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RESUMO

EFEITO DA DEXAMETASONA NA PROTEOMICA DO FLUIDO
ENDOMETRIAL DE EGUAS SUSCETIVEIS A ENDOMETRITE
Tese de doutorado
Autor: Tamarini Rodrigues Arlas

Orientador: Rodrigo Costa Mattos

Co-orientadora: Caroline Antoniazzi Wolf

A corticoterapia tem sido utilizada frequentemente nas éguas suscetiveis. O uso de
isuflupredona melhora a taxa de prenhez e altera o perfil proteico do liquido
endometrial em relacdo a éguas ndo tratadas. A utilizagdo de dexametasona diminui o
acumulo de liquido pds-cobertura, reduz o edema do tutero, porém, desconhecem-se seus
efeitos no perfil proteico do liquido endometrial. O objetivo do presente estudo foi
analisar o efeito da dexametasona em éguas suscetiveis a endometrite persistente pds-
cobertura sobre perfil proteico do liquido endometrial na presenca ou auséncia de
infec¢cdo. Nove éguas suscetiveis foram utilizados, com idade entre 7 a 30 anos. Apés a
verificacdo dos sinais de estro as éguas foram submetidas a quatro tratamentos: (C)
éguas ndo receberam nenhum tipo de tratamento e serviram como controle; (D) éguas
receberam 40mg de dexametasona (IV), no momento da cobertura, com coleta da
amostras apds 6 horas, (I-6 e I1-24) infusdo intra-uterina de 1 x 10° de S.
zooepidemicus/mL, com coleta da amostra apés 6 e 24 horas; (I/D-6 e 1/D-24) infusdo
intra-uterina de 1 x 10° S. zooepidemicus/mL e administracdo de 40mg de dexametasona
(IV), com coleta da amostra ap6s 6 e 24 horas. Todas as éguas foram submetidas a
todos os tratamentos. As amostras foram coletadas e submetidas a eletroforese bi-
dimensional para separagdo proteica e espectrometria de massa para a identificacio das
bandas proteicas relevantes. A corticoterapia provocou alteragdo na protedmica do
liquido endometrial de éguas suscetiveis, caracterizada pelo aumento (TTR) e/ou
diminuicdo (ApoAl) na densidade Optica de proteinas da fase aguda da inflamacdo.
Conclui-se que a utilizacdo da dexametasona em éguas com e sem presenga de infeccdo
altera a protedmica do fluido endometrial de éguas suscetiveis. Sugere-se que a

dosagem ou a frequéncia de aplicacdo da dexametasona deva ser aumentada.



Palavras-chave:  equinos, glicocorticoides, transtiretina, albumina, actina,

apolipoproteina Al.



ABSTRACT

EFFECT OF DEXAMETHASONE ON PROTEOMICS OF ENDOMETRIAL
FLUID FROM MARES SUSCEPTIBLE TO ENDOMETRITIS
Thesis

Author: Tamarini Rodrigues Arlas
Adviser: Rodrigo Costa Mattos

Co-Adviser: Caroline Antoniazzi Wolf

Corticotherapy has often been used in susceptible mares. The use of isuflupredona
improves pregnancy rate and alters the protein profile of the endometrial fluid in
relation to untreated mares. The use of dexamethasone decreases the post breeding fluid
accumulation, reduces the uterine edema, however is unaware of its effects on the
protein profile of endometrial fluid. The aim of the present study was analyze the effect
of dexamethasone in mares susceptible to post-breeding persistent endometritis on the
protein profile of endometrial fluid in the presence or absence of infection. Nine
susceptible mares were used, aged 7-30 years old. After checking the signs of estrus,
mares were subjected to four treatments: (C) mares received no treatment and served as
controls; (D) mares received 40 mg of dexamethasone at breeding time, with collection
of samples after 6 hours; (I-6 and [-24) intrauterine infusion of 1 x 10° S.
zooepidemicus/ml and the sample was collected after 6 and 24 hours; (I/D-6 and I/D-24)
intrauterine infusion of 1 x 10° S. zooepidemicus/ml and 40 mg of dexamethasone
administration, collecting the sample after 6 and 24 hours. All of the mares were
subjected to all treatments. Samples were collected and subjected to two-dimensional
electrophoresis for protein separation and mass spectrometry for the identification of
relevant protein bands. Corticotherapy resulted in alteration of the protein profile of the
endometrial fluid of susceptible mares, characterized by an increase (TTR) and/or
decrease (ApoAl) in optical density of the acute phase of proteins of inflammation. We
conclude that the use of dexamethasone in mares with and without the presence of
infection alters the protein profile of endometrial fluid of susceptible mares. It is
suggested that the dosage or frequency of application of dexamethasone should be

increased.

Keywords: horses, glucocorticoids, transthyretin, albumin, actin, apolipoprotein Al.
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1. INTRODUCAO

Na espécie equina o sémen é depositado na luz uterina independentemente do
modo de cobertura. E neste momento que as barreiras fisicas sdo ultrapassadas pelos
espermatozoides, proteinas do plasma seminal e bactérias do sémen, principalmente
Streptococcus zooepidemicus, responsaveis pela inducdo de uma resposta inflamatdria
aguda (TROEDSSON,1997).

A endometrite € um processo infeccioso agudo ou crénico que acomete o
endométrio das éguas (KENNEY, 1993). E uma inflamacio fisiolégica e transitéria que
serve para limpeza do excesso de espermatozoides mortos € outros contaminantes
uterinos formados pela deposi¢do do sémen (TROEDSSON, 1999). Sendo a
enfermidade reprodutiva mais comum relacionada a espécie representando grande perda
econdmica para os criatdrios determinando prejuizos decorrentes da queda da
fertilidade, morte embrionaria, abortos e descarte de animais (ASBURY, 1987). As
infecgdes uterinas na espécie equina ocorrem frequentemente por alteragdes nos
mecanismos imunologicos de defesa, responsdveis pela eliminacdo dos
microorganismos existentes no utero (RIET-CORREA et al, 1999). Durante o cio, com
o favorecimento dos mecanismos de defesa pelo efeito estrogénico, o processo
inflamatério estd completamente resolvido em 36-48 horas apds a cobertura. As éguas
nas quais isso ocorre sdo classificadas como sadias ou resistentes a endometrite
persistente pds-cobertura. Porém, se ocorrer uma falha dos mecanismos de defesa, ha
condicdes para que as bactérias possam se aderir a mucosa uterina, levando a uma
infecgcdo bacteriana e a persisténcia da inflamacdo. Nestes casos, a inflamag¢@o passa a
ser patoldgica e este quadro ¢ denominado endometrite persistente pds-cobertura
(LEBLANC, 2003a).

Diferentes microorganismos tem sido associados a endometrite, com
predominio de agentes de origem bacteriana, especialmente do género, Streptococcus
(RICKETTS et al., 1981), o patégeno mais frequentemente isolado no utero da égua
(FERREIRO et al., 1986; UROSEVIC et al. 2010; RICKETTS, 2011). S. zooepidemicus
para ser capaz de atingir o utero precisa passar por barreiras fisicas como a vulva,

esfincter vestibulovaginal e colo do dtero. A mé conformacgdo interna e externa dos
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orgaos reprodutivos podem prejudicar estas barreiras e permitir a entrada da bactéria no
utero (WILLIAN, 2003).

O uso da corticoterapia prévia a cobertura tem sido considerada eficaz ao
controlar a resposta inflamatdria uterina de éguas suscetiveis a endometrite. Indmeros
estudos tem sido propostos (DELL’AQUA Jr. et al., 2006; PAPA et al., 2008; BUCCA
et al., 2008; VANDAELI et al 2010; FIORATTI et al 2010; WOLF et al., 2012). Os
glicocorticoides tém a capacidade de prevenir ou suprimir as reagdes inflamatérias,
inibindo os fendmenos iniciais do processo inflamatério como a formacdo do edema,
deposicdo de fibrina, migra¢do leucocitdria, dilatacdo capilar e atividade fagocitdria
(BEVIER, 1990). A utilizacéo de isoflupredona aumentou as taxas de prenhez em éguas
suscetiveis (DELL’AQUA JR. et al., 2006; PAPA et al., 2008) e a administracdo de
dexametasona dose tnica antes da cobertura levou a uma diminui¢do do acumulo de
liquido pds cobertura e reducdo do edema endometrial (BUCCA et al., 2008). O
tratamento com acetato de isoflupredona afetou o perfil proteico do liquido endometrial
de éguas suscetiveis, durante o estro, promovendo um aumento no nimero de bandas
proteicas (WOLF et al., 2010), sendo os maiores efeitos vistos quando aplicada na
presenca de um processo infeccioso (WOLF et al., 2012).

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da dexametasona sobre a
composicdo proteica do liquido endometrial de éguas susceptiveis a endometrite

persistente pds-cobertura, na presenca e na auséncia de inflamacao uterina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processo da inflamacao

Quando ocorre lesdo tecidual, seja causada por bactérias, agentes quimicos,
calor ou qualquer outro fendmeno, os tecidos lesados liberam vdrias substancias que
provocam importantes alteracdes secundérias nos tecidos. Todo o complexo desta
alteracdo tecidual é chamado de inflamacdo. A inflamac@o caracteriza-se pela dilatacdo
de vasos sanguineos locais, com o consequente excesso do fluxo sanguineo local,
aumento da permeabilidade dos capilares, coagulacdo do liquido nos espacgos
intersticiais, migragdo de grande niimero de mondcitos e granulécitos para os tecidos e
pela intumescéncia das células (GUYTON & HALL, 2006).

Ap6s iniciada essa inflamacgdo, os componentes do plasma e leucécitos sdo
concentrados no local inflamado. Além dos efeitos locais, o foco inflamatério pode dar
inicio a um processo continuo de resposta de fase aguda sistémica, que vai desde a
sindrome da resposta inflamatdria sistémica até a imunossupressdo generalizada. As
principais fun¢des dos mediadores sdo atrair mais células de defesa para o local da
inflamacdo, facilitar o acesso dessas células e melhorar a eficiéncia da eliminag¢do do
agente agressor (MACKAY, 2000).

Um dos principais desafios na medicina envolvem a detec¢do e monitoramento
da inflamacdo, resultando no processo de doengas inumerdveis. Para este fim , os
esfor¢os tém-se concentrado na identificagdo bioquimica das proteinas da fase aguda
(APPs) como marcadores para o grau e evolugdo no tempo da inflamacéo. Em resposta
a infec¢do ou lesdo, estas proteinas sdo rapidamente liberadas para a corrente sanguinea
e as suas concentracdes estdo diretamente relacionados com a gravidade da doenga
(GABAY & KUSHNER, 1999).

A inflamag@o é mediada por diferentes mecanismos, que ocorrem em trés fases
distintas: fase aguda, fase subaguda retardada, onde se nota, predominantemente, a
infiltragdo leucocitéria e a fase cronica, onde a proliferacido € fator de destaque com a
ocorréncia da degeneragdo tissular e da reparacdo fibrdtica. Essas trés fases sdo
desejaveis e importantes e podem ser consideradas benignas dentro de padrdes em que
as atividades celulares e dos mediadores permanecem apropriadamente reguladas e
podem ser identificadas por altera¢des locais notdveis pelos seguintes sinais e sintomas:

rubor, calor, tumor e dor (SANTOS JUNIOR, 2003). Em resposta a estimulos
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inflamatorios, os neutrdfilos fagocitam as bactérias que sdo mortas rapidamente por
enzimas proteoliticas e proteinas antimicrobianas (BRINKMAMM et al., 2004).

Em alguns casos o processo inflamatério agudo ndo é completamente resolvido,
levando a inflamagdo crénica, como é o caso de doengas autoimunes ou infec¢des
causadas por microrganismos que conseguem evadir a resposta imune. Esse tipo de
inflamacdo acontece quando macréfagos e células T sdo constantemente ativados,
levando ao seu actimulo nos sitios de lesdo e significativo dano tecidual. As citocinas
liberadas pelos macrofagos cronicamente ativados estimulam a proliferacdo de
fibroblastos, levando ao aumento da produgdo de coldgeno que culmina na fibrose,

caracteristica das inflamag¢des cronicas (BILATE, 2007).

2.1.1 Mediadores Inflamatérios

O processo inflamatério ocorre como uma resposta do tecido a lesdo celular e
caracteriza-se por um fendmeno complexo, dindmico e multimediado, podendo
manifestar-se a partir de qualquer agente lesivo, como fisico, bioldgico ou quimico. Este
processo envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, que
incluem extravasamento de fluidos, ativagdo enzimadtica, migracdo celular, liberagcdo de
mediadores, sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise tecidual e de reparo (BECKER,

1983).

2.1.1.1 Neutrdfilos

A primeira linha de defesa do organismo contra a invasdo de micro-organismos,
ocorre nas primeiras horas com os neutréfilos provenientes da corrente sanguinea. Essa
migracdo é determinada por produtos dos tecidos inflamados (GUYTON, 1992). A
fagocitose realizada pelo neutréfilo ¢ um importante mecanismo de defesa do
hospedeiro contra a invasdo de microorganismos (LEE & GRINSTEIN, 2004). O
aumento da producdo de substancias oxidativas no interior do neutréfilo que ocorre por
meio do aumento da atividade respiratoria desta célula é fundamental para a adequada

eficiéncia deste processo de defesa (TIZARD, 2000).

