resultados das concentracbes de 6xido nitreco amostras dos diferentes

tratamentos foram submetidos a analise de varidomma nivel de significancia de 5%.

Resultados
A concentragdo de oxido nitrico foi determinadaenol/L. As médias observadas
nos tratamentos ndo apresentaram diferenca siggnicentre si (P=0,43) e estdo descritas

na tabela 5.

Tabela 5 — Média e erro padréo da concentracdxido @itrico nos lavados uterinos nos
quatro tratamentos.

Tratamentos Média de oxido nitrico @mol/L) + erro padréo
Controle 46,8+ 13,22
GC 66,3%+ 44,19
Infectado 25,68+ 10,93
Infectado + GC 1753+ 8,31

% etras iguais na coluna representam ndo haveredifersignificativa (p>0,05).

Discusséo

Os resultados do presente estudo demonstram qué@iterapia realizada por trés
dias ndo provocou alteracdo na concentracdo deo Gmittico nos lavados uterinos
coletados, apOs a corticoterapia na presenca oéneasde infeccdo uterina. Estes
resultados estdo de acordo com Fioratti et al. QROGue ndo observaram diferenca
significativa na concentragdo de 6xido nitrico, caradministracdo em dose Unica de um
glicocorticoide, ap0s inseminacao artificial, taeto éguas suscetiveis, quanto resistentes.
Os (glicocorticoides sado muito utilizados pelos seefeitos anti-inflamatorio e

imunodepressivo (FANG et al.,, 1997), no entantatafepro-inflamatérios tem sido
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atribuidos a esses agentes e discrepancias témdesuggn relacdo a sua acao
(FRANCHIMONT et al., 1999). Alguns estudos demoastm que os glicocorticoides
aumentam a producao de oxido nitrico (YUKAWA et &005), enquanto que outros
demonstraram que eles inibem a expressao de IN@EKER et al., 1997; SHINODA et
al., 2003), diminuindo a producao de Oxido nitri®s. efeitos duplos dos glicocorticoides
podem apresentam vantagens e desvantagens, poplex@raumento de oOxido nitrico
induzido por dexametazona € benéfico ao preveraisaconstricdo renal (BOBADILLA et
al., 1999), enquanto que a diminuicdo € maléficagravar a hipertensdo, um dos efeitos
colateriais da administracdo de glicocorticoide M/ERATH et al., 1999). Estes efeitos
controversos indicam uma acdo complexa dos gliticéates que, provavelmente,
depende do contexto em que ele é inserido. Wolalet(2011), observaram que 0s
glicocorticoides agem através de um efeito imunaraztbr, podendo inibir ou estimular
proteinas inflamatérias no endométrio equino, fpedmente quando aplicados na
presenca de inflamacgéo. De qualquer forma, a otetigpia realizada neste estudo ndo
alterou os niveis de oxido nitrico nos lavadosinds; entretanto as éguas apresentaram
uma variagao individual muito grande, como veridicgelo erro padréo alto nos grupos.
Os efeitos benéficos da corticoterapia observadosestudos anteriores nas taxas de

prenhez, provavelmente ndo foram causados pelauiigéio de 6xido nitrico uterino.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Utilizando uma abordagem prote6bmica, foi possiverificar o efeito da
corticoterapia no liqguido endometrial de éguas etideis, sendo as maiores alteracdes
observadas quando a corticoterapia foi aplicadgpnesenca de infeccdo, do que na
auséncia. Foi verificado que os glicocorticoidesspem acdes duplas, tanto pré6 quanto
anti-inflamatdrias, indicando uma acdo imunomodaiad que representa o resultado de
interagcdes complexas entre estes agentes e o snmgaritsta acdo depende do tempo e do
contexto em que o glicocorticéide € inserido. Dalquer forma, o entendimento exato
destes efeitos duplos permanece sem ser esclaregdo isso, as proteinas identificadas
neste estudo devem ser utilizadas em conjunto camrt&oterapia, como um método
repetitivo, que possibilitara um melhor entendimet tais efeitos, sejam depressivos ou
estimuladores.

