ANA KARINA ARGUMEDO JIMENEZ

INFLUENCIA NO PROTEINOGRAMA E NO ESTRESSE OXIDATIVO EM EGUAS
ACOMETIDAS E NAO ACOMETIDAS COM ENDOMETRITE

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Po6s-Graduacéo
em Medicina Veterinaria, para obtencao do
titulo de Magister Scientiae.

Orientador: Leandro Abreu da Fonseca

Coorientadora: Bruna Waddington de Freitas

VICOSA - MINAS GERAIS
2021



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vigosa

A694i
2021

Argumedo Jiménez, Ana Karina, 1990-

Influéncia no proteinograma e no estresse oxidativo em
éguas acometidas e ndo acometidas com endometrite / Ana
Karina Argumedo Jiménez. — Vigosa, MG, 2021.

1 dissertagao eletronica (75 f.): il.

Inclui apéndice.

Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Veterinaria, 2021.

Inclui bibliografia.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2023.384

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Eguas - Doengas. 2. Endometrite. 3. Especies reativas de
oxigénio. 4. Haptoglobinas. I. Fonseca, Leandro Abreu da,
1980-.1I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Veterinaria. Programa de P6s-Graduacdo em Medicina
Veterinaria. III. Titulo.

CDD 22.ed. 636.10898142

Bibliotecério(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




ANA KARINA ARGUMEDO JIMENEZ

INFLUENCIA NO PROTEINOGRAMA E NO ESTRESSE OXIDATIVO EM EGUAS
ACOMETIDAS E NAO ACOMETIDAS COM ENDOMETRITE

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduagéo
em Medicina Veterinaria, para obtengdo do
titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 24 de marco de 2021.

Assentimento:

Ana Karina Argumedo Jiménez
Autora

Documento assinado digitaimente

,‘Lb LEANDRO ABREU DA FONSECA
g " Data: 26/06/2023 14:03:52-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Leandro Abreu da Fonseca
Orientador



AGRADECIMENTOS

A Deus pela virtude da vida e por permitir mais essa conquista em
minha vida.

A minha familia, em especial a meus pais, meu irmao e Marge.

Ao Dante, meu companheiro de vida! e a sua familia por me acolher.

A Sara e Luana, assim como a todas aquelas pessoas maravilhas que conheci
no meupasso por Brasil.

Aos meus amigos da Colémbia Angie, Andrés, Adriana, Deisy, Camilo, Lina e

Pifi, quesempre estiveram presentes com todo seu carinho e apoio constante.

A Universidade Federal de Vigosa, especialmente ao Departamento de
Veterinaria pela contribuicao para minha formacgéao profissional.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Veterinaria, pelos
ensinamentos econhecimentos compartilhados.

Ao pessoal do LPPCV: Andrés, Lorraine, Thais, Fabricia, Polly e Wilson.

Ao professor Leandro Licursi, Alessandra, Amanda e Daniel pela, ajuda e
conhecimentoscompartilhados.

A Cintia, Aécio, Yurandi, Carlos Matos, Giancarlo M., Mateus, Lidiany e
todas aspessoas que fizeram possivel meu trabalho.

Ao professor Leandro Abreu e a profa. Bruna Waddington por me orientar
nestetrabalho.

A Rosi, pela forca e apoio.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concesséao da bolsa de estudos.



RESUMO

JIMENEZ, Ana Karina Argumedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2021. Influéncia no proteinograma e no estresse oxidativo em éguas acometidas
e nao acometidas com endometrite. Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.
Coorientadora: Bruna Waddington de Freitas.

A endometrite € a principal causa de subfertilidade e infertilidade nas éguas. O
presente estudo teve o objetivo de analisar o proteinograma e o status oxidativo no
soro e fluido uterino de éguas saudaveis e acometidas por endometrite. Foram
utilizadas 15 éguas no estro, as quais foram divididas em dois grupos, éguas com
endometrite (grupo doente, n=8) e éguas sem doencas reprodutivas (grupo sadio,
n=7). Foram colhidas amostras de sangue e do fluido uterino para analise em
eletroforese monodimensional em gel de poliacrilamida das proteinas presentes no
soro e no fluido uterino, assim como se avaliou a atividade de substancias oxidantes
e antioxidantes. Foi observada diferenga estatistica significativa em sete das 10
proteinas avaliadas no soro de éguas acometidas com endometrite e éguas sadias
neste estudo, entre elas a a2 — macroglobulina (a2—macro); haptoglobina (Hp; e
apolipoproteina A1 (Apo A1), quando p < 0.05. No fluido uterino, de identificaram
bandas nos géis dos dois grupos, com diferentes pesos moleculares. As atividades
antioxidante séricas de algumas enzimas tiveram diferengas estatisticas significativas.
O oxido nitrico (NO) sérico teve diferenca significativa entre os grupos (0,0003), tendo
maior atividade no grupo sadio em comparacdo com o grupo doente. Entre os
resultados promissérios nosso trabalho esteve a diminuicdo dos niveis de a Apo A1,
no grupo doente quando comparado com o grupo sadio, o qual € um indicativo de um
processo inflamatério maior no grupo com endometrite, devido a esta proteina de fase
aguda (PFA), ser considerada uma PFA negativa. Pode-se concluir que os resultados
batem os o esperado.

Palavras-chave: Inflamagao. Haptoglobina. Transferrina. Ceruloplasmina. Espécies

reativas de oxigénio.



ABSTRACT

JIMENEZ, Ana Karina Argumedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March
2021. Influence on the proteinogram and oxidative stress in mares affected and
not affected by endometritis. Adviser: Leandro Abreu da Fonseca. Co-adviser:
Bruna Waddington de Freitas.

Endometritis is the main cause of subfertility and infertility in women. The present study
aimed to analyze the proteinogram and the oxidative status in the blood and uterine
fluid of healthy and affected by endometritis females. Five females were used in cello,
which were divided into two groups, females with endometritis (diseased group, n=8)
and females without reproductive illnesses (healthy group, n=7). Samples of blood and
uterine fluid were collected for analysis in monodimensional polyacrylamide gel
electrophoresis of proteins present in uterine serum and fluid, as well as the activity of
oxidant and antioxidant substances. A statistically significant difference was observed
in the series of the 10 proteins evaluated in the serum of mares affected with
endometritis and healthy mares in this study, including a2 — macroglobulin (a2—macro);
haptoglobin (Hp; and apolipoprotein A1 (Apo A1), when p < 0.05. In the uterine fluid,
bands were identified in the gels of both groups, with different molecular weights. The
serum antioxidant activities of some enzymes showed statistically significant
differences Nitric oxide (NO) serum showed a significant difference between the
groups (0.0003), with greater activity in the healthy group compared with the sick group
and the healthy group, which is indicative of a greater inflammatory process in the
group with endometritis, due to this acute phase protein (APP) is considered a negative
APP. It can be concluded that the results exceeded expectations.

Keywords: Inflammation. Haptoglobin. Transferrin. Ceruloplasmin. Reactive oxygen

species.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um dos lideres mundiais em biotecnologias reprodutivas em equinos,
juntamente com a Argentina e os Estados Unidos (ALVARENGA, 2017). As
biotecniasda reprodug¢do buscam maximizar resultados e otimizar a vida reprodutiva
dos animais melhorando o retorno financeiro de quem investe nesta atividade. Nao
obstante, existem algumas patolégicas reprodutivas que podem afetar o
desempenho reprodutivo das éguas, sendo a endometrite, a principal causa de
subfertilidade na fémea equina. Essa enfermidade caracteriza-se pelo acumulo de
liqguido no interior do utero, com a presencade células polimorfonucleares para o
limen uterino, e aumento da expressdao de mediadores pro-inflamatorios e,

consequentemente, baixas taxas de fertilidade.

Os principais fatores predisponentes da endometrite nas éguas sédo defeitos
anatdémicos, partos distdcicos,retencéo de placenta, processos iatrogénicos e, fatores
ligados a resposta imunoldgica uterina (WOODWARD; TROEDSSON, 2015). O utero
da égua é mantido livre de contaminantes através de mecanismos fisicos,
imunolégicos e de um sistema linfatico funcional. Na espécie equina,
independentemente do métodode cobertura o sémen é depositado na luz uterina,
portanto, neste momento as barreiras fisicas (vulva, prega vestibulo vaginal y cervix),
séo ultrapassadas, tornando-se o espermatozoide, proteinas do plasma seminal e
microrganismos do sémen e do pénis do garanhao, responsaveis pela inducao de
uma resposta inflamatéria aguda (TROEDSSON, 1999). O Gtero reage rapidamente
a presenca do sémen através do aporte de neutréfilos, que séo identificados no utero
30 minutos apds acobertura (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020). Esta
resposta objetiva a eliminacdo do excesso de espermatozoides e daqueles
defeituosos ou mortos (FIALA et al., 2007).

Quando nao ocorre a depuracao de forma eficiente do conteudo uterino, é iniciada
um processo inflamatério fisiolégico (CERON JOSE JOAQUIN; ECKERSALL
PETER DAVID; MARTINEZ-SUBIELA, 2005). As variadas reagdes do hospedeiro, a
lesdo tecidual ou infeccdo promovem a denominada resposta de fase aguda e
englobam uma ampla gama de respostas fisiopatoldégicas com efeitos locais e
sistémicos a fim de minimizar danos ao tecido e aprimorar o processo de reparacao
(JAIN; GAUTAM; NASEEM, 2011).



13

Em decorréncia desse esforgo para reestabelecer a homeostase uterina, efeitos locais
e sistémicos podem ser observados. Os efeitos locais sao caracterizados pelo
aumento de liquido intrauterino e efeitos sistémicos incluem alteragdes como
hipertermia, elevadas concentracdes de cortisol, leucocitose, alteracées metabdlicas
e alteragdo nas concentragdes de proteinas plasmaticas, denominadas proteinas de
fase aguda (PFA) (CERON JOSE JOAQUIN; ECKERSALL PETER DAVID;
MARTINEZ-SUBIELA, 2005). Os neutréfilos que migram ao utero produzem grandes
quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) como o anion
superoxido (O2 e-) e 6xido nitrico (NOe ), pelas atividades da NADPHoxidase e do
oxido nitrico sintase, respectivamente. Durante a fagocitose de organismos invasores,
componentes antimicrobianos contidos em granulos e ERO geradas na membrana do
fagossomo séo liberados dentro do fagossomo. A co-localizagdo do patégeno e dos
produtos citotéxicos liberados pelo neutréfilo facilita a morte intracelular do invasor
(BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012; D’AIUTO et al., 2010; VAZIRI
RODRIGUEZ-ITURBE, 2006). O estresse oxidativo acontece quando ha um
desequilibrio entre a geracao de espécies reativas de oxigénio e a defesa antioxidante
do organismo, no qual ocorre um aumento na formacaodas espécies reativas de
oxigénio (EROs) aliado a um comprometimento do sistema antioxidante em células
ou tecidos (CASTRO, 2010). Danos resultantes desse desequilibrio incluem
modificagées oxidativas nas macromoléculas das células, necrose ou morte celular
programada e danos estruturais aos tecidos (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007).

A avaliagao do fluido endometrial por meio de lavados uterinos € uma ferramenta para
odiagndstico da endometrite (BASTOS et al., 2019; FIALA et al., 2007; KHAN; DIEL
DE AMORIM; CHENIER, 2020; MALONEY et al., 2019). A anélise protedmica do
fluido uterina fornece uma estratégia minimamente invasiva para o estudo de
mudancas no ambiente uterino (ITZE-MAYRHOFER; BREM, 2020). As proteinas de
fase aguda tem sido objeto de pesquisa em patologias reprodutivas em diferentes
animais e humanos. A ceruloplasmina (Cp) e a proteina C reativa (PCR) foram
relacionadas um aumento da resposta inflamatoria em mulheres apés inseminacao
(PRABHU et al., 2009). A PCR, foi sugerida como um biomarcador local para avaliar
ainflamagao uterina em vacas (TANAI; ENDO; TANAKA, 2020)

O amiloide sérico (ASA) e a haptoglobina (Hp) foram uteis para o diagndstico de

inflamacgdes genitais e uterinas, que poderiam levar a morte embrionaria precoce,
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segundo o Krakowski et al. (2011). Um estudo recente avaliou os padrdes
hemodinamicos uterinos e o estresse oxidativo de éguas com endometrite,
determinando um aumento significativo de metabolitos de processos oxidativos
(malondialdeido [MDA] e metabdlitos do oxido nitrico) (ABDELNABY, et al., 2020).
Tirma et al. (2006) estudaram o status oxidativo de éguas com cistos uterinos,
mediante a mensuracdo de MDA e antioxidantes (glutationa [GSH], B-caroteno,
vitamina E, glutationa peroxidase [GSH-Px], catalase [CAT]).