2.1.1.2 Citocinas
As citocinas sdo proteinas secretadas por células reguladoras do sistema

imunolégico. Apresentam funcdes reguladoras denominadas linfocinas, monocinas,
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interleucinas e interferon, produzidas por vdrias células que desempenham fungdes
importantes nas respostas fisiologicas e patofisiologicas (ANTUNES, 1992a).
Diferentes citocinas estimulam respostas diversas das células envolvidas na imunidade e
inflamacdo, sendo utilizadas para estimular ou inibir a inflamacdo, imunidade e
hematopoiese (ABBAS et al. 2008). As citocinas sdo reguladas pela expressdo de
receptor, receptores antagonistas, proteinas de ligagdo e por outras citocinas que
exercem efeitos opostos (TIZARD, 1996). Algumas citocinas promovem a inflamagio e
sao classificadas como pré-inflamatérias, de modo que outras inibem a agdo pro-
inflamatéria sendo classificadas como anti-inflamatérias. As principais citocinas pro-
inflamatérias sdo IL-1B e TNF-a, devido a ocorréncia nos locais da inflamagdo e a
capacidade em induzir a resposta inflamatéria (ELLURU et al., 2006). A sintese de IL-2
€ diminuida ou bloqueada por corticosteroides, ciclosporina A e prostaglandinas. A IL-1
e a [L-6 participam de fendmenos inflamatérios e a IL-6 ainda age sobre os hepatdcitos
induzindo a producdo das proteinas de fase aguda. (ANTUNES, 1992b). Durante um
processo inflamatério o uso de dexametasona diminui a expressdo de mRNA de IL-1p
(WOODWARD et al., 2014). Algumas citocinas, incluindo o TNF, IL-1, IL-1B, IFNy, e
os glicocorticéides podem influenciar o padrido das proteinas de resposta da fase aguda
induzidas por IL-6 (MACKAY, 2000).

As citocinas sintetizadas pelo ttero e as células epiteliais do oviduto sdo
secretadas para o limen uterino, onde interagem com o desenvolvimento do embrido
antes da sua implantagdo. Vdrias dessas citocinas sdo reguladas pela exposicdo ao
sémen, mostrando através dos quais fluidos seminais podem promover o
desenvolvimento e sucesso da implantacdo do embrido. A principal citocina pds-
acasalamento na resposta inflamatéria, GM-CSF, tem como alvo a pré-implantacido do
embrido para aumentar o numero de blastdmeros vidveis através da inibicdo da
apoptose e regulacdo da absorcdo de glicose (ROBERTSON et al., 2001). Outras
citocinas visando o desenvolvimento de blastocisto, incluindo IL-6 e de inibicdo do
fator de leucemia, sdo induzidas apds a exposi¢do ao s€émen (ROBERTSON et al.,

1992).

2.1.1.3 Imunoglobulinas
Os anticorpos sdo gama-globulinas denominados de imunoglobulinas que

constituem cerca de 20% de todas as proteinas plasmaticas (GUYTON, 1992). As
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imunoglobulinas sdo divididas em cinco classes, IgG, IgA, IgM, IgE e IgD (BERLOT et
al., 2007). As imunoglobulinas atuam principalmente de duas maneiras diferentes para
proteger o organismo contra os agentes invasores: a primeira por ataque direto ao agente
invasor, e a segunda pela ativacdo do sistema do complemento que, por sua vez, destroi

o invasor (ABBAS et al. 2008; GUYTON & HALL, 2006).

2.1.1.4 Sistema do Complemento

O Sistema do Complemento € o mais complexo e eficiente mecanismo de
protecdo e agressao presente no organismo dos animais vertebrados. A biossintese do
sistema de complemento € aumentada quando se tem uma demanda de diversos
componentes, quando estes sdo "chamados" a participar de processos inflamatdrios, de
autoagressdo e de destruicao de microrganismos (ANTUNES, 1992d). Além dos efeitos
inflamatorios causados pela ativagdo dos mastdcitos e basofilos, varios outros produtos
do complemento também contribuem para a inflamacao local. Esses produtos provocam
aumento da hiperemia, maior extravasamento capilar de proteinas e coagulacio de
proteinas nos espacos teciduais, impedindo o deslocamento do microrganismo invasor

através dos tecidos (GUYTON, 1992).

2.1.1.5 Fator de Necrose Tumoral

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) é o principal mediador da resposta
inflamatéria aguda 4 microorganismos infecciosos e € responsdvel por muitas das
complicacdes sistémicas de infecgdes graves. Os receptores de TNF sdo membros de
uma grande familia de proteinas, das quais muitas estdo envolvidas na resposta imune e
inflamatoria. A ligacdo de citocinas e alguns membros de receptores da familia de TNF,
leva ao recrutamento de proteinas, chamadas fatores associados aos receptores de TNF

(TRAFs) (ABBAS et al. 2008).

2.2 Mecanismos de defesa uterina humorais, celulares e fisicos

Os mecanismos de defesa celular (Polimorfonucleares - PMN) e humoral
(Imunoglobulinas - Ig) sdo importantes para auxiliar a limpeza de bactérias e outros
contaminantes do udtero, mas sao ineficazes por si s, se os mecanismos de defesa fisica
ndo estiverem funcionando adequadamente (WILLIAM, 2003). Para a limpeza fisica

uterina um importante mecanismo para a eliminagdo rdpida do agente agressor e dos
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componentes e subprodutos da inflamacdo € a contratilidade miometrial. Em éguas
sadias esta eliminacdo pode ocorrer nos primeiros 60 minutos apds a contaminacdo
(LEBLANC et al., 1994).

Eguas com falha na limpeza uterina muitas vezes sofrem de uma inclina¢io para
frente do ttero através da cavidade pélvica. Este pode ser um fator que contribui para o
acimulo anormal de fluido e produtos inflamatérios (LEBLANC et al, 1998). Uma
falha no relaxamento do colo do tutero durante o estro, ou de drenagem linfatica
insuficiente, também podem contribuir para esta falha (LEBLANC et al, 1995). As
éguas que ndo conseguem eliminar a inflamacdo em 36 horas, acumulam liquido no
Iimen uterino. Este liquido contém neutréfilos, imunoglobulinas, proteinas, sémen,
bactérias e outros subprodutos da inflamagdo. A retencdo deste liquido resulta em
edema intersticial prolongado, sendo que a barreira muco ciliar endometrial pode ser
danificada se o fluido no limen uterino for persistente. Os vasos linfaticos ndo podem
drenar o edema excessivo ocorrendo o vazamento de liquido em tecidos uterinos. Com
o tempo a barreira do endométrio que impede a colonizacdo bacteriana pode ser
danificada. O resultado final € um ambiente hostil para o embrido que chega no ttero e,
em alguns casos, o surgimento de uma endometrite bacteriana (LEBLANC, 2003b).
Uma intensa inflamacdo é uma importante ferramenta de defesa uterina e ndo deve ser
atenuada (KATILA, 2012).

As citocinas, polimorfonucleares, leucécitos e células mononucleares
representam uma resposta inflamatdria no tdtero. A inflamagdo € a primeira linha de
defesa e elimina o excesso de espermatozdides e bactérias. A deposi¢cdo do s€émen
provoca uma invasdo de PMN em massa, seguido por fagocitose do s€émen auxiliado
pela formagdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos. S€émen com alta diluicdo
pode resultar em eliminacdo retardada de PMNs e maior tempo de inflamacdo
(KATILA, 2012). Fiala et al. (2007) observaram que a quantidade de neutrdfilos na luz
uterina foi maior nas éguas inseminadas com 1 bilhdo de espermatozoides do que
naquelas inseminadas com menor nimero, 2 e 4 horas apds a inseminacao.

A defesa uterina comeca com a destruicdo local de agentes externos por
leucécitos, seguido da eliminagdo e neutralizagdo por anticorpos uterinos € terminando
na remocdo fisica dos produtos resultantes, através da drenagem pelo cérvix e pela via
linfatica (TROEDSSON & LIU, 1995). Os neutréfilos (PMNSs) sdo as primeiras células

inflamatorias que entram no limen uterino ap6s um estimulo inflamatério (LEHRER et
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al, 1988). O ttero reage rapidamente a presenca do sémen através de um aporte de
neutréfilos, que sdo identificados 30 minutos apds a cobertura (KOTILAINEN et al.,
1994). A migragao aleatéria e direcional de neutréfilos no sangue em éguas suscetiveis
€ menor do que em éguas resistentes (WATSON et al., 1987).

Na resposta imunitidria humoral, as imunoglobulinas sdo proteinas soldveis
sintetizadas na presenca de uma substancia estranha. Sdo secretadas pelas células
plasmaticas, derivadas dos linfécitos B. Cada imunoglobulina tem afinidade especifica
para o agente estranho que estimulou sua sintese (STRYER, 1992). Virias classes de
imunoglobulinas foram isoladas do tutero de éguas. Embora medida por anticorpos a
defesa uterina pode ser importante para a efetiva eliminacdo de contaminantes
bacterianos, a partir do dtero em éguas sensiveis, as concentracdes de imunoglobulinas
nas secregdes uterinas sdo compativeis ou mesmo elevadas em comparagdo com éguas
resistentes (ASBURY et al, 1980; KOLM et al, 2006; FUMOSO et al, 2007). A IgA
protege os endotélios, epitélios e as cavidades bioldgicas (ANTUNES, 1992c). As
superficies do qual sdo depositadas imunoglobulinas M, G e A (IgM, IgG e IgA,
respectivamente), proteinas do plasma e estruturas de hidratos de carbono podem apéds a
ligacdo aos antigenos desencadear a ativacdo do sistema complemento (REID, 1998).
Esta ligacdo é considerada importante para o controle da propagacdo e regulacdo da
resposta imune, homeostase e cicatrizacdo de feridas (MULLER-EBERHARD, 1988).
Portanto as éguas suscetiveis podem ter uma maior resposta imune funcional a

estimulos antigénicos (TROEDSSON & LIU, 1991).

2.3 Endometrite

Endometrite € uma inflamacgdo que acomete o ttero das éguas (THRELFALL &
IMMEGART, 2000), que pode ser divida em aguda infecciosa, induzida pds-cobertura
ou cronica infecciosa (LEBLANC, 2010) sendo responsavel por uma das principais
causas da diminuicio da fertilidade em éguas (CAUSEY, 2006). E a enfermidade
reprodutiva mais comum relacionada a espécie e representa grande perda econdmica
para os criatérios determinando prejuizos decorrentes da queda da fertilidade, morte
embriondria, abortos e descarte de animais (ASBURY, 1987). A presenca do
espermatozoéide no utero, apds a cobertura ou inseminacao artificial, é responsavel pelo

inicio de uma reacédo inflamatéria que deve ser considerada como um evento fisiolégico,
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necessario para a limpeza uterina (KOTILAINEN et al., 1994; FIALA et al., 2007;
ENGLAND et al., 2012; FERRER et al., 2012).

As barreiras fisicas que impedem o acesso de microorganismos ao ttero sdo a
vulva, a prega vestibulo-vaginal e a cérvice (CASLICK, 1937; HINRICHS et al., 1988;
LEBLANC et al, 1995). A ma conformacio interna e externa dos 6rgaos reprodutivos
podem prejudicar estas barreiras e permitir a entrada da bactéria no utero (CASLICK,
1937). Eguas com mais idade normalmente tém menor ténus muscular e maior
relaxamento dos ligamentos, fazendo com que o anus tenha uma posi¢do mais cranial e
consequentemente a vulva crie um declive (DASCANIO, 2011). A endometrite
persistente pds-cobertura geralmente leva a infertilidade em éguas multiparas com idade
superior a 14 anos (LEBLANC, 2003a). Estas éguas mais velhas tém dificuldade de
relaxamento da cérvice durante o estro, levando a retencdo de sémen, bactérias e
produtos inflamatérios dentro do ttero (BRINSKO et al. 2011). Em um estudo realizado
por Woodward, et al (2012) comparando a idade com a reten¢do de fluido uterino apds
48 e 96h da inseminagdo artificial, observaram que as éguas acima de 23 anos tiveram
mais retencdo de fluido em comparacdo as éguas com idade inferior. Entretanto
Malschitsky et al, (2006) comparando éguas virgens, com idade de 3 a 8 anos, com
éguas falhadas, ndo observaram diferenca significativa entre os grupos.