Foi possivel, também, verificar as alteracdes mas$élocais que ocorrem no
processo inflamatoério/infeccioso do limen uterinoendometrite. Foi verificado que a
infeccdo provocou aumento e diminuicdo da variatepmas importantes envolvidas na
inflamacdo. A identidade dessas proteinas € muitpoitante, pois sugere que elas
desempenham funcdes diversas, incluindo proprisdadg-inflamatérias e de defesa do
endométrio. Uma vez elucidados os papéis dessésimas, pode-se obter marcadores da
endometrite persistente, da suscetibilidade apmstdema reprodutivo ou ainda da causa,
gue continua néo esclarecida.

Permanecem, portanto, inUmeras portas abertas guipaspara esclarecer os
mecanismos de defesa uterinos e as interacdes estg® mecanismos com 0S agentes
imunomoduladores e definir as alterac6es imuno&&@adometriais, que possibilitam uma
melhor interpretacdo da fisiopatologia e da susitieidde a endometrite persistente poés-
cobertura. Tal entendimento representa um passoriamnte, para o desenvolvimento de
novas terapias para esta patologia. As pesquisas agrimoradas, atraves de comparagdes
sisttmicas e marcacdo de proteinas relevantes, gaudilizacdo como tratamento

alternativo.
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APENDICE A — Sequéncia de peptideosigkantitripsina

MPSSVIWCLL
HEIAPNLADF
TQILEGLREN
LELVDKFQED
KDL.DEDTVLA
LESFDVQYSD
TFLENRHSRY
ETSLTVSKAL

IYDRNTKSPL

LTLAGLCCLVP
AFSLYRHVAH
LTELAFEAQTH
VEKNLYHSEAF
LVNYIFFEGK
TLSSWVLLLD
ANVELPKLEI
HEAVLTIDEK
FVGKVVDPTQ

PG?Q%"RRL
SINFGDIEEA
WEKPFEPEST
YAGNATAFET
SGCYDLEKRIL
GTEAAGATIV
K

AVPERHATKD
PVSIATAFAL
NHSDNQLQL

KKQIBDYVAR

PELGITKVE'S
EATRTLTLHTN

Cobertura em 26% de peptideos equivalentes, ddstaean negrito.

CNEHPQEPAE
LSL.GAKGDTH
TGNGLEFIDKT
GTQGEIVDLV
TTVRVEMMHR
EDTLTKGILA
LEADLSGIAE
VEFNRPEVLI
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APENDICE B - Sequéncia de peptideos da Haptoglobina

1 MSALGAVVAL LLWGQLFAVD TGNEATDFTD DSCPKPPEIP NGYVEHLVRY
51 QCKNYYRLRS EGDGVYALNS EKQWVNKASG TKLPECEAVC GKPKNPVDQV
101 QRIIGGLLDA KGSFPWQAKL VSRHNLTTGA TLISEQWLLT TAQNLFLNHT
151 PDRAKPKDIAP TLKLYVGRKQ PVEIEKVVFH PDYQEVDIGL IKLKEKVPVG
201 ERVMPICLPS KDYAQVGRVG YVSGWGRNAN FNFTELLKYV TLPVADQDTC
251 VKHYEGSTVP EKKTNRSSVG VQPILNEHTF CAGLSKFQED TCYGDAGSAF
301 VIHDEEDDTW YAAGILSFDK SCAVAEYGVY VKVPSILDWV QKTIAEN

Cobertura em 14% de peptideos equivalentes, ddstaca negrito.



APENDICE C — Sequéncia de peptideos da Transtretin

1 MASHHLLLLC LAGLVFASEA GPAGAGESKC PLMVKVLDAV RGSPAANVDV

51 KVFKKAADET WELFASGKTS EFGELHGLTT DEKFVEGIYK VELDTKSYWQ
101 SLGISPFHEY AEVVFTANDS GPRRYTIAAL LSPYSYSTTA LVSNPKE
Cobertura em 40% de peptideos equivalentes, ddstaca negrito.
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APENDICE D — Sequéncia de peptideos da Apolipofmata-1

1 MKAVVLTVAV LFLTGSQARH FWQGDEPQSS WDRVKDLATV YVDAVKDSGR
51 EYVAQFEASA LGKQLNLKLL DNWDSLGTTL GKLREQLGPV TQDFWDKLEK
101 DTEGLRQELN XDLELVKQKV QPYLDDFQKK WQEEVEVYR(Q KVAPLSDEFR
151 EGARQKWQEL HEKLTPLAEE MRDRLRTHVE SLRVNLAPFS EELRQRLASR
201 LQALKDGGGA SLAEYHSKAS EHLKALSEKA HPALEDLRQG LLPVLESLKA
251 SFLAAIDEAS KQLTPQ
Cobertura em 37% de peptideos equivalentes, ddstaca negrito.
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APENDICE E- Sequéncia de peptideos da Transferrina