Poucos estudos correlacionam o status oxidativo e as proteinas de fase aguda em
éguas com doencgas reprodutivas como a endometrite. Razdo pela qual o objetivo
deste trabalhoé determinar o proteinograma sérico e do fluido uterino de éguas com
endometrite, assimcomo determinar o status oxidativo do soro e do fluido uterino de

éguas clinicamente sadias.
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CAPITULO|

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Introducao

A endometrite € uma das principais afe¢des que prejudica a vida reprodutiva das
éguas, refletindo em problemas para os médicos veterinarios de equinos, e criadores.
Esta doenca é caracterizada pela inflamag¢do do endométrio, condicdo que ocorrer
como uma resposta a introdugéo de ar, urina, sémen, bactérias, fungos ou leveduras
no utero. A inflamagcdo do endométrio € caracterizada por sinais histolégicos de
inflamacéo crénica, incluindo o desenvolvimento de agregados linfocitarios (MILLER et
al., 2019).

A excessiva manipulacdo do trato reprodutivo em programas de inseminacao
artificial (IA), transferéncia de embriées (TE), ou que sdo sometidas a monta direta,
ocorre um aumento das desordens uterinas com consequente comprometimento da
fertiidade. Como consequéncia, € comumente relatada a queda na taxa de
concepgcao, aumento do numero de servigo por concepg¢do e sobrevivéncia
embriondria prejudicada, levando a um grande prejuizo econémico aos criadores.

A resposta inflamatéria apresenta uma série complexa de adaptagdes teciduais
gue envolvem principalmente os vasos sanguineos, os componentes liquido e celular
do sangue e o tecido conjuntivo, tendo como objetivo a destruicdo do agente agressor,
seguida de uma série de eventos que visam reconstituir ou cicatrizar o tecido lesado.
Embora havendo uma sucessao previsivel de fendmenos, as caracteristicas, extensao
e gravidade das alteragdes teciduais sdo modificadas por muitos fatores relacionados
com o animal e com a patogenicidade do agente agressor

Uma vez iniciado o processo inflamatério, uma série de mediadores pro-
inflamatérios € liberada pelos neutréfilos durante a fagocitose, pelas células do
endotélio vascular, por células endometriais lesadas e pelos macréfagos ativados pela
inflamacédo. As principais fungbes desses mediadores s&o atrair mais células de
defesa para o local da inflamagéo, facilitar o acesso dessas células e melhorar a
eficiéncia da eliminacao do agente agressor.

Nos anos recentes inUmeras pesquisas tém-se dedicado ao estudo de
marcadores inflamatérios que possam brindar informacao no diagnéstico, prognéstico
e monitoramento da endometrites, entre eles tem-se estudado as proteinas de fase

aguda e o estresse oxidativo. Se objetiva nesta revisao bibliografica fazer uma
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atualizacdo sobre a endometrite, como é a resposta imunoldgica uterina na
endometrite e o papel das proteinas de fase aguda e o estresse oxidativo nesta
patologia.
2.2 Classificacao da Endometrite

A endometrite equina possui varias classificagbes: endometrite aguda,
aparecendo apds cobertura ou associada a infecgcdes venéreas, endometrite
infecciosa crbnica, endometrite persistente poés-cobertura e endometriose
(endometrite degenerativa cronica). A endometrite segundo Watson (2000), pose ser
categorizada como aguda, crénica, ativa, subclinica, pés-parto, bacteriana, fungica,
viral, induzida pela cobertura, persistente e outras. Diversos autores afirmam que é
possivel encontrar multiplos agentes indutores de da inflamacdo endometrial num
mesmo momento, numa égua, por tanto, € uma doenga multifatorial, a qual pode
iniciar como aguda, gerada pelo acumulo de sémen, e evoluir a uma endometrite
infecciosa, isto como exemplo. Neste trabalho englobamos em dois tipos os fatores
que predispéem a endometrites.

2.2.1 Endometrite persistente pos-cobertura

A endometrite persistente pos-cobertura (EPPC), é uma resposta inflamatéria
de tipo patolégica onde o Utero apresenta uma inflamacao persistente e acumulo de
liquido uterino num tempo maior de 48hr, podendo interferir na chegada do embrido
no corpo uterino, inviabilizando a prenhes (KHAN et al., 2017; SIEMIENIUCH et al.,
2016; WOODWARD; TROEDSSON, 2015).

Um estudo recente demostrara que éguas com EPPC, sédo caracterizadas por
contratilidade uterina espontanea reduzida em comparagdocom éguas resistentes a
endometrite, além de possuir defeitos anatébmicos no tratoreprodutivo, como séo,
ma conformacao vulvar, esfincter vestibulo vaginal rasgado,saculagao ventral do Utero,
contratilidade uterina comprometida, incompeténcia cervicale dobras endometriais
atrofiadas. Animais que apresentam algumas destas caracteristicas, ttm maior
probabilidade de aspirar ar ou acumular liquido ou urina na vagina e no utero,o que
tornam a égua simultaneamente propensa a endometrite infecciosa (SIEMIENIUCH
et al, 2016). Estas éguas sao classificadas como susceptiveis, devido que
branqueamento do Utero apds acasalamento ou inseminagéo, acontece num tempo
maior ha 96 horas. Aquelas que eliminam eficazmente o excesso de sémen do trato

reprodutivo e os produtos inflamatérios num tempo menor que 48 horas sao as éguas
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resistentes.

2.2.2 Endometrite infecciosa

A classificacao etiolégica da endometrite € baseada nos resultados das provas
realizadascomo o cultivo uterino, a citologia, a avaliacdo da anatomia reprodutiva e a
observacdo do contetdo uterino apds ultrassonografia (MENDONGCA, 2012). A
endometrite pode serinfecciosa ou nao infeciosa, sendo os agentes bacterianos
comumente isolados nas éguas com endometrite: Streptococcus zooepidemicus;
Escherichia coli; Pseudémonasaeruginosa; Klebsiella pneumoniae; Staphylococcus
spp; Taylorella  equigenitalis;  Enterobacter  cloacae;  Proteus  spp;
(CHRISTOFFERSEN et al., 2012; OVERBECK; WITTE; HEUWIESER, 2011;
RASMUSSEN et al.,, 2013). Os fungos comumente achados sédo: Candida spp;
Asperilius spp; Mucor spp; (FERRIS, 2016; SCOTT, 2020).

Os 6rgéaos reprodutivos podem sofrer traumatismo no momento do parto, que
leva a perdado epitélio da superficie endometrial, que expde as células estromais
subjacentes a bactérias, e consequentemente a uma resposta inflamatéria uterina
(POTTER et al.,, 2010). O sémen do garanhdo induz uma resposta inflamatoria
fisiolégica no Utero apds inseminagcdo ou acasalamento, este mecanismo comega
apos o reconhecimento do sémenou agentes patégenos pelos receptores Toll-like
(TLR) nas células endometriais (MARTHet al., 2016). Apds a ativacao do TLR, o fator
nuclear kappa B (NF-kB) é expresso, ativando citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas
e ciclooxigenase-2 (COX-2) (SIEMIENIUCH et al., 2016). Essas moléculas regulam
os sinais inflamatérios das células imunolégicas. A resposta inflamatéria varia
entre éguas resistentes e éguassuscetiveis.

O endométrio de éguas suscetiveis expressa mais citocinas pré-inflamatériase
menos citosinas anti-inflamatérias para regular a inflamacao aguda em comparacgéao
as éguas resistentes. A ativacao inadequada da resposta imune uterina precoce
interrompe aremodelacdo do tecido, atrasa a depuracdo bacteriana e prolonga a
inflamacéao endometrial (MILLER et al., 2019). Outro metabolito como o oxido nitrico
tem sido avaliado, encontrando diferencas entre as concentragdes no fluido uterino

em éguas susceptiveis e éguas resistentes (KHAN et al., 2018).
2.3 Diagnostico da endometrite

2.3.1 Diagnéstico clinico: histérico, exame fisico e palpacao retal
O histérico de éguas com endometrite comumente indica uma diminuigéo do
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ciclo estral, com breves periodos de diestro. Em algumas éguas, € por vezes
mencionada uma fase diestral prolongada. Pode haver auséncia de ovulagdo em
éguas com endometrite cronica. A reduzida atividade folicular pode resultar em
anestro e também pode ocorrer a persisténcia de corpo luteo nesse grupo de animais
(LEBLANCG, 2003).

O exame fisico deve ter alta prioridade no diagnéstico (ASBURY, 1984a). Antes
do exame do trato reprodutivo, a condicdo fisica geral da égua deve ser avaliada.
Qualquer problema sistémico que possa alterar a fertilidade deve ser observado, pois
a condigao corporal da égua influencia diretamente na sua taxa de fertilidade. Além
de uma avaliagcao geral, o perineo e conformagao pélvica tém que ser examinado
completamente (LEBLANC, 2003).

O exame do trato vaginal e da cérvix através do espéculo é de absoluta
necessidade. Mudangas na cor da mucosa, presenga de exudado, lesdes traumaticas
e defeitos de conformacdo devem ser detectados através deste procedimento (LEY,
2006). A palpacao retal do utero e cérvix € menos eficiente na detecgéo de secregdes,
porém em algumas situagdes sugere acumulo de fluido e lesbes focais no utero
(ASBURY,1984a).

2.3.2 Ultrassonografia

A avaliacdo ultrassonografica deve ser considerada como parte do exame
reprodutivo da égua. A habilidade de examinar o Utero e ovarios ndo invasivamente
permite informagdes sobre a funcao reprodutiva (MCKINNON; VOSS, 1993).

O exame ultrassonogréfico do Utero permite avaliar um aumento das dobras
endometriais, com quantidade variavel de fluido livre no 6rgado, o qual pode ter
diferentes graus de ecogenicidade (CURNOW, 1991). A aparéncia ultrassonografica
do utero e das estruturas reprodutivas presentes nos ovarios muda durante o ciclo
estral. Estas mudancas, em conjunto com outras observagdes, ajudam a
determinacao da fase do ciclo estral (McKINNON; VOSS, 1993). O uso do ultrassom
tem um importante papel em diagnosticar a endometrite. A habilidade em identificar
patologias uterinas através da ultrassonografia é indispensavel no manejo de éguas
inférteis (GUINTHER, 1995).

2.3.3 Citologia
A presenga de neutréfilos no lumen uterino, detectada pela citologia, é um
indicador absoluto de inflamacao (ASBURY; GORMAN; FOSTER, 1984; CAUSEY et
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al., 2006), porém nao determina a etiologia do processo (NIELSEN, 2005). Se
somente poucos neutréfilos sdo encontrados, varios autores tém aplicado o critério
semiquantitativo para distinguir se a égua tem ou ndo endometrite. Esses métodos
incluem a contagem de neutréfilos por campo, neutrofilos por lamina, numero de
neutrofilos em relacdo as células epiteliais, ou a percentagem de neutréfilos: >1
neutrofilo por campo em 240x; >5 neutréfilos por 10 campos em 400x; proporcao de
neutrofilos: células epiteliais: >1%.; >2%; >10% (AGUILAR et al., 2006).

Quando o processo € severo o grau de celularidade é facilmente visivel através
do exame citolégico ou mesmo pela presenca de pus nas secregdes uterinas. Quando
0 processo € sutil, a unica evidéncia é o aumento do numero de células nas
preparagbes para interpretacdo dos resultados citolégicos. Alguns autores usam o
sistema positivo-negativo, enquanto outros quantificam o grau de inflamacao (CARD,
2005).

2.3.4 Cultura

Os exames bacteriolégicos representam somente um teste indireto para o
diagnéstico, sendo o swab uterino protegido o método de coleta de eleigcdo. Deve-se
levar em consideragdo que o isolamento de determinado microrganismo nao
representa necessariamente a presenca de endometrite, pois ocorrem resultados
falsos positivos devido a contaminacao do ambiente (JACOB et al., 2002; LANGONI
et al., 1994), genitalia externa e vagina (LEBLANC; MAGSIG; STROMBERG, 2007).
Também podem ocorrer culturas falso-negativas, que sdo associadas com amostra
inadequada, pois 0 swab somente tem contato com uma area do endométrio de 1-2
cm, diretamente cranial a cérvix (Ibid.).