Durante o cio, com o favorecimento dos mecanismos de defesa pelo efeito
estrogénico, o processo inflamatorio estd completamente resolvido em 36-48 horas apds
a cobertura. As éguas nas quais isso ocorre sdo classificadas como sadias ou resistentes
a endometrite persistente pds-cobertura. Porém, se ocorrer uma falha dos mecanismos
de defesa, ha condi¢des para que as bactérias possam se aderir 2 mucosa uterina,
levando a uma infec¢do bacteriana e a persisténcia da inflamacg@o. A inflamaco, por sua
vez, favorece também a infeccdo do tecido endometrial, devido & perda da integridade
da barreira mucosa. Nestes casos, a inflamacdo passa a ser patoldgica e este quadro é
denominado endometrite persistente pds-cobertura (LEBLANC, 2003a). Esta
inflamacdo precisa ser eliminada pela égua em até 96h, devido a chegada do embrido no
5° ou 6° dia apds a fertilizacdo (LEBLANC et al., 1994). Em €guas normais, o pico da
inflamacdo ocorre cerca de 10 a 12 horas apds inseminag@o e desaparece sensivelmente
dentro de 24 horas (PYCOCK, 2007). Eguas cobertas com endometrite aguda obtiveram
uma taxa menor de prenhez comparadas com aquelas cobertas sem evidéncia de

inflamacdo endometrial (MATTOS et al,, 1984). A endometrite persistente pode



20

interferir diretamente na sobrevivéncia do embrido, ou causar a lutedlise prematura e
perda embriondria devido a um aumento da concentracdo de prostaglandina F2a
(PGF2a) (NELLY et al, 1979) com réapido declinio de progesterona € um retorno
precoce ao estro (PYCOCK & ALLEN, 1988).

Uma égua saudavel, no que se refere ao sistema reprodutor, ird combater a
contaminag@o uterina com uma resposta inflamatéria transitéria, que inclui a ativacdo
do sistema humoral, recrutamento de células polimorfonucleares para fagocitose de
bactérias, libertacdo de prostaglandinas e aumento da contragdo uterina. Isto faz com
que as éguas que produzam eficazmente esta resposta sejam consideradas resistentes a
endometrite. Eguas que ndo tenham uma resposta eficaz e rapida, sio consideradas
susceptiveis a endometrite (BRINSKO et al. 2011).

Estudos com o uso de imunomoduladores, corticosteroides, plasma seminal e
dilui¢do do sémen tem sido realizados para diminuir a inflamacéo durante o tratamento
de endometrite (KATILA, 2012). O plasma seminal possui moléculas
imunorreguladoras que interagem com o epitélio uterino para induzir alteracdes na
resposta imune (ROBERTSON, 2007). Um estudo recente realizado com IA observou
um aumento de citocinas e neutr6filos em 2 h, atingindo um pico entre as 2 e 12 horas
em éguas susceptiveis quando comparadas as resistentes. Esses resultados demonstram
uma diferenga na resposta imune inicial apds a inseminag¢do entre os dois grupos
(WOODWARD et al., 2013). O curso da reacdo inflamatéria incluindo citocinas pro-
inflamatérias, citocinas inibidoras e de regulagdo, podem ser diferentes em éguas

problema (KATILA, 2012).

2.3.1 Fluido uterino

Em muitas éguas, o fluido uterino que se acumula antes da cobertura ou
inseminagdo nio apresenta crescimento bacteriano e contém pouca ou nenhuma célula
inflamatéria. A importancia do acumulo do fluido é que este pode agir como um meio
de cultura para bactérias introduzidas no ttero (WILLIAN, 2004) e como uma barreira
para os espermatozéides contribuindo para baixa fertilidade (WITTE et al., 2012). Um
volume de fluido superior a 2 centimetros t€m sido associado com a diminui¢do da
prenhez (BRINSKO et al, 2003). Este fluido pode conter neutréfilos, imunoglobulinas
(proteina), s€men, bactérias e outros subprodutos de inflamagdo. A retencdo de fluido

prolongada resulta em edema intersticial. A barreira mucociliar do endométrio pode ser
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danificada se o liquido persistir no limen uterino por um periodo prolongado
(LEBLANC, 2003a).

O actimulo de fluido pode ser resultante de uma falta de drenagem através do
colo do ttero ou a diminui¢do da reabsor¢@o por vasos linfdticos. A drenagem linfética
potencialmente pode desempenhar um papel importante na persisténcia da endometrite
(KENNEY, 1978). A localizacdo deste fluido no interior do limen uterino, € visualizada
através da ultrassonografia no corpo uterino, cornos uterinos, ou na por¢ao cranial do
colo do iitero e fornecem evidéncias da causa do seu actimulo. Eguas com colo do ttero
que ndo dilatam adequadamente durante o estro ou fecham muito rapidamente apds a
ovulacdo tendem a reter liquidos apenas na porcdo cranial ao colo do ttero. Esta é mais
comumente observada em éguas jovens ou éguas velhas nuliparas. As éguas mais
velhas pluriparas e suscetiveis a endometrite tendem a acumular fluido nos cornos
uterinos e corpo do utero (LEBLANC et al, 1998). Borba et al, (2012) observaram um
acimulo de fluido uterino nas éguas acima de 14 anos comparadas com éguas mais
jovens. Portanto estas éguas mais velhas, muitas vezes possuem um colo do utero
fechado e ndo conseguem relaxar corretamente durante o cio, de modo que o ttero é
incapaz de drenar o fluido acumulando-se no limen uterino (PYCOCK, 1993). O
actimulo de liquido pode ser resultado de uma drenagem linfatica pobre e contragdao do
miométrio prejudicada pelo colo do tutero fechado. A quantidade de liquido intra-uterino
pode variar em éguas individualmente, sendo de poucos mililitros a mais que um litro,
em casos extremos. A degeneracdo vascular do endométrio, também pode ser um fator

que contribui para o acimulo de fluido uterino (LEBLANC, 2003b).

2.3.2 Endometrite bacteriana

As infec¢Oes bacterianas do trato genital sdo a principal causa de falha
reprodutiva em éguas (WITTENBRINK, 2012) tendo como principal agente o
Streptococcus equi (RICKETTS, 2011; PROIETTI et al., 2011). Este é um patdgeno
oportunista encontrado em vdrias espécies incluindo equinos, suinos, bovinos, caprinos,
aves, cées e seres humanos (TIMONEY et al., 1995). E 0 mais comumente associado
com inflamacdo (FERREIRO et al, 1986; DAVIS et al. 2013) fazendo parte da flora
residente no trato reprodutivo da égua (RASMUSSEM et al., 2013). Os estreptococos
sd0 cocos gram positivos que se multiplicam em ambientes fluidos como abscessos,

leite ou meio de cultura (KOWALSKI, 2000). Portanto o s€émen representa um dos
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importantes fatores de risco para a transmissdo deste agente (SAMPER & TIBARY,
2006).

A endometrite pode ser causada por Streptococcus zooepidemicus oportunistas
residentes no trato inferior reprodutivo, levando a uma infeccio ascendente
ultrapassando os mecanismos de defesa uterino da égua (CAUSEY, 2006;
WITTENBRINK et al., 2008). S. zooepidemicus para ser capaz de atingir o ttero
precisa passar por barreiras fisicas como a vulva, esfincter vestibulovaginal e colo do
utero. A mé conformagdo interna e externa dos 6rgdos reprodutivos podem prejudicar
estas barreiras e permitir a entrada da bactéria no ttero (WILLIAN, 2004). Estudos
realizados por Hinrichs et al., (1988) sugerem como possivel reservatorio bacteriano a
fossa do clitéris e indicam que a dobra vulvovaginal, ao invés do colo do ttero, pode ser

a principal barreira da contaminagdo bacteriana ascendente do trato reprodutivo.

2.4 Glicocorticoides

As glandulas adrenais, presentes em todos os animais vertebrados, sio
responsdveis, em sua porcdo cortical, pela produ¢do dos hormdnios esteroides,
sintetizados a partir do colesterol. Esses hormoénios, também chamados de
corticosteroides ou corticoides, podem ser classificados como: mineralocorticoides,
glicocorticoides e esteroides sexuais (JERICO & De MARCO, 2011). Os
glicocorticoides apresentam como fungdes principais a homeostasia de eletrélitos como
o fon de sédio (Na+) e de potédssio (K+), a mediacdio no metabolismo proteico, de
carboidratos e lipidios e, principalmente, uma potente acéo anti-inflamatéria (HAYNES
& MURAD, 1987). Estes podem ser reguladores positivo e negativo de sintese de APP
durante a reacdo da fase aguda (CHU & LEE, 2012). Ao nivel molecular, os
glicocorticéides formam complexos com os receptores especificos que migram para o
ndcleo onde eles interagem com sitios regulatérios seletivos dentro do DNA, o que
resulta na modulacdo positiva e negativa de varios genes envolvidos na resposta
inflamatoria e respostas imunes. Ao nivel celular, os glicocorticéides inibem o acesso
dos leucécitos locais que interferem com a func@o dos fibroblastos, e suprimem a
producdo e os efeitos de fatores humorais envolvidos na resposta inflamatéria
(BOUMPAS et al., 1993).

Desde a sua descoberta, os esteroides adrenais e seus derivados sintéticos tem

sido utilizados em larga escala, tanto pela medicina humana quanto pela veterindria. A
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sua enorme utilizacdo se deve aos seus potentes efeitos anti-inflamatérios,
imunossupressores e analgésicos, os quais sdo acompanhados por efeitos metabdlicos
gerais, responsdveis pela maioria dos efeitos colaterais observados no uso croénico ou
maci¢o (JERICO & De MARCO, 2011). Nos tltimos 50 anos os glicocorticéides tem
sido utilizados para tratamento de doencas inflamatdrias, auto-imune e rejei¢do de
enxertos (BOUMPAS et al., 1993) e continuam sendo os principais agentes
imunomoduladores usados na medicina clinica de hoje (GALON., et al 2002).

Os glicocorticoides enddgenos sdo transportados no plasma por proteinas
carreadoras, uma globulina de baixas concentracdes sanguineas e alta afinidade pela
hidrocortisona e pela albumina, cuja baixa afinidade pelos esteroides enddgenos ou
sintéticos ¢ compensada pela sua alta concentragdo plasmdtica. Devido a
lipossolubilidade dos glicocorticéides, estes sdo capazes de atravessar a membrana
celular e se ligar as proteinas receptoras, localizadas no interior do nucleo, modificando
a sua expressdo génica. Esses receptores proteicos sao encontrados em todos os tecidos
(JERICO & De MARCO, 2011). Rasmussen et al. (1998) utilizando o tratamento com
corticoterapia intra articular teve como resposta um potente efeito analgésico,
diminuicdo do edema nas articulacbes e uma melhora nas fun¢des musculares,
impedindo a resposta inflamatéria (proteinas da fase aguda).

Os glicocorticoides suprimem a resposta do tecido conectivo 4 lesdo, seja
traumdtica, anafildtica ou infecciosa (McDONALD, 2003). A principal influéncia dos
glicocorticoides no processo inflamatério ocorre através de sua atuacio supressora sobre
o metabolismo dos mediadores imunoestimulantes e pré-inflamatérios (JERICO & De
MARCO, 2011). Possuindo atividade de estabilizar os lisossomos no tecido lesado,
prevenindo assim que as enzimas proteoliticas dos lisossomos escapem e lesem as
células vizinhas. Esta supressio da resposta tissular interfere com a resposta do
hospedeiro a uma infec¢do bacteriana (McDONALD, 2003).

A acdo dos glicocorticoides como anti-inflamatérios e imunossupressores pode
ser benéfica ou prejudicial a resposta inflamatéria. O perfil da expressdo gé€nica de
células mononucleares do sangue periférico de doadores saudaveis foi isolado por
centrifugacdo e incubado com dexametasona por 18 horas. Os glicocorticéides
induziram a expressdo das quimiocinas, citocinas, e membros da familia do
complemento, havendo também a diminui¢do de IL-1p, IL-1a, linfotoxina-f3, IFN-f e

IFN-a. Estes resultados destacam o importante papel imunossupressor dos
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glicocorticdides e de protec@o contra a inflamagdo. Este estudo revela uma panoramica
na regulacdo génica onde os glicocorticdides atuam, esta andlise representa um painel
de um conjunto especifico de genes que participam na resposta imune e inflamatéria
(GALON et al., 2002).

As IL-1 e IL-6 possuem um efeito sinérgico nos linfécitos B na presenca de
dexametasona, resultando na producdo de IgM e IgG (EMILIE, et al., 1988). Os
glicocorticéides e IL-4 aumentam acentuadamente a sintese de imunoglobulina E (IgE)
(WU et al., 1991). O uso de glicocorticdide (hidrocortisona) em sinergia com a IL.-15
induziu um aumento significativo no crescimento de células Natural Killer (NK),
demonstrando influéncia positiva no sistema imunitario (PEREZ, et al., 2005). A acdo
anti-inflamatoria dos glicocorticdides também inclui a supressdo da resposta febril 4
infecgdes ou a lesdo tissular. Esta acio ocorre pela produgédo diminuida de IL-1, que age
como um pirogénio endégeno (BERNE, et al., 2004). Os glicocorticdides podem
estimular diretamente alguma producio de APP , devido a sua sinergia com as citocinas
(THOMPSON et al, 1991).

Os glicocorticdides sdo capazes de bloquear desde as manifestacdes mais
precoces do processo inflamatdrio, como calor, rubor e dor, até as mais tardias, como
reparacao e proliferacdo tecidual. Os esteroides anti-inflamatérios afetam todos os tipos
de resposta inflamatdria, seja ela suscitada por patégenos invasores, estimulos fisicos e
quimicos, ou por uma rea¢do imunoldgica inapropriada, como as hipersensibilidades

(JERICO & De MARCO, 2011).