METATRATTA
PLVACVERTS
LYWQLPEFRE
SNHEPYFGYS
TRESVDEYEK
KDFELFSSFPH
IRPEVPKDEC
EIVEGEADAM
AVAVVESSSD
DEFFREGCAP
LVEKGDVAFV
FKSCYLARAP
SATKDLLFRD
CTFHRVY

CAVLGLCLAF,
YLECIEATAD
YYAVAVVEEN
SLOKAVSNFEFE
GAFKCLADGA
DCYLASIPSH
GEDLLFEDSA
KKVEWCATGH
SLDGGFIYIA
PDLTWNSLKG
GYRRNSTLCN
KHOTVEQNTD
NHAVVSREEK
DTQCLANLQP

OTVRWCTVIN
NEADAVTLDA
SNFQINQLQG
AGSCVECADR
GDVAFVEKHST
AVVARSVDGK
LGFLRIPPAM
HEEVEKCDEWS
GKCGLVPVLA
KKSCHTGVDR
LCIGSASGPG
GRNPDDWAKD
AACVCOELHN
TTTYKTYLGE

HEVSKCASFR

KKSCHTGLGR

VLENLPQEAD
EDLIWGLLNQ
DITWLYLGYEY

VNSGGNIECE

ENYETRSGSA C

DSMKSIVPAP
YNLKPVVAEFE
SAGWNIPIGL
VGKGTDKCAC
RDEYQLLCRD
AQEHFGTEKS
VTAIENLRED
SAQSTEDCIA

TAGWNIPMGL LYSEIKHCEF
RECEPNNHER YYGYTGAFRC
LKSENFKILC PDGTRESVTE
DOASYGENGS HCPDKFCLFEQ
KYLTRVANLR QCSTSRLLEA

Cobertura em 6% de peptideos equivalentes, destaoacdhegrito.
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APENDICE F — Sequéncia de peptideos da IgG

IOHQDWILSGK
LAKSKVEVTC
LYSKLSLETS

EFKCSVTNVGE Y

LVEDFYPPDI
RWOQVESFTC

ATVALGCLY
VPASTWTISE
PYTHSKFLG

]

< (2 K
=
]
B

o
el

oA o
61 = kg

[T
|__|
T

Cobertura em 8% de peptideos equivalentes, destacadegrito.

WNSGALTEGV
STKVDERIFPP
KDALMISRTP

FN STYRVVSVLP

VYVLPPHPDE
AQLDGDGEYE
GK
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APENDICE G — Sequéncia de peptideos da Actina

MDDDIAALVV
DSYVGDEAQS
HPVLLTEAPL
IVMDSGDGVT
TTTAEREIVR
GNERFRCPER
GGTTMYPGIA
TFQOMWISKQ

DNGSGMCEKAG
KRGILTLEKYP
NPEANREKMT
HTVPIYEGYA
DIKEKLCYVA
LFOPSFLGME
DRMOKEITAL
EYDESGPSIV

FAGDDAPRAV
IEHGIVTNWD
QIMFETENTE
LPHAILRILDL
LDFEQEMATA
SCGIHETTEN
APSTMKTIKXII

HRKCF

FPSIVGRPRH
DMEKIWHHTE
AMYVATQAVL
AGRDLTDYIM
ASS5SSLEKSY
SIMKCDVDIR
APPERKYSVW

Cobertura em 42% de peptideos equivalentes, ddstaca negrito.

QGVMVGMGQK
YNELRVAPEE
SLYASGRTTG
KILTERGYSF
ELPDGQVITI
KDLYANTVLS
IGGSILASLS
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APENDICE H — Esquema das interaces das 23 bamd#&qgas significativas nos quatro
tratamentos: aumentd)(ou diminuicdo () em relacdo a densidade Optica relativa e a
frequéncia.