A deteccao da bactéria por si s6 ndo é um critério adequado para concluir o
diagndstico porque os organismos envolvidos sdo na maioria das vezes comensais e
podem facilmente contaminar a cultura. Esta proporciona informagdes Uteis no
diagndstico de infecgdes uterinas se usada em conjunto com a citologia uterina, pois
ajuda na deteccao de culturas falso-positivas (CAUSEY et al., 2006). Organismos
comensais (contaminantes), isolados incluem, Moraxella spp., Neisseria spp.,
Streptococcus spp. (a hemolitico e nao hemolitico), Corynebacterium spp.,
Staphylococcus albus, Anthracoides spp. (RICKETTS; YOUNG; MEDICI, 1993).
2.3.5 Biopsia endometrial

A bidépsia endometrial € um procedimento confiavel e seguro para o diagnéstico
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e prognostico de disturbios endometriais relacionados a infertilidade na égua
(SCHOON et al., 1997 apud KELLER et al., 2004). E indicada para qualquer égua
nao prenhe com suspeita de patologia uterina (DOIG; MCKNIGHT; MILLER, 1981).
A bibépsia endometrial concluiu que a técnica é estabelecida com seguranca e
efetividade em avaliar o status reprodutivo do utero das éguas e que isto ajuda ao
clinico na interpretagao do historico, e de achados fisicos e laboratoriais, contribuindo
para a escolha terapéutica.

2.4 Mediadores da resposta inflamatéria na endometrite

2.4.1 Resposta inflamatéria uterina

A inflamacéo € a resposta inicial e ndo especifica do organismo a estimulos
mecanicos, quimicos ou microbianos. E uma resposta rapida e ampliada, controlada
pelo sistema imune humoral e celular (polimorfonucleares (PMN), complemento,
citosinas, quimosinas) e desencadeada por a ativacdo conjunta de fagécitos e
células endoteliais. Euma resposta benéfica se mantiver o equilibrio entre células e
mediadores.

A resposta imune celular é exercida por macréfagos, células dendriticas,
neutrofilos, mastdcitos, e células Natural Killer (NK), a funcéo principal dessas células
€ a inativacédo e eliminacdo das estruturas autélogas e estranhas que alteram a
homeostase do organismo(ROMERO et al., 2007). Os PMN agem como reguladores
em diferentes processos, mediante a liberacdo de citocinas, ativagao ou inibicao
de células adjacentes, e na expressao de moléculas de superficie como os padrdes
moleculares associados a perigo (DAMPs) e os padrées moleculares associados a
agentes patogénicos (PAMMs). Trabalhos em bovinos demostraram que neutréfilos
e linfécitos tem a capacidade de produzir mediadores do acido araquidénico em
quantidades iguais (Nkuuhe 1982). Pycock (1990) determinou que éguas com
endometrite apresentavam neutréfilos derivados do Utero com resposta quimiotatica
reduzida e capacidade fagocitica e letal, quando eram comparadas com éguas
sadias.

2.4.2 Ativacao da resposta imune

O contato das células endometriais, incluidas as células imunes (macréfagos,
células dendriticas e mondécitos), com agentes indutores (infecciosos ou nao
infecciosos), desencadeia reacdes especificas dependendo o tipo de receptores de

reconhecimento de padrdes (RRP), produzindo uma grande variedade de
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mediadores quimicos (WOODWARD; TROEDSSON, 2015). Quando os RRP sao
ativos por indutores endégenos como sinais quimicos liberados pelos tecidos mortos
ou lesionados, sdo mediados por Padrbes Moleculares Associados a Perigo
(DAMPs), estes mediadores se unem a receptores Toll-like (TLRs). Os receptores
tipo TLRs, sdo proteinas que se podem encontrar na membrana celular o no
citoplasma das células imunes (macro6fagos, neutréfilos e células dendriticas).

Na endometrite equina tem se identificado receptores tipo Toll-like que atuam
na resposta inflamatéria induzida por agentes infecciosos e nao infecciosos.
Siemieniuch e colaboradores (2016) imuno-localizaram a TLR2 e TLR4 no epitélio
luminal e glandular e nas células do estroma de éguas com endometrite clinica e
subclinica, assim como em éguas sem endometrite. Os receptores TLR2 respondem
a PAMPs de peptidoglicanos e TLR4 a lipopolissacarideos. Nash (2010) determinou
a expressao genica endometrial de TLR4 como possivel biomarcador da resposta
inflamatéria em éguas com endometrite pdés-cobertura (EPC) e éguas com
endometrite persistente poés-cobertura (EPPC). Atli (2019) determinou que ha
presenca de TLR4 durante todo o ciclo estral da égua e ele diminui nos primeiros dias
da gestagdo. Schodniger (2017) identificou no endométrio da égua mediante
imunohistoquimica os receptores TLR2, TLR4 e TLR6, sendo eles localizados em
mastécitos e nos epitélios glandulares eluminais. Em outro trabalho Schéniger (2017)
estudou a expressdo genica de NOD1 e NOD2 em endométrios de éguas com
doencas uterinas e éguas sem antecedestes de problemas uterinos, ja que, estas
proteinas exercem um papel importante na resposta inflamatéria agindo contra
patdégenos intracelulares, e sua expressao exacerbada pode gerar inflamagao dos
tecidos e fibroses, sendo reportado em mulheres e outras espécies. Estes sensores
intracelulares pertencem a familia do receptor Nod-like (NLR) de proteinasque atuam
na resposta imune inata (MUKHERJEE et al., 2019; SCHONIGER et al., 2017).

2.4.3 Componentes da resposta imune avaliados em éguas com endometrite

Os mediadores do acido araquidénico sao um grupo de mediadores quimicos
qgue participam da resposta inflamatéria uterina de éguas com endometrite. O acido
araquidénico (AA) se encontra na membrana das células do endométrio. Quando se
estabelece um processo inflamatério por lesao celular, o acido araquidénico é liberado
eoxigenado por duas vias que conduz a liberacdo de subprodutos que mediam e

modulama resposta inflamatéria (SAMUELSSON, 1991). As prostaglandinas como a
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PGE2, a prostaciclina (PGI2) e os tromboxano A4 sido produzidos por a via da
ciclooxigenase. Osleucotrienos (LT) sdo formados a partir da via da lipooxigenase e
sao sintetizados principalmente por leucocitos. Os efeitos biolégicos dos LT sao
mediados por dois tiposde receptores acoplados na proteina G: BLT1-BLT2 para
LTB4 e cysLT1 —cysLT2 paracys-LT.

Os metabolitos do AA participam na regulagéo de processos fisioldgicos no
trato reprodutivo como a maduracao dos ovocitos, a ovulacao, a regulacéo da vida util
do corpoluteo, a vascularizagdo do endométrio entre outros. Trabalhos recentes
estudaram prostaglandinas e Leucotrienos em éguas velhas, fazendo uma associagéao
com estes metabolitos e os gréaos de fibrose endometrial e a diminui¢cdo da capacidade
de contractilidade uterina.

Gajos em (2015) determinou niveis de PGF2a maiores em éguas com
endometrite subclinicas de segundo grau que em éguas com endometrite subclinica
de primeiro grau. Também determinou que existe uma correlacao entre os niveis dos
metabolitos do AA e o grau de fibrose em éguas maiores, sendo mais expressados 0s
leucotrienos em éguas com maior grau de fibrose e o0s metabolitos da via
ciclocixenasse sdo mais elevados em éguas com menores grau de fibroses. Esses
achados sao semelhantes aos reportados por Siemieniuch et al. (2017). Os niveis de

PGE2, 6- ketoPGF1a e LTC4 foram mais elevados em éguas maiores de 16 a 23 anos

em comparacao com €guas jovens.

Trabalhos em bovinos mostraram que neutréfilos e linfécitos produzem
prostaglandinas em quantidades iguais. Mas, Pycock, (1990) determinou que as
caracteristicas de neutréfilos derivados do utero e de neutréfilos periféricos eram
diferentes, tendo eles uma resposta quimiotactica reduzida e uma capacidade
fagocitica letal para os agentes invasores de éguas com endometrite induzida.

E de conhecimento que as prostaglandinas (PGs), especialmente a
prostaglandina E (PGE), sdo importantes na afluéncia de proteinas séricas e glébulos
brancos ao sitio de inflamag&o. As concentragbes de PGs (PGFI e PGE) foram
mesuradas em meios de cultivo de células endometriais e vasos sanguineos que
drenam o Utero, demostrando queo endométrio sintetiza produtos do metabolismo do
acido araquidonico. As prostaglandinas participam na regulacao do ciclo estral e no
estabelecimento da prenhes.Foi demostrado que na presenca de infecgdo uterina as
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concentragdes plasmaticas de PGFk estdo aumentadas.

Alguns componentes do sistema do complemento tém sido estudados por
serem amplificadores da resposta inflamatéria. O sistema do complemento é
formado por um grupo de proteinas que interagem entre si para criar uma cascata
de reacgOes enzimaticas por diferentes vias (a classica, a via alternativa e a ligada a

manose).

Na via classica, é ativada quando o C1 se fixa ao anticorpo (IgM ou IgG) que
esta combinado com o antigeno, em éguas resistentes e susceptiveis a endometrite
se observou nas primeiras 24h apos infusdo bacterina no utero, niveis baixos de IgG
e do fator de clivagem C3, nao obstante, nas 36 h depois, os niveis de IgG e C3,
aumentaram em éguas resistente e continuaram baixos em éguas susceptiveis, 0
qual poderia dar-se pela continua opsonizacdo a bactérias (TROEDSSON; LIU;
THURMOND, 1993).

A via alternativa pode ser iniciada por moléculas da superficie microbiana,
como endotoxinas ou LPS. Watson (1987), avaliou os cambios na deposi¢cao de
fragmentos de C3 nas secre¢des uterinas de éguas com blastosforas de levedura,
concluido que na nao presenca de um anticorpo especifica, a via alternativa do
complemento é ativada. Outro experimento pretendia identificar o papel central do
complemento na fagocitose do Streptococcus zooepidemicus por neutréfilos no fluido
uterino equino, concluindo que a fagocitose € um processo dependente do
complemento (ASBURY; GORMAN; FOSTER, 1984).

As células no endométrio produzem uma ampla variedade de citocinas que tem
a capacidadede modular funcdes de outros tipos celulares, elas estdo envolvidas na
resposta imune aguda e crbénica. A producdo de citocinas pelas células imunes e
endoteliais é rdpida em resposta a agentes patégenos e outros estimulos; séo
fabricados principalmente por macréfagos, células dendriticas e células NK. Estas
citocinas podem ser classificadas segundo sua agao na célula alvo e se promovem
ou inibem a inflamacéo (KATO et al., 2019; TURNER et al., 2014).

No estudo da endometrite tem se avaliado a expresséao de diferentes citocinas
pro-inflamatérias e anti-inflamatérias. A interleucina — 1 (IL-1) é foco de estudo na
endometrite equina por seu papel pro-inflamatério, a IL-1p € reconhecida como um

potente pirdgeno enddégeno e tem um efeito estimulador nas células CD4+ e promove
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a diferenciagcao de células T auxiliares (Th17) (KATO et al., 2019).

As proteinas do plasma seminal podem gerar uma resposta inflamatéria com
a expressaoendometrial em maior volumem de IL-1B em comparacao de outras
citocinas pro-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e IL- 8 em
éguas susceptiveis a endometrite (FEDORKA et al., 2017). Fumoso (2003)
determinou que houve uma maior expressao de IL-18, TNF-a e IL-6 em éguas

susceptiveis a endometrite emcomparacao a éguas resistentes durante o estro.

No diestro as citocinas IL-13 e TNF-a foram maiores expressadas em éguas
susceptiveis que resistentes. Apds inseminacao, no estro, ndo se observou diferenca
entre os grupos de éguas, mas, no diestro houve uma menor expressdo de mRNA
de IL-1B e TNF-a significativamente menor do que em éguassusceptiveis. As vias de
acao destas trés citocinas pro-inflamatorias e os receptores sédo diferentes, as
principais fontes do TNF-a séo as células T e os macrofagos e sua fungao principal
€ a ativacao de células fagocitarias. O papel das citocinas TNF-a e IL-6 é estudado

na endometrite equina devido a serem mediadores inflamatorios potentes.

O Fator de Necrose tumoral alfa (TNF-a) € um importante mediador da
resposta inflamatéria inata, ele induz a producédo de outras citocinas, participa na
ativacao ou expressao de moléculas de adesao e estimulagéo do crescimento. O TNF
também estimulaa proliferagdo de células normais, e exerce atividade citolitica ou
citostatica contra as células tumorais, causa efeitos inflamatérios, antivirais e
imunorreguladores. A interleucina — 6 (IL-6) é expressada por fagdcitos
mononucleares, células endoteliais, queratindcitos, hepatocitos e células da medula
Ossea. Esta interleucina participa na hematopoiese e é critica na maturacao final das
células B em células plasmaticasprodutoras de anticorpos, ativacdo de células T,
diferenciacao e regulacao dos fenétipos Th2 e Treg (DE HOLANDA et al., 2019). Em
cooperacdo com a IL-1 estimulam a secrecdo de proteinas de fase aguda pelo
figado.