2.4.1 Dexametasona

Dexametasona € usada como um agente anti-inflamatério e antialérgico em
cavalos (Equs caballus) (CORNELISSE et al., 2004). Possui uma estrutura basica com
21 atomos de carbono, e é 20 a 25 vezes mais potente do que o cortisol (LUO et al.,
2005a; LOU et al., 2005b) e 5 a 7 vezes mais potente que a prednisona (PLOOG &
ROMERO, 2006), sendo um corticdides de agdo prolongada acima de 48 horas
(PLUMB, 2008) até 72 horas. O pico do efeito € de 1 a 2 horas e a meia-vida de
eliminacao da dexametasona é de 3 a 6 horas, possuindo excrecdo renal e biliar
(HOEFLER, 2008).

Alteracdo do perfil proteico (RUZZIN et al., 2005) e do perfil lipidico

(BARBERA et al., 2001; HOLNESS et al., 2005) sdo caracteristicas comuns apods
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tratamento com dexametasona. Estudo in vivo realizado por Santos et al, (2007)
resultou em um aumento da concentragdo plasmatica de proteinas totais e albumina apds
a administracio de Dexametasona em ratos. A dexametasona reduziu a inflamacdo
aguda de lesdes em animais tratados apresentando maior inibi¢do do infiltrado de
células polimorfonucleares e do edema, em relagdo aos tratados com meloxicam
(MARCHIONNI et al, 2006). Essa efetiva capacidade anti-inflamatéria da
dexametasona se deve ao fato desse medicamento interferir em fendmenos da
inflamacdo, como na redug¢do do aparecimento da tenascina-C, que é uma proteina
presente apenas na matriz extracelular de tecidos lesionados em individuos adultos. Essa
proteina faz da dexametasona um inibidor do surgimento de leucécitos no local da lesio
(FASSLER et al, 1996). Esse medicamento tem capacidade de estabilizar as membranas
lisossomais dos leucdcitos, acarretando menor concentracido de enzimas lisossomais e
diminuindo a capacidade dos vasos em responder aos estimulos agressivos. Reduz a
expressdo endotelial das moléculas de adesdo intracelular fato que dificulta a migracéo
leucocitaria em circulacdo (PETTET et al, 1995). Além disso, diminui a angiogénese, a
sintese de prostaglandinas e leucotrienos por meio do bloqueio da fosfolipase A2,
enzima que promove a liberagdo do 4cido araquiddnico na lesdo celular (LUO et al.,
2004). A Dexametasona inibe ainda, a sintese da interleucina-1a e do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) que também si3o quimiotdticos para as células do infiltrado
inflamatério cronico (HUBNER et al., 1996). Na presenca de IL-6, a dexametasona é
capaz de regular a produgdo de pré-albumina e de fibrinogénio (THOMPSON et al,
1991). E na presenca de endometrite infecciosa induzida em éguas resultou na
diminuic¢do do gene na expressdo de citocinas pré-inflamatérias IL-1, IL-6, IL-8 e SAA
(amiléide sérica A - APP) e um aumento na expressdo da citocina anti-inflamatoria IL-

10 (CHRISTOFFERSEN et al., 2012).

2.4.2 Modulagdo da Resposta Inflamatéria

A modulacio da resposta imune com esterdides para tratamento de endometrite
persistente apOs cobertura, tem sido proposta nos ultimos anos (DELL’AQUA JR. et al.,
2006; PAPA et al., 2008; BUCCA et al., 2008; VANDAELI et al 2010; FIORATTI et al
2010; WOLF et al., 2012). A imunomodulacio pode ajudar a restaurar os mecanismos

inflamatérios locais homeostiticos. Isto pode ser especialmente util em éguas mais
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velhas que possam ter um baixo grau de resposta inflamatdria sist€mica associado a
idade avancada (ADAMS et al., 2008; ADAMS et al., 2009 ).

A utilizagdo de Isoflupredona na dose de 0,1mg/Kg a cada 12 horas até a
constata¢do da ovulacdo, em éguas com histérico de acimulo de fluido uterino apds
inseminacdo, resultou em um aumento nas taxas de prenhez (DELL’AQUA JR. et al,
2006; PAPA et al.,, 2008). O uso de dose tnica de dexametasona, 0,Img/kg, na
cobertura demonstrou uma diminuicdo do aciumulo de liquido apds cobertura com uma
melhor qualidade (menos turbidez) e reducdo do edema endometrial (BUCCA et al.,
2008). Porém Vandaele et al, (2010), utilizando a dose de 10 e 20mg de dexametasona
com aplicacdo de 6 a 12 horas apds inseminag@o ndo observaram melhora na taxa de
prenhez. Fioretti et al, (2010), ndo observaram uma diminui¢io no acimulo de liquido
uterino em éguas tratadas com uma dose tnica de 40mg de dexametasona administrada
duas horas antes da inseminag@o, sendo as coletas realizadas 8 e 24 horas apos a
inseminacdo.

Wolf et al, (2012) utilizando a corticoterapia com a administragio de
isoflupredona na dose de 20mg a cada 12 horas por trés dias consecutivos até a deteccdo
do estro, em éguas suscetiveis infectadas com Streptococcus Zooepidemicus, afetou a
protedmica do liquido endometrial, sendo os maiores efeitos observados na presenca de
um processo infeccioso. As coletas foram realizadas 12 horas apdés o término do
tratamento. Neste estudo, verificou-se a frequéncia e densidade Optica relativa de vérias
proteinas da fase aguda (APP). A corticoterapia na presenca da infec¢do resultou em um
aumento da o;-antitripsina (AAT), Transtiretina (TT) e Actina e diminui¢ao da IgG.
Durante a infeccdo intra uterina houve um aumento da haptoglobina (Hp) e
Apolipoproteina A-1 (ApoA -1) sendo diminuida a Transferrina (TF). A infeccdo
reduziu os niveis de AAT e TT. A hipédtese de que proteinas descobertas por andlises
protedmicas podem fornecer os perfis de diferenciacdo necessdrios para informar a
pratica clinica e servir como um ponto final para aperfeicoar tratamentos bem sucedidos
(SALAMONSEN et al., 2013) levando a um maior conhecimento do controle durante o
processo inflamatério (OVELAND et al., 2012). A corticoterapia influencia a resposta
imune , ndo apenas como supressora, mas também como realcadora de mecanismos de
defesa locais, através de uma acdo imunomoduladora . A curto prazo, a corticoterapia
pode ser benéfica para o tratamento de processos infecciosos do ttero em égua (WOLF

et al., 2012).
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2.5 Proteinas

As proteinas exercem papéis essenciais em todos os processos bioldgicos. Quase
todos catalisadores em sistema bioldgico sdo proteinas. As proteinas determinam o
padrdo de transformacdes quimicas nas células. Sao também intermedidrias de uma
ampla faixa de outras funcdes, como: transporte € armazenamento, movimentos
coordenados, sustentacdo mecanica, protecdo imunitéria, excitabilidade, integragdo do

metabolismo e controle do crescimento e da diferenciacdo (STRYER, 1992).

2.5.1 Proteinas da fase aguda (APP)

O sitio de infecgdo é precocemente o palco de uma série de reacdes conhecidas
como reagOes de fase aguda, que visam restringir a propagacdo do agente infeccioso,
facilitar o acesso das células responsaveis pela resposta inflamatdria e pela imunidade
especifica e finalmente desencadear reacdes sistémicas que resultam na aceleracio geral
do metabolismo, facilitando a eliminacdo do agente agressor (SILVA, 1992).

A resposta da fase aguda é a resposta do organismo a perturbacdes na sua
homeostase causadas pelas lesdes de tecidos, infec¢do, traumatismo, doengas
imunolégicas ou estresse. Esta resposta pertence a mecanismos de defesa ndo
especificos e é mediada pelas citocinas pro-inflamatdrias, principalmente IL-6 , IL-1 e
TNF-a, que atuam como uma consequéncia. A reagdo sist€mica € induzida, que inclui
febre, anorexia, alteracdes metabdlicas e hormonais, bem como alteracdes nas
concentragdes das APPs. O comportamento das APPs pode diferir entre as espécies e a
sua concentragdo de exposi¢do, aumentos ou diminui¢des, durante a resposta da fase
aguda (BAUMANN & GAULDIE, 1994; GABAY & KUSHNER, 1999). As
determinagdes das APPs sdo ferramentas tteis para monitorar a gravidade de respostas
inflamatoérias em animais e seres humanos expostos a fatores nocivos (DABROWSKI et
al., 2007; PINEIRO et al., 2009; WOODS & PADMANABHAN, 2013). O uso destas
em medicina veterindria € cada vez mais difundido com a utilizagdo de kits diagndsticos
comerciais que estdo sendo validados (CRISMAN et al., 2008). Ha setenta e cinco anos
atras, a proteina C- reativa foi a primeira APP reconhecida nos seres humanos e tornou-
se posteriormente uma ferramenta para o sistema de diagndstico de valor inestimédvel na
medicina humana para detectar e monitorar a inflamagdo (PEPYS, 1981).

As APPs sao classificadas como proteinas positivas, divididas em maiores e

moderadas, e em proteinas negativas. Esta classificacdo depende das suas concentragdes
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plasmadticas. A APP negativa na maioria das espécies é a albumina sendo o componente
mais abundante no plasma (ALLEN & KOLD, 1988). Durante a resposta aguda, a
sintese de albumina diminui em favor do aumento da sintese hepdtica de APPs
positivas. As principais APP positivas tém as seguintes caracteristicas: a- concentragdes
baixas ou indetectiveis no plasma de individuos sauddveis; b- as concentra¢des
aumentam rapidamente a niveis superiores a 10 vezes durante a resposta aguda; c-
expressar uma ampla variacdo dinidmica; d- rdpida diminui¢do da concentracdo com a
resolucdo da doenga; e- aumento das concentracdes nas infec¢des secunddrias.
Atualmente, apenas Amildide Sérica A (SAA) preenche os critérios de uma APP
positiva importante em cavalos. As APPs positivas moderadas, tem as seguintes
caracteristicas: a- sempre presentes no plasma de equinos sauddveis; b- as
concentragdes aumentam de 1 a 10 vezes na resposta a inflamag@o ou ferimento; c- a
resposta € geralmente mais lenta (dias a semanas) para aumentar até o pico e retornar a
linha basal. Exemplos de APPs moderadas em cavalos incluem Hp, Fb, al-
glicoproteina acida (AGP) e proteina C reativa (CRISMAN et al., 2008). As APPs
negativas sdo aquelas cujo os niveis sdo diminuidos com a produgdo da resposta aguda
(HEINRICH et al. 1990). Dentro deste grupo encontram-se as proteinas: pré- albumina,
albumina e a transferrina (MARTINEZ-SUBIELA et al 2001).

As proteinas de fase aguda (APP) fazem parte de uma familia com cerca de 30
proteinas plasmaticas produzidas em maiores quantidades no figado durante a
inflamacdo (STEEL & WHITEHEAD, 1994). O pico de producio das proteinas de fase
aguda geralmente ocorre entre 12 e 24 horas apds o inicio da resposta inflamatéria
aguda (BILATE, 2007). Suas fungdes incluem: limitar a inflamacdo regulando a
resposta imune, mediar as proteases inibidoras e de eliminagdo de radicais livres
(BANKS et al., 1995; SILVA, 1992). APPs sdo definidas como proteinas do plasma
cuja concentracdo aumenta ou diminui em pelo menos 25% apés um estimulo
inflamatério (GABAY & KUSHNER, 1999). Em geral , um aumento substancial nas
concentragdes plasmaticas de APP em cavalos tem sido demonstrada com as infec¢des
bacterianas (COHEN et al, 2005) e virais (HULTEN et al, 1999), cirurgia (POLLOCK
et al., 2005), célica (VANDENPLAS et al., 2005) e artrite induzida experimentalmente
(JACOBSEN et al., 2006; HULTEN et al., 2002). A taxa e a magnitude da mudanca na
concentracdo do plasma refletem na sua inducdo por diferentes citocinas, seu tamanho

molecular, o volume de distribuicéo, e a taxa de catabolismo tanto na circulagdo quanto
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no local da inflamagcdo (BANKS et al., 1995). Estudos in vitro utilizando culturas de
hepatdcitos, e a partir de correlagdes de soro de IL-6 com concentragdes dos niveis de
APP em vidrios estados inflamatérios in vivo, concluiram que a IL -6 é o regulador
principal para a maioria dos genes APP (BAUMANN & GAULDIE, 1994). Uma
caracteristica-chave de inflamacdo no utero é o excesso de produgdo de proteinas de
fase aguda (SHELDON et al., 2001). A regulacdo das APPs no ttero pode ser
importante para a resolugdo bem sucedida da inflamacdo podendo levar a posterior
prenhez (HERATH et al, 2006). As APPs junto com as citocinas € quimiocinas sao
utilizadas como indicadores para problemas de fertilidade associados a infec¢@o uterina.
Estes indicadores podem conter pistas sobre a resposta imune uterina e resolucio da
inflamacdo (CHAPWANYA et al., 2009). As determina¢des das APPs sdo cada vez
mais comuns no acompanhamento do periodo pds-operatério, utilizadas como marcador
da gravidade dos processos inflamatérios e para permitir a deteccdo precoce de
complicacdes em doentes submetidos a cirurgia (NIEDZIELA et al., 2001). As APPs
mais frequentemente medidas na pratica equina sio fibrinogénio, SAA e haptoglobina
(Hp) (HULTEN et al., 2002).