Variacao Banda protéica no gel
n?bandas (proteina identificada)
Densidade Optica relativa 16
Controle x GC 0
Controle x Infectado 8 115, 23 (Hp), 53 (ApoA-1), 77 (1gG), 99, 107
1 65 (TF), 73
GC x Infectado + GC 11 13,5,7,9 (AAT), 15, 29 (TT), 53 (ApoA-1),
55, 87 (actina), 107
| 65 (TF)
Infectado x Infectado + GC 6 13,5, 7 (AAT), 85, 87 (actina)
177 (19G)
Frequéncia 15
Controle x GC 4 117,41,73,79
Controle x Infectado 5 13,5,7,9 (AAT), 29 (TT)
GC x Infectado + GC 6 13,5 (AAT), 29 (TT), 85

121,63
Infectado x Infectado + GC 9 13,5, 7 (AAT), 29 (TT), 17, 41, 57, 101, 107
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APENDICE | — Gel 2D SDS-PAGE com as 23 bandas asésignificativas
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Persistent post-breeding endometritis:

effect of corticosteroid treatment on the number
of protein bands from uterine endometrial fluid
of susceptible mares

Caraline A, Wall'?, Fduardes Matschitzky, Gobriel M. Davelli’, Maorio Inds M, Johim? and Rodrige C. Matas'

Reprolol. Vetennary Facully. Federol University of Ric. Grande do Sul (Brazil)', Laboratary of semen technoloay and protéing reloted to animal repraduction,
Vetarinary Fadulny, Federal University of fia Grands. do Sul (Bragl)? and Lutheran Univarsity of Brazil {Brozil)?

Sumrmary

The gim of this study is 1o compare the numbe: of endometrial fluid pratein bands (protein profile} of mares suscepiible to persistent post-
breeding endomeiritis (PPBE), infected or non-infacted with badieria Streptococcds zacepideniicus, freatad with an steroidal anti-inflam-
maiory drug with the ores from non-treated mares. This study wos conducted fram January 2008 1o March of 2009, During estrus, pure
endometrinl fluid of 14 ¢yelic Wormblood mores was recovered by the use of vaginal tamaons-for specimen collechion. Fair QIGURS were
canstituted: G1 « Contral, G2 - treated with 20mg seflupredone acetate, evary 12h, for 3 doys, 53 - experimental infection with Strep
tocotcus rocepidemicus ond G4 - expermental infection with Streplococcus zeoepidemicys and freoted with corlicosteraid freatment [samia
as in G2). Somples were processed and submitted fo two-dimensionol eleciraphoresis technique accarding 1o O'Farral (19771, madified
by Radnight et ol. (1988). Electropharesis gels were scanned and onalyzed to determine fhe number of endometricl profein bands, End-
ometial electrophoresis gels showed 33 profein bands in G1, 54 in G2, 51 in 53 and 72 in G4, Protein spots ranged from 15 ta 105 kDa
moleculor weights ond pH 4.3 1o 10.0 isclelectric points, An increose in the number of protein bands was observed in the fws coricosfe-
roid freated groups (G2 and 54), Treatment with steroidal onfi-inflommatory drug isollupredens con alier the number of endametrial fluid
profein profite of esirus mares susceptible to PPBE, by an increose In the number of protein bands.

Keywords: Reproduction, endsmatritis; cotticosteroid; equine; endometral fluid; prateins; electrophorasis

Die nach der Belegung persistierende Endometrifis: Zum Effekt giner Korfikosteroidbehandlung auf die Anzahl der Protein-
bonden in der endometriclen Flissigkeit bei empfinglichen Stuten