A IL-10 desempenha um papel importante na eliminagcdo de células
indesejaveis e detritoscelulares de forma silenciosa (DE HOLANDA et al., 2019).
Suen (2014) investigou o efeito modulador da IL-10 no desenvolvimento da
endometriose em humanos, achando niveis séricos maiores de IL-10 em pacientes

com endometriose que em pacientessaudaveis. De Holanda (2019) determinou
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por imunohistoquimica uma associagéo entre as interleucinas IL-6 e IL-10 e células

inflamatodrias com les6es endometriais em éguas no diestro.

As quimiocinas sao citocinas com propriedades quimioatraentes, que atuam
principalmente estimulando o recrutamento dos leucécitos na inflamacdo e
controlando amigracéo normal das células através dos varios tecidos. Marth relatou
o incremento de quimiocinas 3 h apds a inoculagdo com E.coli em éguas com
endometrite induzida, o aumento foi persistente até as 48 h (MARTH et al., 2016). A
Interleucina 8 (IL-8) é uma quimiocina neutréfila, esta interleucina promove a
migracao direcional de neutréfilos e linfocitos Y, tem um papel na inflamacéo aguda
e promove a angiogénese (ABOU MOSSALLAM et al., 2015). Christoffersen et al.,
2012; Fedorka et al., 2017; Mette et al., 2010, estudaram o papel da IL-8 em éguas

com endometrite.

2.4.4 Proteinas de Fase Aguda

A sintese de proteinas de fase aguda ocorre principalmente no figado sob
estimulo das citocinas pré-inflamatérias IL-13, IL-6 e TNF-a. O padrao de sintese de
proteinas pelo figado é drasticamente alterado, resultando em um aumento de
algumas proteinas do sangue (SACO et al., 2016). Estas proteinas podem agir como
indicadores da evolugcdo em situacdes patoldgicas ou de estresse, assim como em
condicdes fisioldgicas normais,como a gestagéo, além do que a sintese de proteinas
plasmaticas com funcao protetora noutero tendo importancia para a manutengéao da

hemdstase em diferentes estagios da reproducéo.

As proteinas de fase aguda (PFAs) sdo parte da resposta de fase aguda
sistémica e componentes do sistema imunolégico inato. Uma série de respostas do
proprio organismoé iniciada no local da invasao por microrganismos ou no local da
lesdo do tecido, por exemplo (BLACKBURN, 1994; CERON, 2019; GRUYS et al.,
2005; MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004; OMPLICATION et al., 2006). As
citocinas pré-inflamatérias sédo liberadas e o sistema vascular e as células
inflamatérias sado ativadas. Essas respostas, por sua vez, estdo associadas a
producao de mais citocinas e outros mediadores inflamatérios que se difundem para
o compartimento do fluidoextracelular e circulam no sangue poucas horas apés a
infeccdo, o padrdao de sintese de proteinas pelo figado é drasticamente alterado,
resultando em um aumento de algumas proteinas do sangue, as PFAs positivas e
ou diminuicdo dasPFAs negativas (SACO et al., 2016).
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Na medicina Equina, as proteinas de fase aguda s&o consideradas importantes
marcadoresem varios processos patoldgicos, incluindo infecgdes bacterianas, virais
e parasitarias, artrite, queimaduras, intervencoes cirurgicas, obesidade, mortalidade
embrionéria precoce, ou estresse (CARVALHO FILHO et al., 2020; GIRARDI et al.,
2019; JACOBSEN et al., 2005; KRAKOWSKI et al., 2011; METTE et al., 2010;
SOUTO et al., 2019).

As proteinas de fase aguda apresentam propriedades opsonizantes,
aumentando a fagocitose contra patéogenos que penetram no utero durante o
acasalamento ou inseminacgao, a presenca destas proteinas e de citocinas no utero,
viabiliza o desenvolvimento da prenhes (KRAKOWSKI et al., 2011; ROUSE et al.,
2018).

Diferentes estudos correlacionaram PFAs com a gravidade de patologias
reprodutivas emanimais, como a metrite (CHAN et al., 2010), endometrite (KAYA et
al., 2016), piometra (JONES et al., 2020) e como marcadores dos processos
inflamatorios do periodo periparturiente (GREGULA-KANIA et al., 2020). Danos aos
tecidos uterinos devido ao aumento da atividade miometrial, relaxamento
subsequente e dilatagdo do colo do utero e da parte caudal do canal do parto durante
a expulsao fetal, sdo alguns dos processos queinfluenciam a expressédo das PFAs
(KOVAC et al., 2008). Lancheros-Buitrago (2020) realizou a analise por 2D-PAGE do
fluido uterino ao 5° dia ap6s ovulacdo de éguas inseminadas e éguas ciclicas,
permitindo identificar diferencas no perfil proteico dos grupos estudados,
identificando-se uma abundancia maior de proteinas de fase aguda em éguas
inseminadas que em eéguas ciclicas, as PFAs mais abundantes foram a

ceruloplasmina, serotransferrina e albumina.

Segundo Bastos (2019) existe uma diferenca no perfil proteico do fluido uterino
de éguas gravidas e éguas ciclicas no 7° dia ap6s ovulagdo, as proteinas
identificadas nas éguas gravidas estdo relacionadas ao transporte de lipidios pela
capsula do concepto, motilidadeuterina, metabolismo e geragdo de ATP, tolerancia
imunolbgica materna, proliferacao e diferenciacao celular, angiogénese, e podem ser
importantes para o desenvolvimento do concepto e reconhecimento materno-fetal
equino (BASTOS et al., 2019; LANCHEROS-BUITRAGO et al., 2020). Krakowski
(2011), correlacionou a mortalidade embrionaria precoce em éguas com niveis de
proteinas de fase aguda (ASA e Hp), concluindo que asPFAs podem ser uteis para
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monitorar o desenvolvimento normal da gravidez e para o diagndstico de inflamacdes

genitais subclinicas.

As proteinas de fase aguda tém sido classificadas de acordo com sua

concentragao plasmatica, quanto ao seu modo de agdo, assim como também quanto
ao mecanismo de sintese (CERON JOSE JOAQUIN; ECKERSALL PETER DAVID;
MARTINEZ- SUBIELA, 2005; GIRARDI et al., 2019; JAIN; GAUTAM; NASEEM,
2011). As proteinas de fase agudam negativa sdo aquelas que apds o estimulo
inflamatério o figado responde com a diminuicao da producéo delas (CERON JOSE
JOAQUIN; ECKERSALL PETER DAVID; MARTINEZ-SUBIELA, 2005; JAIN;
GAUTAM,;
NASEEM, 2011; KRAKOWSKI et al., 2011). As proteinas de fase agudas positivas
sao aquelas que seus niveis sanguineos aumentam apds uma producao excessiva
do figado como resposta ao estimulo inflamatério (CERON JOSE JOAQUIN;
ECKERSALL PETER DAVID; MARTINEZ-SUBIELA, 2005; CRAY, 2012; CRAY;
ZAIAS; ALTMAN, 2009; KRAKOWSKI et al., 2011).

Estudos recentes descrevem o proteoma uterino de éguas no estro e no
diestro, relacionando a identificacdo de proteinas de fase aguda negativas, as quais
participam nosistema de defesa endometrial por meio de papéis na inflamacao,
imunidade ou atividadeantimicrobiana (KHAN; DIEL DE AMORIM; CHENIER, 2020;
MALONEY et al, 2019). Wolf (2012) e colaboradores reportaram alteracoes
protebmicas no fluido uterino endometrial de éguas com infeccdo uterina,

observando-se um aumento ou diminui¢cdo nas concentracoes de PFAs.

O amiloide sérico A (ASA), é uma proteina de fase aguda positiva, com um
peso molecular de 14 Kda (SOUTO et al., 2019). Descrita como uma das PFAs com
mais valor diagnostico nos equinos, sendo um marcador altamente sensivel
(HULTEN et al, 1997, 1999). O ASA, é da familia das apolipoproteinas
multifuncionais que estdo envolvidas no transporte e metabolismo do colesterol e na
modulacao de numerosas respostas imunoldgicas durante a inflamacgao e a resposta
de fase aguda (RFA) a infeccdo, trauma ou estresse (JENSEN; WHITEHEAD, 1998;
URIELI-SHOVAL,; LINKE; MATZNER, 2000). ASA é produzida em primeiro lugar nos
hepatécitos apds a inducdo por citocinas,mas a expressao extra-hepatica da fase
aguda e das proteinas SAA constitutivas foi demonstrada (MARHAUG; DOWTON,
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1994). O amiloide sérico tem sidoobjeto de estudo na medicina equina, sendo Util
marcador em casos de sindrome abdominal agudo, doengas respiratérias, estresse
pds exercicio, trauma pos-cirdrgico, entre outras (BELGRAVE et al, 2013;
JACOBSEN et al., 2006; JACOBSEN; ANDERSEN, 2007; JACOBSEN; THOMSEN;
NANNI, 2006; SOUTO et al., 2019; VANDENPLAS et al., 2005; VINER et al., 2017,
WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al.,2019). Christoffersen e colaboradores (2012),
reportaram a secrecao de isoformas de ASA pelas células do endométrio apos
inducao de endometrite infecciosa, 0 que poderiaindicar a participacao do ASA na
formagéo da resposta imune local. Trabalhos em outras espécies reafirmaram a
importancia do ASA na saude uterina e a reativagao reprodutiva pés parto (ADNANE
et al., 2017; KAYA et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

A ceruloplasmina é uma PFA positiva, produzida no figado que transporta
mais de 95% do cobre do plasma sanguineo. Sua funcao € oxidar ferro ferroso em
ferro férrico - uma reacado que requer cobre para permitir o transporte de ferro
(HELLMAN; GITLIN, 2002). No utero a ceruloplasmina pode fazer parte de um
sistema de transporte de cobre para o feto (THOMAS; SCHREIBER, 1989). A
associacdo entre a retomada da atividadeovariana pos-parto e a secrecao de
proteinas de fase aguda em vacas holandesas, foi estudada por Krause (2014),
achando que as vacas que retomavam a atividade ovariana mais rapida tinham
niveis de albumina e ceruloplasmina maiores. Kayac (2016) determinou que o0s
niveis séricos de ceruloplasmina pudessem ser usados no diagnosticoem vacas com

diferentes graus de endometrite, sendo uma alternativa aos niveis de Hp e ASA.

A haptoglobina (Hp) se liga a hemoglobina livre que pode ser liberada durante
varias doencgas autoimunes, infecciosas ou hereditarias, € uma proteina de fase
aguda positiva a qual é liberada varios dias apoés o estimulo inflamatério (AMETAJ et
al., 2014;CRAY, 2012; EL-DEEB et al., 2020; GODSON et al., 1996; RICCI et al.,
2017). Huzzey et al., em (2009) demostraram que vacas com concentragao de
haptoglobina de mais de 1,0 g/L em 3 dias apéds o parto tinham 7 vezes mais chance
de desenvolver metrite. Ametaj e colaboradores (2014) associaram a Hp com
infecgdes uterinas. Em 2013, Dabrowski determinou que as concentracdes séricas
de Hp diferissem entre a gravidade e o tipo de piometra em cadelas, sendo uma
proteina de fase aguda que permitiria monitorar a inflamacao durante o curso da
piometra (DABROWSKI; KOSTRO; SZCZUBIAL, 2013). Polh et al. (2015) associou
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niveis elevados de Hp com metrite puerperal aguda em ruminantes.

Um estudo no periparto em suinos, determinou que o0s niveis mais elevados
de PFAs (Hpe PCR) foram uma semana pés-parto (KOVAC et al., 2008). Chan
(2010) estudou o potencial da haptoglobina (Hp) e a amiloide sérica A (ASA) para
indicar infec¢ao uterina, principalmente devido a endometrite subclinica. Nesse
trabalho se concluiu que concentragdes séricas de Hp e ASA podem ser usadas para
reconhecer a infecgdo uterinaem vacas no pds-parto. A associagdo entre valores
elevados de Hp e o numero de dias abertos sugere que a Hp também pode ser um
indicador util de mau progndstico para o desempenho reprodutivo.

A proteina C reativa (PCR) € uma proteina nao glicosilada, composta por
cinco subunidades que se liga aos lipopolissacarideos presentes nas paredes
celulares debactérias e fungos, é considerada uma PFAs positiva, a qual tem alto
valor diagnostico em algumas espécies de mamiferos. A PCR é sintetizada
principalmente no figado, tendoreportes das sinteses dela em outros 6rgaos em
vertebrados. Esta proteina tem sido associada a processos inflamatérios sistémicos
infecciosos ou néo infeciosos, recentemente tem sido objeto de estudo em patologias
de 6rgéos especificos como o uteroem caninos, cerdos, bovinos e humanos, sendo

abundante no fluido uterino e no soro destas espécies.