Entre os inimeros papéis atribuidos as APPs estdo: a ativacdo do complemento,
coagulacdo, fibrindlise e a inibi¢do de proteases dos neutréfilos. As combinacdes de
citocinas em diversas células alvo podem ter um efeito estimulador ou supressor. Além
disso, os glicocorticéides estimulam os efeitos das citocinas sobre a producdo de APPs,
ao passo que a insulina pode jogar um papel inibitério sobre a produ¢do de algumas
APPs (GABAY & KUSHNER, 1999). Sendo que algumas APPs ativam os
microrganismos e outras limpam os restos celulares e os radicais livres, neutralizando

enzimas proteoliticas (GRUYS et al., 2006).

2.5.1.1 Albumina

A albumina (Alb) é uma das principais proteinas presentes no plasma. E uma
proteina formada no figado, cuja taxa de formacgdo pode ser extremamente alta, da
ordem de 30g/dia. E tem como principal fungido produzir pressdo coloidosmética no
plasma, o que impede a perda de plasma pelos capilares (GUYTON & HALL, 2006). E
responsavel pelo transporte e distribuicdo do metabolismo e excrecdo de drogas (JIANG
et al.,, 2012). Algumas drogas anti-inflamatérias possuem maior afinidade a albumina

z

como o carprofeno (RAHMAN et al., 1993). A albumina é separada no plasma
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tradicionalmente por sua solubilidade, podendo ainda, ser separada pela migracio em
um campo elétrico por um processo chamado de eletroforese (ABBAS et al., 2008).

A albumina possui peso molecular de aproximadamente 66,5 kDa é um
polipeptidio de cadeia tinica de 585 aminoacidos, com uma estrutura tripla que se retine
para formar uma molécula em forma de coragio (WENYING et al., 2005). E uma APP
negativa, onde os niveis sdo diminuidos com a producdo da resposta aguda
(MARTfNEZ—SUBIELA et al 2001). Porém, Shamay et al (2005), verificou um
aumento da albumina sintetizada pelas glandulas mamadrias de vacas com mastite em
comparagdo com vacas sadias, sugerindo que a albumina faz parte do sistema imune
inato das glandulas mamarias.

Em éguas com metrite cronica, as concentracdes de albumina foram
significativamente elevadas nas secre¢des uterinas (WIDDERS et al., 1984). Em um
estudo realizado por Tunén et al (1998) com éguas sadias por meio de coleta com
tampao intra-uterino num periodo de 30 minutos, a concentragdo de albumina no liquido
uterino foi 56% mais elevada do que a concentracdo encontrada no soro. Em mulheres
com um dispositivo intra-uterino, a concentracdo de albumina no fluido uterino durante
os periodos pré-ovulatorios e pds-ovulatdrios foi oito vezes menor do que no soro
(TAUBER et al., 1993).

A albumina compde o indice prognéstico inflamatério e nutricional (IPIN) que
¢ utilizado na medicina humana, na prética clinica como parte do diagndstico, tanto na
avaliag@o da intensidade e da atividade inflamatdria, como na discriminag¢do de doengas
inflamatérias das ndo inflamatérias (INGENBLEEK & CARPENTIER, 1985; VAN
LEEUWEN & VAN RIJISWIK, 1994). A albumina pode ser utilizada como um
marcador para graus de risco de complicacdes do estresse inflamatério (CORREA et al.,
2002) e como marcador prognéstico de enfermidades (FOX et al., 2013). A albumina
teve queda na sua concentragdo quando usada em cobaia com diferentes doses de
dexametasona (ULUTAS et al., 2007).

Mesmo sintetizada no figado, a expressdo ndo hepdtica da albumina tem sido
documentada em diversos outros tecidos, incluindo: a retina de camundongos
(DODSON et al. de 2001), musculo esquelético de humanos (VISSER et al., 2005),
miocdrdio de humanos (DUMAN et al., 2013), c€lulas epiteliais ovarianas humana
(VARRICCHIO & STROMBERG, 1994) e as células serosas das glandulas traqueais
bovina (JACQUOT et al. , 1988).
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2.5.1.2 Actina

A actina é uma proteina presente em todos os eucariontes, é o constituinte
principal dos filamentos finos do citoesqueleto celular que se ligam a miosina. Em
solucdes de baixa forga idnica, a actina € um mondmero de 42 kDa chamado de actina
G devido a sua forma globular. Quando a forca idnica é aumentada para o nivel
fisiologico a actina G polimeriza-se para uma forma fibrosa chamada de actina F
(STRYER, 1992). A dinamica de filamentos de actina € vital para a plasticidade celular,
a funcdo mitocondrial, e a expressdo do gene, apesar de ser altamente susceptivel ao
dano oxidativo (BARTH et al., 2009). A actina interage com diversas proteinas
(KABSCH et al., 1985). Os filamentos de actina do citoesqueleto e fungdes musculares
sao regulados por proteinas de ligacdo a actina, utilizando uma variedade de
mecanismos. O regulador de filamentos de actina universal é a proteina tropomiosina
(BARUA et al., 2013), que estd envolvida em diversas funcdes celulares, como:
contracdo muscular, citocinese, transporte intracelular e migracio das células (WANG
& COLUCCIO, 2010).

A actina € uma das proteinas mais antigas em evolugdo eucaridtica
(VANDEKERCKHOVE & WEBER, 1984). Esta extrema conservacao da estrutura da
actina basicamente reflete duas caracteristicas importantes da molécula: a capacidade de
se auto-organizar em polimeros de actina F e actina G, e a propriedade de interagir com
uma multiplicidade de proteinas que se ligam a actina regulando-a (KABSCH et al.,
1990).

O sistema de filamentos de actina, ndo s estd envolvido na motilidade celular ,
como também na regulacdo de outras funcdes dos neutréfilos (BENGTSSON et al.,
1991). Considera-se que a forca motriz para motilidade dos neutréfilos, como a
quimiotaxia e fagocitose, é gerada por alteracdes dindmicas do sistema de
microfilamentos periférico. Isto se reflete no fato de que diferentes estimulos
quimiotaticos e fagociticos induzem extensas e reversiveis polimerizacdes dos
filamentos de actina, especialmente nas dreas da célula exibindo intensa atividade
motora (WALLACE et al., 1984). O rapido alinhamento e desalinhamento da actina sdo
de extrema importdncia para a adesdo e extravasamento de neutréfilos para locais
inflamados. O movimento dos neutrdfilos ocorre com base na capacidade tnica da
actina de mudar rapidamente entre actina G (filamentosa) e actina F (polimerizada)

(WALLACE et al , 1987). Durante a quimiotaxia o aumento do nimero de filamentos
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de actina concentra-se predominantemente na extremidade do neutréfilo (CUENDA et
al. , 1995). Em consequéncia do rapido alinhamento da actina os neutréfilos sdo capazes
de orientar a sua migracdo e expor seu movimento quimiotitico que facilita seu
acumulo nos locais da lesao ou infeccao (ZIGMOND, 1977). A actina € utilizada como
um marcador em doencas inflamatdérias (KWON et al., 2003; WOLF et al., 2012). Em
um estudo realizado por Yates-Siilata et al, (2004), com o objetivo de desenvolver
agentes terapéuticos contra doengas inflamatdérias associadas a neutréfilos,
demonstraram que a proteina C reativa produziu um aumento simultdneo da actina F e
diminui¢do dos niveis da actina G. Kim et al, (2010), sugerem que a remodelacdo da
actina pode ser um evento-chave durante a regulagdo da resposta inflamatéria, através
da produgdo de oxido nitrico e liberacdo de PGE; e TNFa.

Embora as funcgdes da actina nos macréfagos durante a resposta inflamatdria nao
sdo bem conhecidas, sabe-se que a actina modula a migragdo e a adesdo de macréfagos
e mondcitos (PERRI et al.,, 2007). O realinhamento da actina é claramente visivel

durante a infec¢do microbiana com presenga de macréfagos (SHIMADA et al., 1999).

2.5.1.3 Apolipoproteina A-1

Apolipoproteina A-1 (ApoA-1) é um polipeptidio de cadeia tnica com 243
aminoacidos e peso molecular de aproximadamente 28 kDa (WEISGRABER et al,,
1980). A ApoA-1 é uma APP negativa sendo a principal lipoproteina componente do
colesterol de alta densidade, o HDL, possuindo a funcdo de remover o colesterol de
macrdfagos na parede arterial . O HDL € um antioxidante que possui propriedades anti-
inflamatérias (KERRY-ANE, 2013). A ApoA-1 sobre a superficie do HDL, com sua
estrutura flexivel serve como ligacdo para interagcdes funcionais do metabolismo direto
do HDL (GURSKY et al., 2013). A ApoA-1 ¢ utilizada como um marcador para
variaveis clinicas NYMO et al., 2011) e como um indicador de lesdes (KAMEDA et
al., 2012), reduzindo os seus valores ap6s a infeccdio (GRUNFELD et al., 1992). Uma
fracdo da ApoA-1 pode ser oxidada por uma enzima chamada de mieloperoxidase
(MPO), que é derivada a partir de macrofagos e neutréfilos (DAUGHERTY et al,,
1994), sendo utilizada com um biomarcador em doencas infecciosas e processos
inflamatérios (BIASUCCI et al., 1996). Em estudo realizado por Hyca et al, (2001), foi
demonstrado que a ApoA-1 inibe a ativagdo de mondcitos estimulados por células T e a

producdo de IL-1b e TNFa. Sugere-se que a ApoA-1 pode inibir a producdo local de
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citocinas pro-inflamatérias por mondcitos e macréfagos em contato direto com as
células T estimuladas (BRESNIHAN et al., 2004).

As variagdes da concentragdo da ApoA-1 foram observadas em vdrias doengas
inflamatorias. Em artrite reumatoide, os niveis circulantes de ApoA-1 em pacientes ndo
tratados foram mais baixos do que em individuos normais (PARK et al., 1999). Em
contraste, um estudo realizado por Ananth et al, (1993) com a mesma enfermidade, os
niveis de ApoA-1 foram aumentados no fluido sinovial dos pacientes, influenciando na
resposta imune da enfermidade. Foi demonstrado altas quantidades de ApoA-1no fluido
sinovial dos pacientes com artrite (BRESNIHAN et al., 2004). Em estudo realizado por
Wolf et al, (2012), foi observado um aumento da ApoA-1 no fluido uterino de éguas

com infeccdo por Streptococcus equi.

2.5.1.4 Transtiretina

A transtiretina (TTR), anteriormente chamada de pré-albumina (ANDO, 2009), é
uma proteina globular, ndo glicosada com peso molecular de 54,98 kDa (INGBAR,
1958). E uma APP negativa que tende a diminuir suas concentragdes séricas diante de
um processo inflamatorio. Isto ocorre devido a inibi¢do da sua sintese pelas citocinas
pré-inflamatérias (CALAMITA & BURINI, 1993) e ao aumento da permeabilidade
vascular, com consequente saida para os espacos extravasculares (CORREA &
BURINI, 2000). A TTR liga-se a molécula de ligagdo ao retinol (RBP) que possui um
peso molecular de 14 kDa, formando o complexo TT-RBP, ficando com uma massa
total de aproximadamente 76 kDa (JHONSON et al., 2008).

A transtiretina, tem como fungédo o transporte dos hormdnios tireoidianos (T3 e
T4) e fixacdo de retinol. Sua meia vida plasmdtica € de dois a trés dias e sua
concentracdo € influenciada por alteragdes nutricionais e fatores ligados & resposta
aguda do organismo frente a lesdes teciduais (JOHNSON, 2007).

A TTR ¢é a proteina mais conveniente para a avaliacdo de terapias nutricionais,
porém as alteracdes em sua concentracdo nao sdo exclusivas das modificagdes do status
nutricional, sendo também influenciada por doencas hepaticas e processos
inflamatoérios. A melhoria no status nutricional com PCR dentro da normalidade vem
acompanhado de elevacdo da TTR (CYNOBER, 2009).

O aumento das concentracdes de TTR sdo influenciadas por diversos fatores: uso

de corticoterapia, falha renal cronica e desidratacio aguda (JHONSON et al., 2008). A
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corticoterapia aplicada em éguas na presenca de infec¢do resultou no aumento da

transtiretina (WOLF et al., 2012).

2.6 Eletroforese bi-dimensional

Uma molécula com carga elétrica liquida move-se em um campo elétrico. Esse
fendmeno denominado eletroforese, oferece um meio poderoso de separagdo de
proteinas e outras macromoléculas, como DNA e RNA (STRYER, 1992).

A eletroforese em gel de poliacrilamida tem sido extremamente proveitosa como
uma ferramenta analitica para a separacdo e quantificacio de espécies de proteinas de
complexas misturas (GALDOS-RIVEROS et al., 2010).

Esta técnica foi demonstrada pela primeira vez em 1975 (KLOSE, 1975;
O’FARRELL, 1975). Em géis bidimensionais, os polipeptidios aparecem formando
manchas (spots) apds serem corados. Diferentes manchas podem conter isoformas da
mesma proteina com coordenadas especificas de ponto isoelétrico (pI) e peso molecular
(PM). Em 1988, foi introduzido o uso de gradientes imobilizados de pH (IPG), nos
quais tampdes sdo copolimerizados com acrilamida e bisacrilamida, acarretando uma
melhor reprodutibilidade dos perfis bidimensionais (GORG et al., 1988).

A eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e uma técnica que pode ser usada
para a obtencdo de perfis bidimensionais completos de uma amostra como também para
estudos comparativos entre amostras. O aparecimento ou desaparecimento de manchas
ou spots pode fornecer informacdes acerca de proteinas especificas de um estagio
determinado, enquanto a intensidade das manchas fornece informacgdes quantitativas a
respeito da expressdo diferencial dos polipeptidios (GRAVES & HAYSTEAD, 2002).

Em comparagdo com a eletroforese unidimensional em géis desnaturantes de
poliacrilamida, conhecida como SDS-PAGE (Eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil-sulfato de sédio), a eletroforese 2D-PAGE apresenta uma maior capacidade
para separar misturas complexas enquanto que na SDS-PAGE as bandas proteicas
tendem a se sobrepor, os métodos unidimensionais de separacdo, podem separar um
ndmero relativamente pequeno de proteinas, geralmente menos de 50 (GALDOS,
2009). A eletroforese bidimensional, ao combinar dois processos distintos de separacio,
pode ser usada para separar mais de 1000 proteinas num tnico gel (ANDERSON &
ANDERSON, 1996). Esta técnica tem sido usada na reproducdo, tanto em machos

como em fémeas, com a identificacdo de proteinas que podem ser usadas como
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marcadores de fertilidade (JOBIN et al., 2005; MOURA et al., 2007; MALSCHITZKY
etal., 2008; WOLF et al., 2012).

De acordo com Chromy et al. (2004) e Qualtieri et al. (2007) na eletroforese 2D-
PAGE, as proteinas sdo separadas com base em duas de suas propriedades: em uma
primeira dimensdo, de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) e em uma segunda
dimensdo, em gel de SDS-PAGE de acordo com o seu peso molecular (MW). A
eletroforese 2D resulta da combinag¢do de duas técnicas: a focagem isoelétrica (IEF),
seguida por uma separacao de SDS—PAGE. Quando bem sucedida tem-se um gel de
poliacrilamida contendo numerosos spots, cada um correspondendo a uma proteina ou a

uma forma proteica (SANTOS et al., 2004).

2.7 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massa tem se tornado uma ferramenta importante na andalise
de peptideos e proteinas, na ultima década, devido a sua alta capacidade de
processamento das amostras, por ser bastante sensivel e ter uma elevada acuricia para a
producio dos resultados esperados (CAREY et al., 2002). E uma técnica que permite
avaliar a massa molecular dos compostos e quantifica-los, identificar compostos
desconhecidos, revelar a estrutura de moléculas e determinar as modificacdes pos-
traducionais, ou seja, aplicadas a andlise de biomoléculas ela fornece uma informacéo
precisa da massa molecular, identifica proteinas usando a massa molecular de peptideos
tripticos, informacao estrutural, sequenciamento de peptideos e identifica modifica¢des
p6s-traducionais (JUNIOR et al., 2013).

Esta técnica mede a relagdo entre a massa e a carga (m/z) de moléculas ionizadas
em fase gasosa (GROSS, 2004). De uma maneira geral, um espectrdmetro de massas é
constituido por uma fonte de ionizacdo, um analisador de massas, um detector € um
sistema de aquisicdo de dados. Na fonte de ionizacdo as moléculas s@o ionizadas e
transferidas para a fase gasosa. No analisador de massas os fons formados sao separados
de acordo com suas relagdes m/z e posteriormente detectados, usualmente por elétron
multiplicador (FENN et al., 1989; GROSS, 2004). Ate a década de 80, a necessidade de
ionizar as moléculas para obter um espectro de massas era um grande obsticulo no caso
de moléculas bioldgicas de alta massa molecular. Nos métodos de ionizacdo disponiveis
na época, as moléculas a serem ionizadas deveriam estar em fase gasosa, sob alto vicuo

e a altas temperaturas, condicdes incompativeis com biomoléculas. Esse problema foi
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resolvido com o surgimento de duas técnicas brandas para ionizar moléculas bioldgicas
grandes, que sdo: a espectrometria de massas com base na dessor¢do e ionizacdo das
proteinas de laser, auxiliado por uma matriz (MALDI — Matrix-Assisted Laser
Disorption Ionization), que analisa a massa através do tempo de voo dos fons no tubo de
andlise (ToF - Time of Flying); e a espectrometria de massas baseada na ionizag¢ao por
pulsos elétricos em médio liquido (ESI — ElectroSpray Ionization); (FENN et al., 1989;
ROCHA et al., 2005).

Com o desenvolvimento de equipamentos cada vez mais especializados para
proteinas, a espectrometria de massas tornou-se ferramenta revolucionaria na quimica
de proteinas moderna (GALDOS-RIVEROS et al., 2010). A espectrometria de massas
vem permitindo a identificacdo de proteinas por uma metodologia denominada "peptide
mass fingerprinting". Esta metodologia € baseada na digestdo da proteina a ser
identificada por uma enzima proteolitica produzindo fragmentos denominados
peptideos (ROCHA et al. 2005). As massas desses peptideos sdo entdo determinadas
com grande acuidade (0,1 a 0,5 Da) por espectrometria de massas. As massas obtidas
formam uma espécie de impressdo digital, "fingerprinting", da proteina. Softwares
especiais permitem comparar o "peptide mass fingerprinting" da proteina que queremos
identificar com os gerados, teoricamente para todas as sequencias de proteinas presentes
nos bancos de dados. Se a sequencia da proteina problema estiver no banco de dados ela

serd imediatamente identificada (DE SOUSA et al., 2003).
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Resumo
A corticoterapia tem sido utilizada frequentemente nas éguas suscetiveis. O uso de
isuflupredona melhora a taxa de prenhez e altera o perfil proteico do liquido
endometrial em relacdo a éguas ndo tratadas. A utilizagdo de dexametasona diminui o
acumulo de liquido pds-cobertura, reduz o edema do tutero, porém, desconhecem-se seus
efeitos no perfil proteico do liquido endometrial. O objetivo do presente estudo foi
analisar o efeito da dexametasona em éguas suscetiveis a endometrite persistente pos-
cobertura sobre perfil proteico do liquido endometrial na presenca ou auséncia de
infec¢cdo. Nove éguas suscetiveis foram utilizados, com idade entre 7 a 30 anos. Apés a
verificacdo dos sinais de estro as éguas foram submetidas a quatro tratamentos: (C)
éguas ndo receberam nenhum tipo de tratamento e serviram como controle; (D) éguas
receberam 40mg de dexametasona (IV), no momento da cobertura, com coleta da
amostras apds 6 horas, (I-6 e 1-24) infusdo intra-uterina de 1 x 10° de S.
zooepidemicus/mL, com coleta da amostra apds 6 e 24 horas; (I/D-6 e I/D-24) infusio
intra-uterina de 1 x 10° S. zooepidemicus/mL e administracio de 40mg de dexametasona
(IV), com coleta da amostra ap6s 6 e 24 horas. Todas as éguas foram submetidas a
todos os tratamentos. As amostras foram coletadas e submetidas a eletroforese bi-
dimensional para separagdo proteica e espectrometria de massa para a identificacio das
bandas proteicas relevantes. A corticoterapia provocou alteragdo na protedmica do
liquido endometrial de éguas suscetiveis, caracterizada pelo aumento (TTR) e/ou
diminui¢do (ApoAl) na densidade Optica de proteinas da fase aguda da inflamacao.
Conclui-se que a utilizacdo da dexametasona em éguas com e sem presenga de infec¢do
altera a protedmica do fluido endometrial de éguas suscetiveis. Sugere-se que a

dosagem ou a frequéncia de aplicacdo da dexametasona deva ser aumentada.
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EFFECT OF DEXAMETHASONE ON PROTEOMICS OF ENDOMETRIAL
FLUID FROM MARES SUSCEPTIBLE TO ENDOMETRITIS

T.R. Arlas', C.A. Wolfl’*, B.P.L. Petrucci', J. F. Estanislau’, R.M. Gregory, M. I. M. Jobim, R.C.
Mattos'

'REPROLAB, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil
*UNIPROTE-MS, UFRGS, RS, Brazil

ABSTRACT
Corticotherapy has often been used in susceptible mares. The use of isuflupredona
improves pregnancy rate and alters the protein profile of the endometrial fluid in
relation to untreated mares. The use of dexamethasone decreases the post breeding fluid
accumulation, reduces the uterine edema, however is unaware of its effects on the
protein profile of endometrial fluid. The aim of the present study was analyze the effect
of dexamethasone in mares susceptible to post-breeding persistent endometritis on the
protein profile of endometrial fluid in the presence or absence of infection. Nine
susceptible mares were used, aged 7-30 years old. After checking the signs of estrus,
mares were subjected to four treatments: (C) mares received no treatment and served as
controls; (D) mares received 40 mg of dexamethasone at breeding time, with collection
of samples after 6 hours; (I-6 and I-24) intrauterine infusion of 1 x 10° S.
zooepidemicus/ml and the sample was collected after 6 and 24 hours; (I/D-6 and 1I/D-24)
intrauterine infusion of 1 x 10° S. zooepidemicus/ml and 40 mg of dexamethasone
administration, collecting the sample after 6 and 24 hours. All of the mares were
subjected to all treatments. Samples were collected and subjected to two-dimensional
electrophoresis for protein separation and mass spectrometry for the identification of
relevant protein bands. Corticotherapy resulted in alteration of the protein profile of the
endometrial fluid of susceptible mares, characterized by an increase (TTR) and/or
decrease (ApoAl) in optical density of the acute phase of proteins of inflammation. We
conclude that the use of dexamethasone in mares with and without the presence of
infection alters the protein profile of endometrial fluid of susceptible mares. It is
suggested that the dosage or frequency of application of dexamethasone should be

increased.

Keywords: horses, glucocorticoids, transthyretin, albumin, actin, apolipoprotein Al.
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Introducao

A endometrite é uma inflamagdo fisioldgica e transitéria que serve para limpeza
do excesso de espermatozoides mortos e outros contaminantes uterinos formados pela
deposicao do sémen (TROEDSSON, 1999). E a enfermidade reprodutiva mais comum
relacionada a espécie, representando grande perda econdmica para os criatérios de todo
mundo (ASBURY, 1987), sendo responsdvel por uma reducdo substancial na fertilidade
das éguas com taxa de morte embriondria trés vezes maior que nas éguas sadias
(MALSCHITZKY et al., 2003). O espermatozoide é considerado o principal causador
da inflamag@o que ocorre sempre apds a cobertura ou inseminag¢do (KOTILAINEN et
al., 1994; FIALA et al., 2007). As éguas que resolvem completamente o processo
inflamatério em 36-48 horas apds a cobertura, sdo classificadas como sadias ou
resistentes a endometrite persistente pos-cobertura (KATILA, 1996). Porém, se ocorrer
uma falha dos mecanismos de defesa levando a persisténcia da inflamacdo e a uma
infec¢do bacteriana, este quadro é denominado endometrite persistente pds-cobertura
(LEBLANC, 2003a).

A modulagdo da resposta inflamatéria com o uso de glicocorticoides tem sido
proposta como eficaz para o tratamento da endometrite persistente pds cobertura,
observando-se aumento nas taxas de prenhez (DELL'ACQUA Jr et al., 2006; PAPA et
al., 2008) com o uso de isoflupredona. Porém o uso da dexametasona ndo afetou a taxa
de prenhez das éguas tratadas quando comparadas ao grupo controle (VANDAELE et
al.,, 2010). A aplicacdo de dose unica de dexametasona, no momento da cobertura,
diminuiu o actimulo de liquido endometrial com reducdo do edema e da turbidez
(BUCCA et al., 2008). Entretanto, apds a administracdo de dose tinica da dexametasona,
duas horas antes da inseminag@o, ndo se observaram diferencas no volume de fluido
uterino recuperado apds 8 e 24 horas (FIORATTI et al, 2010).

A administragdo de isoflupredona em éguas suscetiveis infectadas com
Streptococcus Zooepidemicus alterou o perfil proteico do liquido endometrial, com
maiores efeitos quando aplicado na presenga de um processo inflamatdrio. Verificou-se
uma modulacido do processo inflamatério através da diminui¢do de IgG e por efeitos
estimuladores, como o aumento de al-atitripsina, transtiretina e actina, potencializando

o mecanismo de defesa e de protecio do tecido inflamado (WOLF et al., 2012).
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Entretanto, desconhecem-se os efeitos da dexametasona no perfil proteico do liquido
endometrial de éguas suscetiveis.

O objetivo do presente estudo foi analisar o efeito da dexametasona em éguas
suscetiveis a endometrite persistente pds-cobertura sobre o perfil proteico do liquido

endometrial na presenca ou auséncia de infec¢ao.

Material e Métodos

Local de execugao

Este experimento foi realizado no laboratério de Reprodugcdo Animal
(REPROLAB) que se localiza na Faculdade de Veterindria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil (30 04' S, 51 07' W).