Zigl der Studie ist o5, die Anzahl dér Proteinbanden (Prateinprofil) im Ulerussakret von Stutén veraleichen, die empitinglich sind fir sine
nach der Belegung: persistierende Endometrifiz, infiziert bow, nicht infiziest worden mit Streptococous zocepidemicus, und mil sinem sterai-
dulen Antiphiogstikum behandelt wurden oder unbebandelt blieben. Die Studie wurde von lonuar 2008 bie Mérr 2009 duschgefih.
Withrend. der Rosse erfolgte die Gewinnung reinen Uterusseknats von 16 zyklischen Stuten mithille eines Vaginaltompans. Vier Giuppen
wurden gebildet: G1: Kontralla; G2: Behandlung mit 20mg lésflupredanozetor, tglich uber 3 Tage: G3: experimentelle Infektion mit Strep-
tocorcus rocepidemicus; Gd: experimentslla Infaktion mit Streptocsccis pocepidemicus urid Karikesteroidbehandiung {wie G52, Die Pro-
ben wurden oufgesrbeite und ene zweidimensionale Elektropharese noch © Fosel (1977}, modifiziert nach Rodnight et al, (1988] durch-
gefihrl. Die Elekirophoresegefe wurden gescannt ynd anolfysied, um die Arzahl der Prateinbanden zu bestimmen, Die endomeirinlen
Elekrrophoresegele zeigten in G1 33, in G2 54, in G3 51 und G4 72 Proteinbanden, Die Proteinspots lagen zwischen 15 und 105 kDa
Malekulargewicht und bei einem isoelekinschen Punki zwischen pH 4,3 und. 10,0, Ein Anstieg der Prefeinbondenanzahl wurde in den bei
den Gruppen mit Kertikostersidbehandlung (G2 und G4 beobachtet, Die Behandlung mit dem stercidalen Antishlogistikum Isoflupredon
fishirt i winer Verdnderung des Proteinprofils im Uterussekret bigi Stutan, die empfanglich sind for eine nach der Belegung persistierends
Endemeiritis durch einen Anstieg der Anzahl der Proteinbariden.

Schldsselwdrter: Reproduktion, Endometritis, Korikasteraid, Plerd, Uterussekret, Profeine, Elektrophorese

Intreduction

Endametritis is o normol physiclogical event thet oceurs after
mating (Watson 2000) due to o response induced by semen
deposited into the mare uterine lumen [Kotiloinen et al, 1994,
Fiolo et al. 2007). This inflammatery reaction removes exces-
sive semen and bacteriol contaminotion inoculated at the
time of breeding (Kotilwinen ef al. 1994, Troedsson ef ol
1995, Fialo et al. 2007),

However, if inflammetion persists, the resuling environment i
not compatible with the establishment of pregrancy (Waison
2000), Meres thot fail 1o clear the inflammation within the first
36 hours alter mating ond accumulate fluid in the uterine
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lumen: (LeBlone 2003) are clossified os susceptible ond are
believed to have an impaired physical clearonce of the uterus.
Accumulation of uterine Huid during estrus:wos essocicted with
compositional chonges in the wierine secrations, The mean
totol protein concenfration In the uterine secretion of mares
with IUF was ona-third of thot found in mares without this con-
dition. This presumably indicates that uterine fluid is composed
of both glandular secretions and of o transudate [Reilss 2001).
It hos been descrbed thot corticosteroid treatment, before
breeding, increoses the pregnancy rates of susceptible mares
(Dell’Aqua Jr. 2006}, The wim of this study is fo compare the
number of endometriol fluid protein bands {protein profile} of
mares suscaptible to PPEE, infected or non-infected with bacte-
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ria Streptococcos 2ooepidaimicus, reaied with o stercidal anti-
inflammatary drug, with the enes fram non-treated mares:

Materials and Methods

The study wos conducted from. Jonuary to March of
2008/2009, A total of 14 cyclic susceptible Warmblood
mares; aged between 4 and 30 years, from on expedmental
herd entered the study. Animals were kept in fizlds, postured
and supplemanted with oois and hay.

Mare's selection

Mares were examined for reproductive soundness, including
evoluation of peringol conformation; tramsrectal pelpation
and ultrasenographic examinations of the repreductive tract.
Only clinically normal mares were ysed: Mares ware exomi-
ned by means of polpotion and ulirasanography per rectum,
daily, in arder to evaluate folliculor growth, grade of uterine
edema and presence of intrutering fuid accumulafion (ILF),
Mores were clossified ©s susceptible to: PPBE ‘eceording te
historical data of previous studies. Mares were considered
sissceptible when IUF was detecied by ulirasenogrophic exa-
mination of the uterus 48 hours after an induced ulerine
inflammation caused by semen deposition alter inseminafion.