Algumas PFAs negativas tem sido objeto de pesquisa em doencas
reprodutivas, ap0s apresentar alteracbes nos valores sanguineos das espécies
estudadas. Wolf (2012), concluiu que a ApoA-1 e a transtirretina (TT) apresentaram
alteracdes no fluido uterino de éguas com endometrite infeciosa quando foram
comparadas com éguas sem doencas reprodutivas. Maloney et al. (2019)
descreveram a presenca abundante de serotransferrinae ApoA-1 no estro de éguas
sem histérico de endometrite. No diestro, a imunoglobulina alfa-1, o fator | do
complemento e a uterocalina, foram as proteinas mais abundantes. Apolipoproteina
A1 (ApoA-1), é descrita como uma proteina com papel multifuncional na imunidade,
participa na resposta inflamatéria, no processo de apoptose nas infec¢des virais e
bacteriana (AMJADI et al., 2015). Alguns estudos em mulheres associam esta
proteina com a receptividade endometrial em pacientes com sindrome dos ovarios
policisticos (AMJADI et al., 2015; BROSENS et al., 2010; OMPLICATION et al.,
2006). A serotransferrina (TF) € uma PFA portadora de ferro. Garante o transporte de

ferro dos locais de absorcdo para os locais de armazenamento e metabolismo.
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Lancheros-Buitrago et.al (2020) identificou uma abundancia superior em éguas
ciclicas que em éguas inseminadas no 5° dia ap6s ovulagdo. Neste estudo,
Lancheros-Buitrago também observou uma maior concentracaode albumina (ALB)
no fluido uterino de éguas ciclicas, as éguas inseminadas tinham niveis superiores
de CP.

2.4.5 Estresse Oxidativo

A producao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Nitrogénio (ERNSs)
nos animais apresentam importante papel biolégico, uma vez que estas espécies
reativas sao utilizadas durante a defesa do organismo frente a um agressor
patogénico. Porém, a producdo excessiva destas espécies pode desencadear
diversos problemas biologicos, dado que estas espécies reagem com as mais
diversas moléculas biologicas celulares, e s&o capazes de provocar danos a
proteinas, lipidios e ao material genético, por isso, o organismo disp6e de uma vasta
e eficiente cadeia de enzimas e moléculas antioxidantes, que visam prevenir 0s
efeitos danosos da producdo das EROs e ERNs (KIRSCHVINK; MOFFARTS;
LEKEUX, 2008, Medeiros, 2017).

O organismo animal é provido por um complexo sistema de protecao
antioxidante, comopeca do sistema de defesa contra os radicais livres, que sao
produzidos no metabolismo celular normal e em diferentes eventos patoldgicos. Em
excesso podem resultar na oxidacao de estruturas biolégicas. A despropor¢ao entre
o desafio oxidativo e a eficiénciada defesa antioxidante do organismo é intitulado de
estresse oxidativo (Machado et al., 2009). A produgdo de ROS, como O2-, H202,
oxido nitrico (NO) e radicais hidroxila (OH), imediatamente apds a exposi¢cdo ao
estresse oxidativo e / ou hipdxia, resulta em processos complexos de ativagdo de
citocinas e fatores de crescimento, angiogénese, proliferacdo e apoptose celular
(FLETCHER et al., 2013).

Os biomarcadores do estresse oxidativo mais utilizados nos equinos sao o
oxido nitrico -ON, superodxido dismutase-SOD, catalase-Cat, glutadiona—GSH, acido
urico—AU e potencial redox (MARTINS et al., 2005). O dano oxidativo € detectavel
sob condigdes fisioldgicas normais em individuos saudaveis, 0 que sugere que as
eficacias dos mecanismos antioxidantes e de reparo ndo podem evitar
completamente a reacdo de oxidagdo mediada pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs) (JONES, 2006).
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Nos sistemas aeroébicos, € essencial o equilibrio entre a quantidade de EROs
gerada e a quantidade removida pelo sistema antioxidante celular. Normalmente, o
dano celular ocorre quando este equilibrio é perturbado, levando a célula ao estresse
oxidativo. Em principio, o estresse oxidativo ocorre quando o sistema antioxidante de

defesa celular ndoconsegue eliminar o excesso de ROS produzidas.

A superabundancia de EROs e ERNSs, pode gerar um desequilibro no status
oxidativo defémeas e uma alteracado no desemprenho reprodutivo (ABDELNABY, et
al., 2020; HANAFI et al., 2008; KIRSCHVINK; MOFFARTS; LEKEUX, 2008). As
espécies reativas participam em processos fisioldgicos como a maturagao do odcito,
a ovulacgao, afertilizagédo, o desenvolvimento do embrido e a gravidez, assim como
tem sido associadaa patologias ovarianas, uterinas, embrionarias entre outras. Seus
efeitos patoldgicos sao exercidos por varios mecanismos, incluindo dano lipidico,
inibicdo da sintese de proteinase deplecdo de ATP (CARPENTER; BRABBS;
MITCHINSON, 1991; KIRSCHVINK; MOFFARTS; LEKEUX, 2008). A presenca de
EROs e antioxidantes envolvidos em patologias reprodutivas tem sido estudada em
animais e humanos. Na endometrite o sistema imunoldgico é ativado e pode levar a
producdo de radicais livres excessivos pelascélulas imunoldgicas e epiteliais do
endométrio (GLEICHER et al., 1987; SOLEILHAVOUP et al., 2016; YARALIOGLU-
GURGOZE et al., 2005).

No sémen de homens inférteis, é gerada uma grande quantidade de EROs
comparada aquela produzida no sémen de homens férteis, e 0os espermatozoides
defeituosos ou nao funcionais tém grande contribuicdo nessa geragao (AITKEN,
1995). Segundo Zini et al.(2000), o plasma seminal de homens inférteis ndo é
deficiente em enzimas antioxidantescomo a superéxido dismutase (SOD) e /ou
catalase, e o alto nivel de EROs presente no sémen de alguns desses homens é
atribuido a producao excessiva de EROs e ndo a uma deficiéncia nas defesas
antioxidantes. No sémen de garanhao, Ball et al. (2001b) observaram que os
espermatozoides anormais presentes no sémen geram,significativamente, maiores

quantidades de H202 do que os normais.

O estresse oxidativo pode causar alteracdes locais e ou sistémicas,
principalmente pela liberagédo de substancias citotoxicas (radicais livres derivados do

oxigénio entre outras), oriundas da cadeia respiratoria, ou de neutrofilos
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polimorfonucleares e de células endoteliais (FLETCHER et al, 2013; MAIA;
BICUDO, 2009). O éxido nitrico (NO) derivado do endotélio € um fator paracrino que
controla o tonus vascular, inibe a fungaoplaquetaria, previne a adesao de leucécitos
e reduz a proliferagdo bacteriana. Além disso,0 NO € um potente vasodilatador e
desempenha papeis fundamentais como regulador dabiologia e fisiologia do sistema
reprodutivo. NO gerado pela NO sintase induzivel, mata patégenos e células
anormais, mas pode desempenhar um papel prejudicial ao danificar o tecido e as
células normais do hospedeiro, especialmente quando a NO sintase induzivel é

persistentemente expressa.

O FRAP é um dos métodos mais usados para avaliar a capacidade de
antioxidante no plasma ou outros liquidos do organismo. Desenvolvido por Benzie e
Strain (Lim e Lim, 2013), o FRAP consiste numa dosagem colorimétrica baseada no
principio de reducdo do complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe3+-TPTZ) em
tripiridiltriazina ferrosa (Fe2+-TPTZ)pelos antioxidantes de uma amostra em pH baixo
(Benzie e Strain, 1996).

Entre os testes que permitem verificar a capacidade antioxidante, o FRAP se
diferencia devido a sua capacidade de medir ndo somente um antioxidante
especifico, mas a capacidade de antioxidante total do organismo (LIM e LIM, 2013).
E considerado um teste rapido e simples de executar. A principal desvantagem deste
método reside no tempode reacdo. Devido a isso, o FRAP nao permite de medir
alguns antioxidantes que contémos grupos tidis (RUBIO et al., 2016).

O malondialdeido (MDA, C3H402), € produto um da peroxidacao lipidica que
pode ser utilizado como indicador da agao dos radicais livres no organismo. O MDA
possui acao citotdxica e genotdxica, encontrando-se em niveis elevados em algumas
patologias associadas ao estresse oxidativo (FRANCA et al., 2013). Yaralioglu-
Gurgoze et al. (2005) avaliou concentragao plasmatica de MDA em éguas saudaveis
e éguas com endometrite, seus resultados mostraram um aumento acentuado no
nivel de MDA em éguas com endometrite, possivelmente relacionado com um
aumento na producdo de OHno processo inflamatério. Trabalhos em doencas
uterinas em bovinos e bufalinos, os niveis de MDA séricos foram maiores em
animais com endometrite e metrite que em animais sadios (BEHERA et al., 2016;
GURUNATHAN; CHOI; KIM, 2018; HANAFI et al., 2008; KAYA et al., 2016). EI-Bahr
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& El-Deeb (2016) acharam um aumento significativo de MDA no soro de éguas
afetadas com piometra o é um indicador de peroxidacdo lipidica dos tecidos
afetados.

Durante a explosao respiratoria nos neutrofilos, espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (EROs) (ERNs) (anions superéxido, radical hidroxila, oxigénio singlete e
peréxido de hidrogénio)sao produzidas em grandes quantidades, os ROS e RNS
causam oxidacao de proteinas, geralmente os aminoacidos; lisina, arginina e prolina.
O dano oxidativo pode afetar as proteinas e suas fungdes como receptores, enzimas,
transporte ou proteinas estruturais, egerar novos antigenos e provocar resposta
imune (GABAI et al., 2019). O uso de gruposde proteinas carboniladas (PC) como
biomarcadores de estresse oxidativo tem algumas vantagens em comparagao com
a medicao de outros produtos de oxidagao por causa da formacgao precoce relativa e
da estabilidade relativa das proteinas carboniladas. (DALLE- DONNE, ROSSI,
GIUSTARINI, MILZANI & COLOMBO, 2003). A presenca de proteinas carboniladas
nao € necessariamente indicativa de oxidacdo de residuos de aminoacidos em
proteinas. Para estabelecer se as proteinas carboniladas vém da modificacao direta
ou indireta da cadeia lateral do aminoacido, métodos de ensaio adicionais devem ser
empregados. Por exemplo, produtos de peroxidacéao lipidica podemser detectados
(DALVI et al., 2013).

Os antioxidantes, sdo naturais ou sintéticos, possuem estabilidade elevada
oxidativa em fungcé&o de sua estrutura molecular e, por isso, desempenham papel

fundamental na prevencao da oxidagao resultante da agéo dos radicais livres. Estas

enzimas sao responsaveis pela remocao do aniao superéxido (O 27), hidroperdxidos
organicos e peroxido de hidrogénio (H202), respectivamente, ja o sistema
antioxidante n&oenzimatico relaciona-se com um grupo de antioxidantes que podem
ser congregados em compostos obtidos in vivo , como € o caso da glutationa, da
ubiquinona e do &cido urico,e em composto obtido diretamente da dieta tais como o
a - tocoferol (vitamina-E), B- caroteno (pré-vitamina A), acido ascorbico (vitamina C
), e compostos fendlicos onde se destacam os flavondides e poliflavondides
(FRANGA et al., 2013).

O sistema antioxidante enzimatico inclui uma superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-PX), glutationa redutase (GSH-Rd), glutationa S-
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transferases (GSTs), e a catalase (CAT). A enzima superoxido dismutase (SOD)
presente no citoplasma (Cu, Zn — SOD) e na mitocondria (MnSOD) é responsavel
pela dismutagdo de duas moléculas do anion superédxido (O2 - ) em uma de peroxido
de hidrogénio (H202), enquanto enzimas como a catalase e a glutationa peroxidase
(GPx) catalisam a reducdo do H202 a agua e O2 (EL-BAHR; EL- DEEB, 2016).

A catalase € enzima presente na maioria dos peroxissomas e nas hemacias
dos mamiferos. E molécula com quatro cadeias de polipeptidios idénticas, cada uma
composta por mais de 500 aminoacidos em subunidades, com grupos heme
porfirinicos e NADPH. Em altas concentra¢des remove o H202 e catalisa a formagéo
de agua e oxigénio molecular (ARBOet al., 2006; FERRO et al., 2010; FLETCHER et
al., 2013). A producdo de catalase nos eventos oxidativos e a protegdo celular
dependem da quantidade de H202 que chega a mitocondria e da rapidez com que
sdo gerados e desta reserva antioxidante s. Varios grupos de pesquisa ja
demonstraram que a administracdo de catalase na mitocondria oferece protecao
melhor do que a encontrada, habitualmente no citosol, quando existem lesdes
induzidas por H202 (MAIA; BICUDO, 2009).