Animais

Foram utilizadas amostras de 9 éguas suscetiveis a endometrite, selecionadas de
um rebanho experimental, com idade entre 7 e 30 anos em fase ciclica e clinicamente
sadias. A classifica¢do quanto a suscetibilidade foi realizada de acordo com Malschitzky
et al. (2008). Para a classificacdo, as éguas foram inseminadas artificialmente com 500 x
10° de espermatozoides diluidos em leite desnatado, obtendo um volume final de 20
mL. As éguas foram submetidas a um exame ultrassonogrifico 36 a 48 horas apds a
inseminacdo artificial e as que apresentaram liquido intrauterino superior a 15mm foram
classificadas como suscetiveis. As éguas foram mantidas livres em piquetes com dgua a

vontade e arracoadas com aveia duas vezes ao dia mais feno.

Manejo reprodutivo

As éguas foram sincronizadas com 5 mg de prostaglandina Fa, (Lutalyse®, Pfizer
Satide Animal, Paulinia, Brasil), com intervalo de 14 dias e a atividade reprodutiva foi
avaliada através de palpacio retal e ultrassonografia transretal. Apds observado foliculo
dominante (= 35 mm) e edema uterino evidente, as éguas foram submetidas aos

tratamentos abaixo:

Controle (C)

As éguas ndo receberam nenhum tipo de tratamento e serviram de controle.
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Dexametasona (D)
Aplicagio endovenosa de 40 mg de Dexametasona (Cortivet®, UCB,
Jaboticabal, Brasil) no momento da detec¢dao do foliculo dominante, com coleta da

amostra apds 6 horas da aplicacgao.

Infeccdo Experimental (I)

Infusdo de 1 x 10° Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) de Streptococcus
equi subespécie zooepidemicus /mL suspensas em 20 mL de solucdo salina a 0,9%
realizada assepticamente no dia da detec¢do do estro, com o uso de uma pipeta de
inseminacdo (MATTOS et al., 1997). As coletas foram realizadas 6 e 24 horas apds
infusdo uterina, formando os grupo I-6 e [-24 respectivamente.

Os Streptococcus zooepidemicus foram isolados a partir de uma égua com sinais
clinicos de endometrite. Ap6s o isolamento, as bactérias foram cultivadas em infusdo de
cérebro e coragdo (BHI) durante 24 horas. Glicerina foi adicionada as bactérias em BHI
e colocadas em frascos de 2,0mL (Eppendorf do Brasi1®, Sdo Paulo, SP, Brasil),
armazenados em freezer a -20°C. Antes da infusdo, as bactérias foram descongeladas
em banho-maria a 37°C, cultivadas em meio BHI durante 24 horas, semeadas em placas
de 100 mm de agar sangue e incubadas a 37°C durante 24 horas, permitindo o
crescimento bacteriano. As placas foram lavadas com PBS e as col6nias bacterianas
foram cuidadosamente removidas. A suspensdo bacteriana resultante foi entdo filtrada
para remover as particulas de agar e ressuspendidas em PBS a uma concentracio final
de 1 x 10° UFC/mL. A suspensao foi colocada em frascos de 20 ml e mantida a 5°C até

a sua utilizacao.

Infeccdo Experimental + Corticoterapia (I/D)
A corticoterapia e a infusdo de Streptococcus zooepidemicus foram realizadas
como descrito acima, com as coletas feitas 6 e 24 horas apds infusdo uterina, formando

os grupos I/D-6 e I/D-24 respectivamente.

Desenho Experimental
Todas as éguas foram submetidas aos quatro tratamentos com intervalo de um
ciclo estral entre eles. Como foi adicionado um novo elemento a cada novo tratamento a

ordem dos tratamentos foi similar a descrita por Wolf et al, (2012), para assegurar que o
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novo elemento ndo afetasse o préximo tratamento. O primeiro estro utilizado foi o do
grupo controle (C), o terceiro estro do grupo Dexametasona (D), o quinto estro do grupo
infec¢do experimental com coleta apds 6 e 24 horas (I-6 e 1-24 ), o sétimo estro do
grupo corticoterapia + infeccdo experimental com coleta apds 6 e 24 horas (I/D-6 e I/D-
24). Para as manipulacdes transvaginais, a cauda das éguas foi enfaixada e a regido
perineal lavada com 4gua, sabdo neutro e degermante (Laboriodine®, Segmenta,
Ribeirdo Preto, Brasil) e seca com papel toalha. Ao final de cada infusdo, as éguas
foram tratadas com lavagens uterinas e infusdo intrauterina de 10.000.000 UI de

penicilina (Novapen, Marcolab, Sdo Jodo do Paraiso, Brasil).

Coleta das amostras

As amostras do liquido endometrial foram coletadas através do uso de tampdes
vaginais comerciais (Mini OB®, Johnson & Johnson Industrial Ltda, Sdo José dos
Campos, Brasil). Os tampdes foram introduzidos no ttero, de acordo com o método de
Reilas (2001), modificado por Malschitzky et al. (2008). Com a mao enluvada, o
tampdo foi introduzido pela cérvice protegida por luva de palpagdo. A parte distal de
uma luva de palpagdo foi cortada para formar um tubo plastico. A mdo enluvada com o
tampdo foi introduzida no tubo plastico fechando sua extremidade com os dedos,
protegendo o tampao. No momento da introdugdo do tamp@o no utero, o tubo plastico
foi removido. O tampdo permaneceu no utero por 30 minutos sendo removido,
protegido por luva de palpagdo e inserido em saco pldstico estéril. O saco pldstico
contendo o tampdo foi introduzido num tubo cdnico estéril e centrifugado por 10
minutos a 1.500 x g para remover o liquido do interior do tampao. O liquido foi retirado
e colocado em tubo conico estéril e centrifugado por 1 hora a 1000 x g, na temperatura
de 4°C. O sobrenadante foi dividido em amostras de 2 mL e transferido para criotubos e

estocados a -80°C, até o momento do uso.

Eletroforese bi-dimensional

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente. A quantidade de
proteina foi determinada de acordo com o método de Lowry et al. (1951), utilizando
como padrio Img/mL de albumina sérica bovina. A eletroforese bi-dimensional foi
realizada de acordo com o método de Gorg et al. (1987) modificado por Van Tilburg et

al. (2013) em duplicata.
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Reidratacdo das tiras

As tiras de 7cm (IPG Strips pH 3 — 10 linear, GE LifeSciences®, Piscataway,
NJ, USA) foram retiradas do freezer e descongeladas. A bandeja de reidratacdo foi
devidamente nivelada e adicionada, em suas canaletas, a solucdo de reidrata¢do (7 M
ureia, 2 M tioureia, 2% anfo6litos livres [IPG buffer, pH 3-10 (GE LifeSciences®)], 2%
DTT, 2% CHAPS e tracos de azul de bromofenol) acrescida de 200ug de proteina. As
tiras foram retiradas da embalagem e com a ajuda de uma pinga, foi removido o pléstico
que protege o gel. A tira foi colocada sobre a solugdo com o gel para baixo, cuidando
para ndo deixar bolhas entre o gel e a solugdo. Oleo mineral foi adicionado, cobrindo a
fita e preenchendo toda a canaleta. O processo de reidratacdo foi realizado durante 16

horas a temperatura ambiente.

Primeira dimensdo

A focalizagdo isoelétrica foi realizada em um Protean IEF Cell® (BIO-RAD). As
tiras foram colocadas no aparelho, assegurando que a dire¢do dos polos da tira e do
aparelho estivessem na direcdo correta. Foram recortados pedacinhos de
aproximadamente 2 cm de Electrode Strip® (papel de filtro GE 18-1004-40), que
servem de ponte entre o eletrodo e a tira. Estes foram umedecidos em dgua destilada e
acondicionados nas duas extremidades de cada tira. Oleo mineral foi adicionado sobre
as tiras, cobrindo todas as canaletas. A focalizag@o isoelétrica ocorreu de acordo com o
seguinte protocolo: 100Volts (V) (100 Volts hora (Vh)), 500V (250Vh), 1000 V
(250Vh), 4000 V (2000 Vh), 4000 V (20000 Vh).

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a realizagdo da segunda dimens?o, as tiras contendo as proteinas do liquido
endometrial foram incubadas em solugdo de equilibrio I (6 M ureia, 50 mM TRIS-HCl
pH 8.8, 29.3% glicerol, 2% SDS, 1% DTT), por 20 minutos e equilibradas novamente
em solugdo II (similar a solucdo I com 2,5% iodoacetamida no lugar do DTT), por mais
20 minutos. Os géis verticais de poliacrilamida foram preparados entre duas placas de
vidro no sistema Mini-PROTEAN® (BIO-RAD). O gel de corrida 12% foi composto
por: 12mL de acrilamida, 10mL de tampao pH 8,8, 4mL de SDS 1%, 3mL de glicerol,
11mL de dgua Milli Q, 17,5uL de TEMED e 125uL de persulfato de amoénio.



45

Com o auxilio de uma pinga, as tiras foram cuidadosamente colocadas sobre o
gel. As tiras foram posicionadas com o gradiente de pH em ordem crescente da
esquerda para a direita. Foi adicionado agarose 0,5% para a fixa¢do das tiras. Foi
utilizado 3 pL. de marcador de peso molecular (Full Range Rainbow ™ _ 14 a 97kDa)
ao lado da extremidade 4cida da fita. O sistema foi montado e a cuba preenchida com o
tampao de corrida SDS 1X. A corrida teve uma duracdo de aproximadamente 2,5 horas,
com voltagem de 125V e amperagem de 20mA por gel, fornecida por uma fonte de

energia (Electrophoresis Power Supply - EPS 301° - Amersham Pharmacia Biotech)

Coloracao

Os géis foram corados com azul de Comassie Coloidal conforme Candiano, et
al. (2004), modificado por Van Tilburg, et al. (2013). Os géis foram retirados das placas
e acondicionados em potes plasticos. A coloracdo foi realizada em quatro passos: 1-
fixacdo dos géis sob agitacio moderada, em solugdo contendo etanol 30%, acido
fosférico 2% em dgua destilada, durante 20 minutos. Este procedimento foi realizado
trés vezes, colocando-se a cada vez uma solucdo nova; 2- fixagdo dos géis, sob agitacdo
moderada, em solucdo contendo acido fosférico 2% em dgua destilada durante 20
minutos. Este procedimento foi realizado trés vezes, colocando-se a cada vez uma
solugdo nova; 3- fixacdo dos géis sob agitacdio moderada em solucdo contendo acido
fosférico 2%, etanol 18% e sulfato de amdnio 15% em &4gua destilada durante 20
minutos. Este procedimento foi realizado uma vez; 4- adicdo de 1 mL de Comassie
Coloidal na solugdo do passo 3 sob agitacio moderada durante 36 horas. Apds o
término das 36 horas, os géis foram lavados com &dgua destilada até limpeza total e

refrigerados.

Digitalizacdo
Os géis foram digitalizados e analisados usando o software PDQuest® (versio
8.0.1, BIO-RAD). A medicdo foi expressa pela porcentagem relativa de pixels, sendo

que 100% representam o total das bandas proteicas identificadas.

Espectrometria de Massa
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A espectrometria de massa foi realizada para a identificagdo das proteinas. As
bandas proteicas de relevincia estatistica foram recortadas do gel e digeridas com
Tripsina, de acordo com Shevchenko et al. (1996). O sequenciamento dos peptideos foi
realizado no Laboratério Uniprote-MS, do Centro de Biotecnologia da UFRGS, pelo
sistema de separacdo de particulas em escala nano (UPLC nanoACQUITY®, Waters,
Milford, EUA), acoplado a um espectrometro de massa (Q-TOF Micro'™, Waters,
Milford, EUA). As sequéncias obtidas foram comparadas para correspondéncia no

banco de dados, disponiveis na internet, no sitio http://www.swissprot.com

Andlise ontoldgica das proteinas

Realizou-se andlise das proteinas do liquido endometrial que demonstraram
diferenca significativa entre os tratamentos com o intuito de verificar suas funcdes
moleculares, processos bioldgicos, e localizacdo. Utilizou-se o programa Strap 1.5

(Cardiovascular Proteomics Center; Boston University School of Medicine)

Andlise estatistica

Foi realizada andlise de variincia para avaliagdo dos dados da densidade dptica
relativa de cada banda proteica. O teste de Tukey foi utilizado para identificar as
diferencas e considerou-se uma diferenga de 5% como significativa. Foram analisados
pelo menos 2 géis de boa qualidade por amostra. A frequéncia de aparecimento das

bandas proteicas foi determinada por Qui-quadrado.

Resultados

A infus@o intrauterina de Streptococcus zooepidemicus provocou uma
endometrite clinica em todas as éguas, caracterizada pela observagdo de acumulo de
liquido intrauterino superior a 15mm, através da ultrassonografia transretal realizadas
antes das coletas das amostras.

Foram analisados os géis de boa resolugdo, observando-se 43 bandas proteicas,
com ponto isoelétrico entre 4,3 a 10,0 e peso molecular entre 15 e 105 kDa. Do total das
bandas proteicas identificadas, com frequéncia de aparecimento nos géis superior a 60%
em pelo menos um dos tratamentos, seis apresentaram diferencas significativas entre os

tratamentos (Figura 1).
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Fig. 1: Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) demonstrando o total das bandas proteicas identificadas, que
apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos e com frequéncia de identificagdo nos géis de
pelo menos um dos tratamentos superior a 60%.