Treatment and expedmental infection

After animal selection, the experiment begon when o pre-ovu-
latery follicle (> 35 mm) ond o characteristic ultrasanégrophic
image of estrus uterys were cbserved. All mares underwent fhe
four groups that were consfituled and had an interval of one
estrus between treciments, Groups were: Gl (n=8] Controk
first astrus of the experiment, mares did not receive any freot-
ment. G2 (n=8) Tracted: third estrus, mares were administe-
red with 20 mig isoflupredons acetate; svery 12h, tor 3-con-
seculive doys. B3 [n=8) Infected: fifth estrus, mores were
inoculated with 1 x 10¥ Streptococcus roocepidemicus and G4
{n=d} Infected + Treoted: seventh estrus, mores were inocu-
lated with T x 107 Streptocectus zooepidemicus and raceived
cericasteraid reatment, some as in G2, Bocteria were inocu-
lated of the second doy of treatment, Experimental infection
wos performed by the infusion of o bocteriol culture suspen-
ded in 20 ml saline solution fram an insemination pipete into
the uterus. All mores were trested with. uierine lovoge ond
local infusion of ontibictics wntil confirmed free of uterine
inflammation. Additionally; it is relevant to report that in some
occasions, af sample collection; insulficiant velume wos raca-.
vered becouse some mares did nof produce enough endeme-
trial fluid. These somples were not considered in the study.
Alsg, ane mare developad permanent endometritis after infec.
tien, The endomeiritis did not respond to medical treatment
untit the mare entered seasonal anestrus, therefore this mare
was cormied out from the experiment.

Somple collection ond processing

Samples were collected 12h lotter by the use of o cofton fam.
pon {minl OB& — Johrson & lohnsan) oseptically inserfed into
the uterus. The technique used for sample collsction was o
madification of the procedure described by Reilos (2001), A
50 em umbilical tope wos ottoched o the tampen, which wos
then passed through the cervix Into the uterus using o modi-
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fied doubleglove technique, The distal part of @ rectal glove
weis cul 'off from the weist to mokesa plostic tube, The gloved.
hand with the tompon was ploced inside the lube, ard then
closed by gathering its end with one's fingers. The glaved
hand wos set free from the plastic tube belore reaching the
cervit. The tompon wos kept in the: vlerys for 30 min and
withdrawn from the ulerine lumen protecied by o gloved
hand. After tampon removol, soch tompon was ploced ingide:
a 20 ml syringe, ond the obsorbed fluid wos sgueezed out
into o sterile plostic tube. An sliguol of 2.0 mi of endometri-
al secretion wos centrifuged ot 1500 « g far 15-20 minutes.
The supematont wos transferred into cryovials ond stared in
liquid nitragen until assay.

Electrophoresis

Frozen somples wera thawed, recentrifuged ot 10,000 = g for
&0 min ol 4°C and o 50 pl oliquot of the superatant was
taken and transferred info cryovials for storage at -80°C. Fro-
fein concentrotion wos ostessed occording o Lowry et al.
[¥Y951) wsing bavire serum albumin (1 ma/ml) os o stondord,
Endometrial samples from two migres hed insufficient protein
cortent and were not considered suitoble to pedorm eleciro-
ghoresis: Endometrial secretion somples were subjected in
duplicate) to the twe-dimensional gel electrophoresis technique
desgribed by O'Farrel (1977) ond modified by Radnight
(1988). Gels were immersed in o solution of 0.15% Comassia
brlliant blue R-250 (Amershem Pharmocia Biolech, Fiscoto.
way, MJ, USA), 53% methanol, 7% ocetic acid and water, and
ware stained overnight. The gels were destained in o mixure of
50% methariol, 7% ocefic acid and water, with o minimum of
five solution changes per gel. Destained gels were equilibrated
in'a mmixture of 50% methonal, 1% glycerol ond water, for 2 he
The gels were then ploced between two cellophane sheets uniil
dry. After drying, ‘gels were sconned (Hewlet-Packard 6100C,
Palo Alte, CA, USA) and onglyzed using a software {Sptiquant
Acquisition & Analysis, version 02.00, Canberro, Ausiralio) to
determine the number of endometriol protein bands.

Resulis

Endomstrinl samples from 16 mares were collected and o
total ‘of 40 gels from susceptible mares were used. Protein
spots ronged from 15 to 105 kDo moleculor weight ond iso-
lelectric point (lg) from 4.3 to 10.0 (Figure 1). Endometrial
electrophoresis gels showed 33 protein bands in G1, 54 in
G2, 51 in G3 and 72 in G4.