Estudos evidenciaram que a catalase e a glutationad peroxidase sao sistemas
eficazes de defesa porquanto catalisam a inativagéo do perdxido de hidrogénio e de
outros hidroperéxidos organicos (FLETCHER et al., 2013). Atividade enzimatica de
glutationaS-transfersases (GSTs), enzimas que atuam em rotas de excreg¢ao de
substancias endo e xenobibticas, protegendo as células contra toxicidade quimica e
estresse, em diferentes tecidos (glandula salivar, ovario e ganglios) (FREITAS; VAZ
JUNIOR; MASUDA, 2008).

A glutationa S-transferases (GSTs), que pertencem a uma familia
multifuncional de enzimas que catalisam a conjugacédo da molécula de glutationa a
varias outras moléculas,e possuem um papel fundamental em mecanismos de
detoxificagao intracelular decompostos endo e xenobiéticos (CHELVANAYAGAM et
al., 2001). GSTs desempenham varios papéis fisioldgicos, tais como sequestro e
transporte de compostos hidrofébicos enddgenos, os quais incluem horménios
esterdides, heme, bilirrubinas, acidos da bile e seus metabdlitos (SALINAS; WONG,
1999). A classificacdo das GST ébastante complexa e sujeita a discussao, mas
muitos autores usam pelo menos nove grandes classes: quatro classes de GSTs de
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mamiferos -Alfa, Mu, Pi e Teta (MANNERVIK; WIDERSTEN, 1995); as classes
presentes em humanos Kappa (PEMBLE et al., 1996) e Zeta (BOARD et al., 1997);
as classes Sigma em cefalépodes e artropodes, a classe Fi de plantas, e a classe
Delta de insetos (também referida como classeTeta) (BOARD et al., 1997).
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CAPITULO I

3 PROTEINOGRAMA E STATUS OXIDATIVO NO SORO E NO FLUIDO
UTERINO DE EGUAS SADIAS E ACOMETIDAS POR ENDOMETRITE

3.1 INTRODUCAO

A endometrite fisioldgica ou patolégica é uma resposta inflamatdria de origem
infeciosa/ ndo infeciosa do endométrio, segundo Abdelnaby et al. (2020), ocorre como
um processo de depuracao do lume uterino a presenca de ar, urina, sémen, bactérias,
fungos ou leveduras (FEDORKA et al., 2017; WOLF et al., 2012). As éguas tém sido
classificadas como resistentes ou suscetiveis a endometrite, sendo as suscetiveis
aquelas que tem maior possibilidade de apresentar resposta inflamatéria exacerbada
apds acasalamento ou inseminacao, dificultando a mobilidade do espermatozoide na
tuba uterina e a implantagdo embrionaria (CHOE et al., 2010; HAYES et al., 2012;
MALONEY et al., 2019; WOLF et al., 2012). As éguas resistentes se caracterizam por
depuragdo dos componentes seminais em menos de 48 horas, o que diminui o grau
de inflamagao endometrial (CANISSO; SEGABINAZZI; FEDORKA, 2020; TUPPITS et
al., 2014; WOODWARD; TROEDSSON, 2015).

Os mecanismos de defesa uterina sdo complexos, havendo interagdo das
barreiras anatémicas, componentes celulares, imunoglobulinas, substancias
bactericidas e fatores mecéanicos (TURNER; HEALEY; SHELDON, 2012). Os
processos inflamatérios no Gtero sdo iniciados com uma resposta de fase aguda a qual
se caracteriza pela liberacdo de mediadores inflamatérios (citocinas, quimosinas e
interleucinas pro-inflamatérias), as quais induzem a producao de proteinas de fase aguda
(PFAs), no figado. As PFAs opsonizam microrganismos e ativam o complemento,
enquanto outras eliminam residuos celulares e radicais livres ou neutralizam enzimas
proteoliticas (JACOBSEN et al., 2006; MALONEY et al., 2019; WOLF et al., 2012).

Mediadores inflamatérios relacionados a endometrite, promovem a producéo de
espécies reativas do oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), as
quais participam como sinalizadores celulares. As EROs podem ser benéficas para o
organismo, por prevenir o crescimento microbiano e facilitar a restaurar a heméstase
(GABAY; KUSHNER, 1999). No entanto, o aumento da geragdo de EROs e ERNSs,
implica um desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes em favor dos

oxidantes, resultando em danos oxidativos e nitrosativos quando EROs e ERNs reagem
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com lipidios celulares, proteinas e acidos nucléicos (ALMANSA-ORDONEZ et al., 2020;
ARTIMANI et al., 2018).

Em estudos recentes avaliaram os fluidos reprodutivos de diversas espécies,
visando estabelecer informacao sobre metabdlitos inflamatérios e sua participacao na
fisiopatologia de algumas doengas reprodutivas e na hemostase do trato reprodutivo
de fémeas e machos (ITZE-MAYRHOFER; BREM, 2020; MALONEY et al., 2019;
MILLER et al., 2019). Maloney e colaboradores (2019), analisaram o componente
proteomico do fluido uterino equino em no estro e no diestro, entre as proteinas de
maior abundancia encontraram-se a ceruloplasmina (Cp), e a proteina C reativa
(PCR), as quais sao proteinas de fase aguda. Prabhu et al., (2009), estudo a resposta
inflamatéria apds inseminacdo em mulheres, as quais apresentaram maiores niveis
de Cp e PCR no soro. Em 2011 Krakowski et al., indicou que o amiloide sérico (ASA)
e a haptoglobina (Hp), foram uteis para o diagnéstico de inflamagdes genitais e
uterinas, que poderiam levar a morte embrionaria precoce.

Abdelnaby et al. (2020), avaliaram os padrdes hemodinamicos uterinos e o
estresse oxidativo de éguas com endometrite, determinandoum aumento significativo
de metabdlitos de processos oxidativos (malondialdeido [MDA] e metabdlitos do oxido
nitrico). Tirma et al. (2006) estudaram o status oxidativode éguas com cistos uterinos,
mediante a mensuracdo de MDA e antioxidantes (glutationa [GSH], B-caroteno,
vitamina E, glutationa peroxidase [GSH-Px], catalase [CAT]).

Poucos estudos correlacionam status oxidativo e proteinas de fase aguda em
éguas com doencgas reprodutivas como a endometrite. Por essa razéo, o objetivo
deste trabalho é determinar as proteinas de fase aguda séricas e presentes no fluido
uterino de éguas comendometrite, assim como determinar o status oxidativo do soro
e do fluido uterino de éguas clinicamente sadias.

3.2 MATERIAL E METODOS

O desenho experimental foi submetido ao Comité de Etica no Uso de

Animais/Universidade Federal de Vigosa e aprovado (registro numero 50/2019).
3.2.1 Animais

Foram utilizadas quinze fémeas equinas, com idade média de minima de 4
anos e maxima de 14 anos, e um score corporal (SC) de 2.5 a 3, sem padrao racial
definido. As éguas ficam em pasto aberto misto de capim estrela (Cynodon

nlemfuensis), grama nativa (Paspalum notaum), quicuio(Pennisetum clandestinum) e
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capim-milha (Paspalum conspersum) com agua e sal mineral ad libitum. Todas as
éguas estavam ativas reprodutivamente, como critério de inclusao para o estudo, as
éguas tinham que ter no minimo ovulado duas vezes durante a estacdo de monta do
ano 2019. A classificagdo dos grupos foi mediante exames reprodutivos (citologia
endometrial, cultivo uterino, biopsia endometrial) (dados pertences a outro trabalho de
pesquisa), eéguas diagnosticadas com endometrite (grupo doente), e éguas sem
historico de subfertilidade, e sem sinais de quaisquer patologias reprodutivas (grupo
sadio).
3.2.2 Delineamento experimental

Coletaram-se dados da ficha clinica reprodutiva das éguas para determinar se
tinham ou nao histérico de subfertilidade, realizou-se exame clinico geral, exames
laboratoriais e reprodutivo em todos os animais para descartar doengas inflamatoérias

concomitantes e reprodutivas.

Os animais foram distribuidos segundo os resultados do exame reprodutivo em
dois grupos, o primeiro grupo de éguas com endometrite (grupo doente n=8) e o
segundo grupo éguas sem problemas reprodutivos (grupo sadio n=7).

A coleta de sangue foi realizada em tubos de 4 ml com EDTA 10%, com prévia
antissepsia através da venopunc¢ao da jugular, e 8 ml em tubos sem nenhum adicional
ao frasco. As mostras de sangue sem EDTA foram centrifugadas no local a 3000
rotagdes por minuto, durante 10 minutos, alicotados em microtubos com 1 mL de soro
para evitar degradacdo das proteinas e enzimas no processo de descongelamento,
em seguida congeladas a -20°C para posterior andlise no laboratério. Todos os
materiais utilizados para as coletas eram estéreis. Os animais foram contidos em
troncos préprios para contencao de equinos, minimizando os riscos de acidentes com
0s animais e com os profissionais envolvido. Para a coleta do fluido uterino realizou-
se avaliacao ultrassonografica com prove linear com frequéncia de 5MHz (SonoScape
A5 VET®), para confirmagéo de estro. Todas as coletas ocorreram antes da ovulagao.
Eguas com edema uterino (grado II), cérvix relaxada e presenca de ao menos um
foliculo com 35 mm ou de maior didmetro na auséncia de corpo luteo (CL), foram
submetidas a coleta de fluido uterino, mediante lavagem de baixo volumem (LBV),

utilizando 250 mL conforme descrito por Diel de Amorim et al., (2016).
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Previamente a passagem de sonda estéril para o corpo uterino, foi realizada a
antissepsia da zona perianal com solugéo antisséptica e posteriormente secada com
toalhas de papel. Uma vez passada transcervicalmente a sondapela cérvix, o ttero foi
infundido com 250 mL de solugédo de Hartmann. O liquido instaurado foi recuperado
imediatamente pela mesma sonda, auxiliamo-nos com a realizagcdo de uma

massagem uterina via transretal.

Uma amostra de 50 mL do fluido recuperado da lavagem foi centrifugada a
15009 durante 10 minutos, para remogao de células e particulas. Uma aliquota de
2mL do sobrenadante foi recuperada e acondicionada em microtubos, os quais foram
congelados a -20°C até a realizacao das analises.

3.2.3 Analise laboratorial
3.2.3.1 Obtencéo das proteinas totais

As concentracdes das proteinas totais do soro foram mensuradas pelo método
de Biureto, com reagentes comerciais especificos e obtidas as leituras em
espectrofotdbmetros (automatico) no laboratério clinico. As amostras de soro para
dosagem de proteinas totais estavam acondicionadas em frascos estéreis e
congeladas a -20°C. Para a realizagdo das dosagens as amostras foram
descongeladas em temperatura ambiente.

3.2.3.2 Analise proteémica das proteinas do soro e do fluido uterino
3.2.3.2.1 Eletroforese de proteinas séricas

O fracionamento proteico do soro, foi realizado mediante eletroforese vertical
dasamostras em gel de proliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), baseado no método descrito por Laemmli (1970), com algumas modificacoes.

As concentracdes das fracdes proteicas e dos pesos moleculares foram
determinadas por densitometria computadorizada (Lablmage 1D, Loccus), a partir da
digitalizagéo dos géise leitura das bandas das proteinas. Foram utilizados pesos de
200; 116,2; 97.4; 66,2; 45; 31; 21,5; 14,4 e 6,5 kDa (Faixa ampla; Bio-Rad). A
identificacdo das proteinas foi realizada por espectrometria de massa (tempo de
dessorgao por ionizagao de laserassistido por matriz de espectrometria de massa de
véo [MALDI-TOF]), seguindometodologias descritas na literatura (CARVALHO FILHO
et al., 2020; GIRARDI et al.,2019; SOUTO et al., 2019).
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Foi realizado a digestdo enzimatica seguindo o protocolo descrito por
Shevchenko et al. (2006). As proteinas identificadas foram confirmadas como software
BioTools, versao 3.2, (Bruker Daltonics) e Mascot Daemon (Matrix Science,Londres,
Reino Unido) em comparacdo com o banco de dados de proteinas para a familiade

equinos obtidos no banco de dados UniProt (http: / www. uniprot.org).

O resultado obtido pelo Mascot foi validado estatisticamente pelo aplicativo Scaffold,
versao 3.6.4 (Proteome Software Inc, Portland, OR). Para a validagao dos peptideos
identificados, foiutilizado o algoritmo PeptideProphet (KELLER et al., 2002) e, para as
proteinas, o algoritmo ProteinProphet (NESVIZHSKII et al., 2003). Como critério de
aceitacao, foram adotados os parametros que apresentavam probabilidade minima
de 90% deidentificacao tanto das proteinas quanto dos peptideos, com a presenca de
pelo menos umunico peptideo para cada proteina identificada

3.2.3.2.2 Eletroforese de proteinas do fluido uterino
Para o fracionamento dos diferentes constituintes proteicos do fluido uterino, foi

realizada corrida eletroforética das respetivas amostras em gel de poliacrilamida
contendo dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli
(1970) modificada. Para a corrida, utilizou-se o sistema vertical de eletroforese (Mini -
PROTEAN® Tetra System BIO-RAD).