Alb - Albumina, Apo A1l - Apolipoproteina Al, TTR - Transtiretina, Actin - Actina.

A aplicacdo de dexametasona concomitante com a infeccdo provocou maior
expressdo (p<0,05) de duas bandas proteicas (spot 1701 e 2302) quando comparada com
as amostras das éguas que somente foram tratadas com dexametasona. Ambas as bandas
foram identificadas como transtiretina (Figura 2). Entretanto, ndo se observaram
diferencas na expressao das bandas proteicas quando se compararam as infecc¢des as 6 e
24 horas (I-6 e I-24) com as infec¢des associadas a aplicagdo de dexametasona nos

mesmos tempos (I/D-6 e 1/D-24). O tratamento com dexametasona reduziu (p<0,05) a

expressdo da apolipoproteina Al (spot 1401) em relagdo ao grupo Controle (Figura 3).



48

(=)

A Proteina TTR/Spot 1701
G

7 b b "
6 5 ?
54 4 - i

% y b -
41 T ¢ 5 a? ==
2 g == ===
Y T T 0 I I

D ID-6 ID-24 ] iD-6 iD-24

Fig. 2: Densidade 6ptica (%) relativa das bandas proteicas identificadas, nos grupos dexametasona (D),
infeccdo+dexametasona 6 horas (I/D-6) e infeccdo+dexametasona 24 horas (I/D-24).

A TTR - Transtiretina (spot 1701) e B TTR (spot 2302)

a,b (P<0,05) letras diferentes representam diferencgas significativas.
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Fig. 3: Densidade 6ptica (%) relativa da banda proteica identificada, nos grupos Dexametasona (D) e
Controle (C).

APO — Apolipoproteina A1 (spot 1401)

a,b (P<0,05) letras diferentes representam diferencgas significativas.

A infecg¢do uterina provocou um aumento (p<0,05) da expressdo de duas formas
de albumina (spots 4801 e 5901) e da actina (spot 5601) em relacdo ao grupo Controle
(Figura 4).
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Fig. 4: Densidade optica (%) relativa das bandas proteicas identificadas, no controle (C), infec¢do 6 horas
(I-6) e infecgdo 24 horas (I-24).

ALB - Albumina

ACT - Actina

a,b (P<0,05) letras diferentes representam diferengas significativas.

Foi verificado que os processos bioldgicos das proteinas identificadas estiveram
presentes na localizagdo (25%), em processos celulares (25%), na regulacio (19%), em
processos metabdlicos (6%), na interagdo com células e organismos (6%) e nos
processos de desenvolvimento (6%) (Fig. 1). Quando se analisam suas fungdes
moleculares das proteinas constata-se que 67% eram de ligacdo e 17% de regulacdo da
atividade enzimatica. A maioria das proteinas era de origem extracelular (36%), do
citoplasma (18%), do citoesqueleto (9%), do endossoma (9%), do niicleo (9%) e dos

complexos macromoleculares (18%).
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Tabela 1. Andlise ontoldgica das proteinas identificadas no liquido uterino de éguas
suscetiveis, que demonstraram diferenca significativa entre os tratamentos e frequéncia
de identificacdo nos géis de pelo menos um dos tratamentos superior a 60%, realizada

através da utilizacdo do Strap Database.

Proteina Processos Fung¢do molecular Localizagdo
biolégicos
Albumina Processo celular Ligacdo Extracelular
Localizagéo Complexo
Regulacido macromolecular
Actina Processos celulares Ligacdo Intracelular
Citoplasma
Citoesqueleto
Nicleo
Transtiretina Processo celular Ligacdo Extracelular
Localizagéo Complexo Intracelular
Regulagdo macromolecular Citoplasma
Organizagdo de
componentes
celulares
ApolipoproteinaA-1 Processo celular Ligacdo Extracelular
Processo Transporte Intracelular
metabdlico Atividade
Processo de reguladora
desenvolvimento enzimaética
Localizacao
Regulacdo
Interacdo com
células e
organismo

Discussao

No presente trabalho a administragdo da dexametasona nas éguas com presencga
de infeccdo provocou um aumento na densidade dptica da transtiretina em relagdo as
éguas que foram tratadas somente com dexametasona. Fisiologicamente a TTR possui
funcdo de transporte do retinol (vitamina A) através de sua ligagcdo com a RBP (proteina
de ligacdo ao retinol) e da tiroxina (T4) (MONACO, 2000). Além de sua atividade de
transporte, a TTR € uma protease. A sua funcdo proteolitica foi revelada a partir da sua
iteracdo com a apolipoproteina Al. A atividade proteolitica da TTR é completamente
abolida ao formar um complexo com o ligante RBP, enquanto que a ligacdo da TTR
com o T4 possui um impacto minimo nesta atividade proteolitica (LIZ et al., 2004).
Como no plasma sanguineo 50% da TTR circula ligada a RBP, fisiologicamente apenas

50% da TTR total pode ter atividade proteolitica, portanto, in vivo a RBP pode modular
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a atividade proteolitica da TTR (LIZ et al., 2010). De 1 a 2% da concentracao total da
TTR no plasma, circula associada com o HDL, e esta associacdo ocorre através da
ligacdo da TTR com a Apo Al (SOUZA et al., 2004). A incubagdo da TTR com a Apo
Al, em condigdes fisioldgicas mostrou que a TTR € capaz de clivar a Apo Al na sua
extremidade C-terminal (LIZ et al., 2004).

O aumento da TTR detectado neste experimento, no grupo de éguas infectadas e
tratadas com dexametasona, foi semelhante ao observado por Wolf et al. (2012)
utilizando isoflupredona. Maior expressio da TTR € influenciada pelo uso da
corticoterapia (JOHNSON et al., 2008; MARTINHO et al., 2012) bem como por
doencas infecciosas. Assim, estudos revelam o aumento da TTR em casos de
tuberculose bovina (SETH et al., 2009) e humana (WANG et al., 2014). E possivel que
a TTR ao clivar a Apo Al possibilite a acdo inibitoria desta proteina sobre a IL-1f. Esta
potente citocina pro-inflamatdria, liberada no inicio da inflamagdo (DINARELLO,
2005), inibida pela Apo A1 (HYKA et al., 2001), diminuiu sua expressdo trés horas
apds a infeccdo uterina com E. Coli e tratamento concomitante com dexametasona
(CHRISTOFERSSEN et al., 2012). Da mesma forma, o uso da dexametasona durante
um processo inflamatério diminuiu a expressdo de mRNA de IL-1p seis horas apds sua
aplicacio (WOODWARD et al., 2014). Pode-se sugerir um efeito imunomodulador da
TTR pela clivagem da Apo Al diminuindo a IL-1p.

No estudo realizado por Wolf et al., (2012), além do aumento da TTR, a
aplica¢do de isoflupredona nas éguas com infeccdo uterina diminuiu a expressdao da
transferrina e aumentou da al-antitripsina. Comportamento da expressdo destas
proteinas ndo foi observado no presente experimento com dexametasona. Em estudos
clinicos, o uso da isoflupredona em éguas suscetiveis propiciou melhora nas taxas de
prenhez (DELL'ACQUA Jr et al., 2006; PAPA et al., 2008) em relacdo ao controle. A
aplicacdo de dose tnica de dexametasona, no momento da cobertura, diminuiu o
acumulo de liquido endometrial com reducdo do edema e da turbidez (BUCCA et al.,,
2008) apos a cobertura. Entretanto, ao utilizar dose unica duas horas antes da
inseminagdo Fioratti et al, (2010) ndo observaram diferengas no volume de fluido
uterino recuperado 8 e 24 horas apds. O tratamento com dexametasona ndo afetou a taxa
de prenhez em éguas tratadas 6 a 12 horas, com dose Unica, apds a inseminagdo quando
comparado com o grupo controle e ndo melhorou a prenhez em éguas que tinham fluido

uterino antes ou depois da IA (VANDAELE et al. 2010).
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As diferencas observadas entre os tratamentos com dexametasona e o acetato de
isufluopredona podem ser explicadas pelas suas diferencas farmacoldgicas. A
dexametasona é um corticoide de ac¢do prolongada acima de 48 horas (PLUMB, 2008)
podendo chegar até 72 horas. O pico do efeito é de 1 a 2 horas e a meia-vida de
eliminagdo € de 3 a 6 horas, possuindo excre¢do renal e biliar (HOEFLER, 2008). Por
sua vez o acetato de isoflupredona possui um pico de efeito de 1 a 2 horas com duragdo
de 18 horas (CALIL, 2008). Contudo, a penetragdo no tecido e a duragdo do efeito dos
corticdides sdo principalmente influenciadas pela sua apresentagdo quimica. Assim, os
ésteres de insolubilidade moderada como os acetatos, permitem a permanéncia do
medicamento no organismo por dias a meses (JERIC() & De MARCO, 2011). Portanto,
a utilizacdo do acetato de isoflupredona a cada 12 h desde a deteccdo do estro até a
ovulacdo permite uma agdo provavelmente mais duradoura que a da dexametasona com
dose tnica no momento da cobertura ou inseminagao.

Foi verificado neste trabalho, que a infeccéo bacteriana alterou o perfil proteico
do liquido uterino sem a presenca da corticoterapia, aumentando as concentracdes de
albumina e actina. Ap0s iniciada a inflamacdo, os componentes do plasma e leucécitos
sdo concentrados no local inflamado. Além dos efeitos locais, o foco inflamatdrio pode
dar inicio a um processo continuo da resposta de fase aguda sist€mica, que vao desde a
sindrome da resposta inflamatéria sistémica a imunossupressido generalizada. O
processo inflamatério envolve alguns mediadores pré-inflamatérios, que sdo liberados
pelos neutrdfilos realizando fagocitose, pelas células do endotélio vascular e células
teciduais lesadas e, mais tarde, pelos macrofagos ativados pela inflamagdo. As
principais func¢des desses mediadores sdo atrair mais células de defesa para o local da
inflamacdo, facilitar o acesso dessas células e melhorar a eficiéncia da eliminag¢do do
agente agressor (MACKAY, 2000). Um aumento da sintese de proteinas de fase aguda
estd associado com a infec¢do aguda e inflamacdo, com uma ripida progressdo na
presenga de doengas inflamatdrias, levando a uma alteracdo da sintese proteica
(CARAPETO et al., 2006). Por sua vez a dexametasona reduz a inflamagdo aguda em
animais tratados (MARCHIONNI et al., 2006) inibindo o surgimento de leucécitos no
local da lesdo (FASSLER et al., 1996). Inibe ainda a sintese da IL-1 a (interleucina-1o1)
e do TNF-a (fator de necrose tumoral-a) que também s@o quimiotéticos para as células

do infiltrado inflamatério cronico (HUBNER et al., 1996). E na presenca de IL-6, é
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capaz de regular a producdo de pré-albumina (TTR) e de fibrinogénio (THOMPSON et
al, 1991).

Houve um aumento da actina nas 24 horas apds infec¢do em relagdo as 6 horas.
A actina é uma proteina presente em todos os eucariontes, sendo o principal
componente do citoesqueleto celular (STRYER, 1992), utilizada como um marcador em
doencas inflamatérias (KWON et al., 2003; WOLF et al., 2012). O rdpido alinhamento
e desalinhamento desta APP sdo de extrema importancia para a adesdo e
extravasamento de neutréfilos para locais inflamados. O movimento dos neutréfilos
ocorrem com base na capacidade Unica da actina de alterar rapidamente entre actina G
(filamentosa) e actina F (polimerizada) (WALLACE et al, 1987). Em consequéncia
deste rapido alinhamento, os neutréfilos sdo capazes de orientar a sua migragao e expor
seu movimento quimiotatico que facilita seu acimulo nos locais da lesdo ou infeccdo
(ZIGMOND, 1977), podendo ser claramente visivel durante a infec¢do microbiana com
presencga de macréfagos (SHIMADA et al., 1999). Ainda sugere-se que a actina module
a migragdo e a adesdo de macrofagos e mondcitos (PERRI et al., 2007).

Houve um aumento da albumina nas 6 e 24 horas apds infeccdo em relacio ao
controle e um aumento também nas 24 horas apods infeccdo em relagdo as 6 horas. Da
mesma forma a albumina aumenta no liquido cefalorraquidiano de pacientes com
meningite em comparagdo a pacientes saudaveis (KANOH et al. 2008) como também,
sua sintese pelas glandulas mamadrias de vacas com mastite em comparacdo com vacas
sadias. (SHAMAY et al, 2005). A albumina no leite aumenta durante a transicdo da
lactacdo para involugdo, da involucdo para a lactogénese (SORDILO et al., 1987) e
durante a inflamacdo (WATANABE et al., 2000), sugerindo que faz parte do sistema
imune inato das glandulas mamdrias. Eguas com metrite crénica apresentam aumento na
concentracdo de albumina na secrecdo uterina devido a uma provével sintese local ou
transporte ativo de imunoglobulinas do soro para o utero (WIDDERS et al, 1984).

Conclui-se que a utilizacdo da dexametasona em éguas com e sem infeccio
altera o perfil proteico do fluido endometrial de éguas suscetiveis. Sugere-se que a

dosagem ou a frequéncia de aplicacdo da dexametasona deva ser aumentada.
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