Discussion

An increose of protein bonds wos observed in this study, in
the two codicasteroid treated groups (G2 and G4). This
increose moy be explained by the presence of anti-inflom-
matary profeins (such as some enfi-inflommotory eytokines),
caused by the well-known potent corficestercid anti-inflam:
matary action, Malschitzky et ol. (2008) observed higher
optic density and frequency in 12 and 8 protein bands,
respectively, in somples frem susceptible mares, when com-
pared to resistant mores. In 11 spots wos possible fo see o
relationship with some profeins that have already been
reportad in horses, from which & moy be involved in the
inflammotary process. Fumoso et al. (2003) reported that
susceptible mares in estrus presented higher tevels of mANA
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expression for 4 pra-inflammatoery cytokines (IL-1 , TRF-
IL-6 ond IL-8) betore breeding, when compared fo resistant
mares, The presence and concentration of ritric oxide (NO),
13 hours alter ariificial inseminatien’ wos observed by Alg-
hambdi ond Troedsson (2002}, which demonstrated thot
totol MO wos significantly higher in susceptibie than resistont
mores. Nitric oxide is o main mediaior of smooth muscle
refaxotion in differen) organs, including the uterus. Therefo-
re, high levels of MO in the uterine secretion of susceptible
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Fig. 1 Example-of @ two-dimensicnol polyocrylemide ga! of endo-
metrial secrefion profeins, from Confrol group. Twa-dimensianal
12% SDS-PAGE gel stoined with Comossie Blue. The horzontal
arsow on-the tog shows the direction of the nen-equilibrated pH gra-
diant (MEPHGE] fram the bosic end (+] fo the ackd end (<), in the first
dimension. The melecular waight marker (lodder] 15 fo the right.
Beispiel pines sweidimensionolen Pelvacrylomidgels von endometriclen
sakretonschen Profemen ous. der Kentrollgruppe. Dos sweidimensiona-
fe ‘SDO5.PAGE. Gol wurde mit Comassio.Biaw geftihd. Der horzontaie
aben liegenda Pleil zeigh die Richtung des equilibrieren pH-Grodien-
ten (NEPHGE) vem souren (+) zum bosischen [-] Ende in der srsten
Dimension, Rechis st oulsteigend dos Melekulorgewicht aufgersigl

mores may be a covse ar an effect of their suscapfibility,
Resistant mores are capable to completely eliminate inflam-
matory products as soon as they ore generated, while
susceptible mares fail to spontanecusly do 3o, becouse of
their pendulous uteri suspended deeply in the obdominal
covity, resulting in an sccomulation of NO {Alghambdi and
Troedsson 2002). Conseguently, the myomeirium foils fo
contract and inflammatory praducts accumulate acting os o
confinuous stimulus 1o persistent endometritis, The use of
prednisolane close to the time of ovulotion, resulted in o high-
er pregnoncy rofe of susceptible mares compored fo non-frea-
ted mares {Dell'agua Jr ef ol. 2006). Codicostersids promote
o reduction in the expression of several inflommatery ¢ytokines,
suchos IL.1 , TNF- | IL-4, IL-3, IL-5 aad IL-8, thius reducing
inflommation. Alse, the odministration of coricostercids redu-
ces the levels of NO ond enzymes responsible for the synthesis
of prostaglanding and leukoirienes ond decreases the activity of
adhesion molecules, which reduces the migration of leucocytes
from blood vessels (Jonewoy ef ol 1999,

Ancther conjecture is thot some of the proteins present in the
endometrial fluid ofter corticostercid trectment do not have
specific roles during the inflammatory process, but other func-
fions not clear to us yet. Nevertheless, antl-inflammatory cyto-
kines wera expected fo arise to. control pra-inflammatary cyto-
kines exprassion in the ulerine environmen! of susceptible
maores, in an oftempl to bring balance to their impaired
immunologicol systen.
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In conclusion, treatment with stercidal enfi-inflammatery drug
isoflupredone con clier the number of endometrial fluid protein
profile of mores susceptible to PPBE, during estrus, promating.
an incresse in fhe number of profein bands. Furher studies are
necessory 1o identfy inflammaotory proteins and to elucidote
their role, Gssocicied, if ever, to coricasierpid freaimert,
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