Para a eletroforese foi utilizado gel de separacao a 14% e gel de empilhamento
a 4%. Parao preparo das amostras e fracionamento das proteinas, foi adicionado 15
ML do sobrenadante do fluido uterino diluidos em 3 uL de agua Mili-Q e 6 uL de gel
mix. Umaaliquota de 24 yL de cada amostra foi depositada em uma determinada
cavidade do gel, tendo a primeira e a ultima amostra de cada gel em duplicata, além
da amostra padrao (marcador de peso molecular) como referéncia. Inicialmente a
cuba foi submetida a corrente elétrica de 20 mA, fornecido por uma fonte de energia
apropriada. Apos a passagem das amostras do gel de empilhamento para o gel de
separacao, a corrente elétrica foi aumentada em 25% do valor inicial, perfazendo um
total de 40 mA. Terminada a corrida, a fonte elétrica foi desligada e o gel retirado da
placa para ser coradodurante duas horas em solucao de azul de Coomassie 0,2% sob
agitacao horizontal constante para uma coloracao uniforme. Em seguida, o gel foi
submerso em solucao descorante a base de metanol para retirar o excesso de corante

até que todo o gel se apresentasse nitido.
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Os pesos moleculares e as concentragoes das fracoes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada (Lablmage 1D, Loccus®), a partir do
escaneamento das amostras. Para o calculo do peso molecular se utilizaram
marcadores de pesos moleculares de 200; 116; 97; 66; 55; 45; 36; 29; 24 e 20 kDa.
Para a avaliagdodensitométrica das bandas proteicas confeccionaram-se curvas de
referéncia a partir da leitura do marcador padréo.
3.2.3.3 Analises dos indicadores de estresse oxidativo
As analises para determinar o status oxidativo de éguas com e sem endometrite se
realizaram no Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia da Universidade Federal
de Vicosa-Brasil.
3.2.3.3.1 Determinacao da Oxidacao de Lipidios e Proteinas

A peroxidacao lipidica (LPO) foi estimada de acordo com os niveis totais de
malondialdeido (MDA). A concentracdo de MDA foi determinada por ensaio de
malondialdeido (MDA)/ensaio de tiobarbitarico (TBARS) descrita por Wallin (1993).

Para determinar o dano as proteinas o ensaio de dosagem de proteinas
carboniladas baseado na deteccéo de grupos carbonil das proteinas oxidadas, através
da reacao dos grupos carbonil com o reagente 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para
formar 2,4-dinitrofenil-hidrazona (LEVINE et al., 1990).

3.2.3.3.2 Producao de Oxido Nitrico

A concentracao de oxido nitrico nas amostras foi mesurado com os reagentes
Griess, 0 qual baseia-se na reacao quimica, que utiliza sulfanilamida e dicloridrato de
N-1-naftil-etilenodiamina em condi¢des acidas (acido fosforico) Griess, P. (1879).

3.2.3.3.3 Atividade da Superoxido Dismutase

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi realizada baseado na
capacidade desta enzima em catalisar a reacao do superdxido O2- em perdxido de
hidrogénio e agua e assim, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol
(MARKLUND, 1974).

3.2.3.3.4 Atividade Catalase
A atividade enzimatica da catalase foi mensurada determinado o consumo de

peroxido de hidrogénio, apds interrompida a reacado com molibidato de aménio, este
ensaio foi feito de acordo com Hadwan e Abed (2016).
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3.2.3.3.5 Atividade da glutationa S-transferase
A atividade enzimatica da glutationa S-tranferase (GST) foi determinada

através da formacgao do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (HABIG et al. 1974).
A formacao do CDNB ocorre de forma espontanea em reagdo nao enzimatica, sendo
acelerada pela atividade das enzimas GST.

3.2.3.3.6 Capacidade antioxidante total-FRAP

A capacidade antioxidante total foi determinada por o0 método de capacidade
de reducdo férrica modificada (FRAP), no ensaio de FRAP, utilizam-se Fe*® em
excesso e o fator limitante da formacdo de Fe*>TPTZ e, consequentemente, a
intensidade da cor, é a capacidade de reducao da amostra (FROIDURE et al., 2016).

3.2.4 Estadistica

A analise estatistica foi baseada na avaliagdo de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk.Logo apds, as variaveis paramétricas foram submetidas diretamente ao
teste Two-tailed (T) e, quando n&o-paramétricos, os dados foram submetidos ao teste
Mann- Whitney seguido do teste T. Os resultados de soro e fluido uterino foram
expressos em média + desvio padrao (SD), sendo o nivel de significancia considerado
de p < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism

(verséo 7.0).

3.3 RESULTADOS

Das 15 éguas utilizadas no presente estudo, todas estavam no estro. 8 (53%),
animais foram diagnosticadas com endometrite, sendo incluidas no grupo doente
(GD). Os animais tinham uma idade média de 10,62 * 3,12 anos (média e desvio-
padréo), e um score corporal de 2,87 £ 0,18. Os parametros hematol6gicos do grupo
sadio (GC) e o grupo doente (GD) estavam dentro dos valores de referéncia descritos
por Weiss E Wardrop (2010) (Tabela 1). No leucograma, os valores observados do
grupo sadio estado dentro do intervalo de referéncia.

No presente estudo foram identificadas 10 bandas proteicas com pesos
moleculares de 182 kD a 27 kD, sendo alfa 2macroglobulina (a2 — macro),
ceruloplasmina (Cp), trasferrina (Trf), albumina (Alb), alfa 1 antitripsina (a1 — antitrip),
imunoglobulina G cadeia pesada (IgGcp), haptoglobina (Hp), glicoproteina &cida
(GPA), imunoglobulina G cadeia leve (IgG cl), apolipoproteina A1 (Apo A1) (Tabela 2).
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Tabela 1 — Valores de referéncia de éguas com e sem endometrite € média e desvio-padrao (p<0,05)
dos exames admissionais (hematécrito, leucograma) do grupo sadio e grupo doente.

Valores de Sadio (n=7) Doente (n=8) P

referéncia
Hematdcrito (%) 24- 53* 33,50+4,952 29,95+3,652 0,13
Leucécitos (/mm3)  6.000-12.000* 10143,0+1591, 9038,0+x1645, 0,21
Neutréfilos (/mm3)  2.100-9.000* 4972,0+1150,02 4664,0+577,82 0,51
Linfécitos (/mm3) 900-6.000* 4200,0+1676,02 3637,0+1447, 0,49
Mondcitos (/mms3) 120-1.200* 215,7+117,12 278,0 + 176,62 0,44
Eosindfilos (/mm?) 120-1.440* 623,9+466,22 399,9+265,92 0,26
Basodfilos (/mm?) 0-360* 49,14+91,702 32,75+45,872 > 0,9999
Bastonetes (/mm3) 0 — 240" 82,00 £ 118,92 25,75 +72,832 0,1795

a,b | etras diferentes indicam diferenga estatistica entre o grupo sadio (GC) e grupo doente (GD) pelo
teste de Tukey. *(WEISS e WARDROP, 2010).

Tabela 2 — Média e desvio-padrao das proteinas do grupo sadio e doente (com endometrite).

Sadio (n=7)
417,10+ 134,2a

Doente (n=8) P Média £ SD
210,1+68,01a 0,002

Proteinas (mg/dL)
a2 — macro (182 kD)

Cp (157 kD) 146,30 £46,52a 92,32+ 28,02a 0,016
Trf (89 kD) 813,2+ 359,22 465,2+ 213,12 0,037
Alb (66 kD) 2544+ 551,82 2513+ 279,52 0,88

a1 — antitrip (60 kD) 671,5+127,72  671,3 £ 398,1b 0,991

IgGcep (60 kD) 1706+ 416,82 1006 + 473,52 0,009
Hp (45 kD) 544,0+132,9¢  223,3+108,12 0,0002
GPA (42 kD) 288,3+161,92  139,9+60,19° 0,0422
IgG cl (30 kD) 1637+560,12 158433482 0,8254
Apo A1 (27 kD) 740,8+210,92  548,8+89,13P 0,0349

a2 — macroglobulina (a2-macro); ceruloplasmina (Cp); Trf (transferrina); albumina (alb); a1 —
antitripsina (a1—antitrip); IgG de cadeia pesada (cp); haptoglobina (Hp); glicoproteina &cida (GPA); IgG
de cadeia leve; apolipoproteina A1 (Apo A1). Dados expressos em média + SD (p<0,05). @ ° Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre o grupo sadio (GC) e grupo doente (GD) pelo teste de
Tukey.

Foi observada diferenca estatistica significativa em sete das 10 proteinas
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avaliadas neste estudo, como se pode observar nas imagens 1 e 2. Sendo altamente
significativas as proteinas a2 — macroglobulina (a2—macro); haptoglobina (Hp); IgG de
cadeia pesada (lgGecp), quando p < 0.01. e estatisticamente significativas
ceruloplasmina (Cp); transferrina (Trf); glicoproteina acida (GPA); e apolipoproteina
A1 (Apo A1), quando p < 0.05.

Figura 1 — a2 — macroglobulina (a2—macro); ceruloplasmina (Cp); transferrina (Trf); albumina (alb);
haptoglobina (Hp); glicoproteina acida (GPA). Dados expressos em média £+ SD (* p<0.05e *™ p<
0.01).
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Figura 2 — a1 — antitripsina(a1-antitrip); IgG de cadeia pesada (cp); glicoproteina acida (GPA); IgG de
cadeia leve;apolipoproteina A1 (Apo A1). Dados expressos em média £ SD (* p< 0.05 e ** p< 0.01).
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Os padroes eletroforéticos dos géis do soro de éguas do grupo doente e do grupo.
sadio sdo semelhantes, como se pode observar nas figuras 3A e 3B.

Figura 3 — Gel de poliacrilamida do soro dos grupos doente e grupo sadio. Grupo Doente: CPT F8; CPT
F 12; CPT F16; CPT F 17; CPT F 22; CPT F 23; CPT F 28; CPT F 34. Grupo Sadia: CONTROL F 2;
CONTROL F 3; CONTROL F 5; CONTROL F 6; CONTROL F 7; CONTROL F 8; CONTROL F 9;
CONTROL F 10. PM: peso molecular; BSA: albumina de soro bovino; MALDI equino.
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O perfil proteico no grupo de éguas com endometrite foi semelhante ao
observado no grupo sadio. Esse fato foi demonstrado nos padrdes eletroforéticos do
fluido uterino. Foram obtidas 12 bandas diferentes em ambos grupos (Fig. 4A e 4B).
A banda proteica de 20-25 kDa foi observada em 71% das éguas do grupo sadio e
62% no grupo doente.

Figura 4 — Mini gel de poliacrilamida do fluido uterino dos grupos controle e grupo sadio. (A): Grupo
Doente: CPT F8; CPT F 12; CPT F16; CPT F 17 e Grupo Sadia: CONTROL F 2; CONTROL F 3;

CONTROL F 5; CONTROL F 6. (B): Grupo Doente: CPT F 22; CPT F 23; CPT F 28; CPT F 34 e Grupo
sadio: CONTROL F 7; CONTROL F 8; CONTROL F 9; CONTROL F 10. PM: peso molecular.
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Os padrdes eletroforéticos do fluido uterino de éguas sem doencgas uterinas e
com endometrite do nosso estudo, estdo demonstrados nas figuras 4A e 4B. Nas
éguas sem endometrite esses padrdes foram caracterizados principalmente por duas
bandas observadas num 71% dos animais e estavam localizados nas faixas de peso
molecular de 15-20 kDa e 20-25 kDa (Tabela 3). Uma terceira banda na faixa de 10-
15 kDa foi observada em 57% dos animais (Tabela 3) e, por fim, em alguns fluidos
uterinos, uma banda de médio peso molecular foi observada localizada na faixa de
55- 60 kDa (Tab. 3). 41,6% das proteinas do fluido uterino tinham meio peso

molecular, e o restante era de médio a alto peso molecular.

Tabela 3 — Médias + desvio padrdo dos pesos moleculares (PM) das proteinas detectadas no fluido
uterino de éguas sem endometrite.

Sadio PM (kDa)
PM (kDa)
(n=7) Média + SD
10-15 4 12,91 £ 0,56
15-20 5 18,97 0,45
20-25 5 22,43 + 0,80
25-30 2 25,14 £ 0,05
40-45 1 44,95
45-50 1 45,13
50-55 2 52,36 + 1,56
55-60 3 57,77 + 1,66
60-65 2 62,53 + 1,36
90-95 1 93,84
160-165 1 162,87
185-190 1 189,66

PM: peso molecular; kDa: kilo daltons

As proteinas da faixa de 20 a 25 kDa foram observadas em 5 éguas com
endometrite (Tab. 4). Bandas nas faixas de 15-20 kDa e 55-60 kDa também foram
observadas, em 3 delas (Tab. 4). Embora o aparecimento de bandas na faixa de alto
peso molecular foi mantido, os pesos moleculares foram diferentes (75-80 kDa, 80-85
kDa e 120-125 kDa) (tab. 4), em comparacgao as bandas identificadas no grupo sadio
(90-95 kDa, 160-165 kDa e 185-190 kDa) (Tab. 3). Por fim, as proteinas de médio
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peso molecular representaram 50% no grupo com endometrite e o restante das
proteinas apresentou peso molecular baixo e alto, sendo 25% pra cada um.

Tabela 4 — Médias + desvio padrdo dos pesos moleculares (PM) das proteinas detectadas no fluido
uterino de éguas com endometrite.

Doente PM (kD)

PM (kDa)
(n=8) Média + SD
15-20 3  17,49t1,64
20-25 5 20,58 +0,56
25-30 2 2820+1,65
40-45 1 44,95
45-50 1 47,96
50-55 3 54,14 +0,15
55-60 2 57,47+0,82
60-65 1 63,19
65-70 1 66,2
75-80 2 72,39+1,03
80-85 2 81,14+0,36
120-125 1 122,79

PM: peso molecular; kDa: kilo daltons

Os indicadores de estresse oxidativo avaliados em éguas com endometrite e
éguas sem endometrite (grupo sadio), foram superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa S-transferase (GST), 6xido nitrico (NO), malondialdeido (MDA),
capacidade de reducéo férrica (FRAP), e proteina carbonilada (Ptn. Carbonilada),

estas enzimas analisaram-se em amostras de soro e fluido uterino (Tab. 5 e 6).

Dados expressos em média + SD (p<0,05). & P Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os grupos sadio e doente. Teste T. SOD: superoxido
dismutase; CAT: catalase; GST: glutationa S-transferase; NO: éxido nitrico; MDA:
malondialdeido; FRAP: capacidade de reducéo férrica; Ptn. carbonilada: proteina

carbonilada
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Tabela 5 — Médias * desvio padrdao dos marcadores de estresse oxidativo de em soro de animais do
grupo sadio e grupo de éguas com endometrite.

Soro Sadio (n=7) Doente (n=8) Dados
SOD (U/mg protein) 3,36 + 4,752 6,38 + 3,802 0,09
CAT (U/mg protein) 3199,0 £ 52,12 218,5+100,3°  <0,0001
GST (umol/min' g') 98,09 + 19,332 151,7 + 48,09° 0,01
NO (uM) 1,56 + 1,492 0,04 +0,00° 0,0003
MDA (umol.L-1) 0,01 + 00,0042 0,01 £ 0,0042 0,63
FRAP ( uM) 0,10 £ 0,032 0,54 +0,10° <0,0001
Ptn. carbonilada 11,58 + 3,222 32,18 £ 11,26° 0,001

(nmol/mL-1)
Expressos em média = SD (p<0,05). @b Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os
grupos sadio e doente. Teste T. SOD: superéxido dismutase; CAT: catalase; GST: glutationa S-
transferase; NO: 6xido nitrico; MDA: malondialdeido; FRAP: capacidade de reducgdo férrica; Ptn.
Carbonilada: proteina carbonilada.

As atividades antioxidante séricas de algumas enzimas tiveram diferencas
estatisticas significativas como se pode observar na imagem 3. A CAT (<0,0001) e
GST (0,01) tiveram diferenca significativa, sendo maior a atividade no grupo sadio da
CAT em comparacao com o grupo doente (éguas com endometrite), a atividade
antioxidante do GST foi maior no grupo doente que no grupo sadio. O oxido nitrico
(NO) sérico teve diferenca significativa entre os grupos (0,0003), tendo maior atividade
no grupo sadio em comparacao com o grupo doente. Os animais do grupo doente
tiveram maior atividade sérica do FRAP (<0,001) em comparacédo com o grupo sadio.

Figura 5 — Analise dos niveis em soro de malondialdeido (MDA), capacidade de reducgéo férrica (FRAP)
e proteina carboniladas (C.P). Malondialdeido (MDA), capacidade de reducgéo férrica (FRAP) e proteina
carboniladas (C.P).
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Figura 6 — Analise dos niveis em fluido uterino de malondialdeido (MDA), capacidade de reducao férrica
(FRAP) e proteina carboniladas (C.P). Malondialdeido (MDA), capacidade de reducgéao férrica (FRAP) e
proteina carboniladas (C.P).
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No fluido uterino a atividade oxidante e antioxidante das diferentes enzimas
avaliadas nao apresentaram diferencias estatisticas significativa como se pode

observar na tabela 5 e 6.

Tabela 6: Médias estimadas * desvio padrao das concentragdes de analitos do perfil oxidativo de em
fluido uterino de animais do grupo sadio e grupo de éguas com endometrite.

Fluido Sadio (n=7) Doente (n=8) p

SOD (U/mg protein) 1,46 + 1,652 0,44 + 0,672 0,26

CAT (U/mg protein) 3217,0 £ 7,392 3214,0 + 20,382 0,14

GST (umol/min' g7) 154,0 £ 20,582 164,7 £ 31,612 0,45

MDA (umol.L-1) 0,11 + 0,0052 0,09 £ 0,0182 0,13

FRAP (uM) 0,007 £ 0,0142 0,0007 £ 0,0012 0,39

Ptn. Carbonilada 4,16 £ 4,032 4,41 £ 4 462 0,91
(nmol/mL-1)

Dados expressos em média + SD (p<0,05). 2 ° Letras diferentes indicam diferencas significativas entre
os grupos sadio e doente. Teste T. SOD: superéxido dismutase; CAT: catalase; GST: glutationa S-
transferase; NO: 6xido nitrico; MDA: malondialdeido; FRAP: capacidade de redugdo férrica; Ptn.
Carbonilada: proteina carbonilada.

3.4 DISCUSSAO

O presente estudo avalio o perfil proteico e o status oxidativo em éguas com
endometrite e éguas sem doencas uterinas, encontrando diferencas quando a
abundancia de proteinas de fase aguda (PFAs), e marcadores do estresse oxidativo
(EO), no fluido uterino e no soro. Proteinas de fase aguda apresentaram diferencias

significativas, indicativo de processos inflamatérios ativos em éguas com endometrite,
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assim, com uma maior atividade de enzimas antioxidantes nas éguas sem
endometrite, diferente a o observado no grupo doente. A presenca de bandas
proteicas no fluido uterino nos sinala uma maior permeabilidade endometrial no estro,
quando se realizou a comparac¢ao dos pesos das bandas proteicas, se identificou que
algumas de elas estavam relacionadas com processos pro e anti-inflamatorio.

Na endometrite, o Uutero apresenta um aumento significativo de liquido
intrauterino, o qual se caracteriza pela presenca de elevado numero de células
inflamatérias, isto ocorre pelo aumento da permeabilidade vascular, a qual esta
também relacionada com o0 aumento da atividade secretora endometrial que acontece
durante o estro (BOLLWEIN et al., 2002; FEDORKA et al., 2017b).

O trabalho publicado por Elizabeth Maloney e colaboradores (2019) , relataram
a presenca de 172 proteinas no estro, destas, (TROEDSSON, 1999), 3 das 6
proteinas mais abundantes sdo descritas como PFAs negativas: Apolipoproteina A-1,
a alfa-1B-glicoproteina e a serotransferrina. Khan e colaboradores (2020), detectaram
abundancia de proteinas no fluido uterino, ndo obstante, eles ndo acharam presenca
de PFA’s. As proteinas de maior abundancia relatadas s&o proteinas de choque
térmico (proteina 1a relacionada ao choque térmico de 70 kDa e proteina cognata de
choque térmico de 71 kDa), as quais sdo diretamente relacionadas com o estro em
espécies como a bufalina, (MUTHUKUMAR et al., 2014; SANKARGANESH et al.,
2018) , uma das funcgdes fisioldégicas destas proteinas esta relacionado com a
protecdo ao dano estrutural de outras proteinas por radicais livres.

Na endometrite, ocorre um extravasamento celular, caracterizado por inflamacao
do utero e aumento de liquido uterino com elevado numero de neutréfilos (FEDORKA
et al., 2017a; MENDONCA, 2012; REILAS; KATILA, 2002; TURNER; HEALEY;
SHELDON, 2012) . Alguns trabalhos sobre endometrite em éguas, nas suas
metodologias estimulam a resposta inflamatéria endometrial, apds, desafio com
agentes pro-inflamatérios como bactérias (REGHINI et al., 2015) , sémen congelado
(TUPPITS et al., 2014) , liquido seminal (TROEDSSON, 1999) , espermatozoides
mortos (FUMUSO et al., 2003), entre outros. A resposta inflamatéria relatada € devido
ao aumento do foco inflamatério no utero, tendo maior liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-1, que servem como estimulo para a produgcéo no
figado de proteinas de fase aguda e células inflamatérias para o utero (ARLAS et al.,
2015; MALONEY et al., 2019; REILAS; KATILA, 2002).

Um estudo recente avaliou o perfil proteémica do fluido uterino de éguas no
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estro e no diestro, e detectou abundancia de proteinas no fluido uterino em ambos
grupos, nao obstante, assim como nosso estudo, eles ndo acharam presenca de
PFA’s. As proteinas identificadas por eles, foram proteinas de choque térmico
(proteina 1a relacionada ao choque térmico de 70 kDa e proteina cognata de choque
térmico de 71 kDa), as quais sao diretamente relacionadas com o estro em outras
espécies (MUTHUKUMAR et al., 2014; SANKARGANESH et al., 2018), proteinas
inibidoras de protease e membros do sistema complemento, incluindo C3. (KHAN;
DIEL DE AMORIM; CHENIER, 2020). Elizabeth Maloney e colaboradores realizaram
a comparacao também do proteoma uterino de éguas em diferentes momentos do
ciclo estral, eles acharam 172 proteinas no estro, destas, 3 das 6 proteinas mais
abundantes sdo descritas como proteinas de fase aguda negativas: Apolipoproteina
A-1, a alfa-1B-glicoproteina e a serotransferrina (MALONEY et al., 2019)). Na
endometrite, ocorre um extravasamento celular, caracterizado por inflamagéo do utero
e aumento de liquido uterino com elevado numero de neutréfilos (FEDORKA et al.,
2017a; MENDONCA, 2012; REILAS; KATILA, 2002; TURNER; HEALEY; SHELDON,
2012).

Os trabalhos sobre endometrite em éguas, nas suas metodologias estimulam a
resposta inflamatéria endometrial, apo6s, desafio com agentes pro-inflamatérios como
bactérias (REGHINI et al., 2015), sémen congelado (TUPPITS et al., 2014)), liquido
seminal (TROEDSSON, 1999), espermatozoides mortos (FUMUSO et al., 2003), entre
outros. A resposta inflamatéria relatada é devido ao aumento do foco inflamatério no
utero, tendo maior liberagao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q, IL-6, IL-1, que
servem como estimulo para a producéo no figado de proteinas de fase aguda e células
inflamatérias para o Utero (ARLAS et al.,, 2015; MALONEY et al.,, 2019; REILAS;
KATILA, 2002). Nossa metodologia objetivou estudar a resposta inflamatéria de fase
aguda, mediante a mensuragao de proteinas de fase aguda, e perfil oxidativo, em
éguas no estro naturalmente acometidas com endometrite, devido a isso, a resposta
inflamatoria pode-se analisar como uma resposta fisiolégica, com graus de inflamacéao
diferente devido a presenca ou auséncia da enfermidade

Os pesos moleculares das proteinas obtidas neste trabalho, foram reportadas
por outros trabalhos onde fizeram identificacdo delas por espectrometria de massa.
Entre elas estdo as bandas com peso molecular de 15 kDa, identificada como B-
globina (HBB) por Maloney et. Al. (2019), e Khan et. Al. (2020)); estes autores também

reportaram proteinas com pesos moleculares semelhantes aos achados nosso
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trabalho, como a banda proteica com peso molecular de 21 kDa, a qual identificaram
como IGLL1 (Polipeptideo 1 de imunoglobulina semelhante a lambda), a proteina de
peso molecular 28 kDa, a qual pode corresponder a apolipoproteina A-1 (Apo A-1); a
banda com peso 43 kDa ¢é identificada como glicoproteina acida (GLA); foi identificada
também uma proteina de 66 kDa a qual € nomeada como albumina (ALB); por ultimo,
foi identificada uma banda proteica com um peso molecular de 80 kDa, a proteina ja
descrita com este peso € a Transferrina (TF).

Alguns trabalhos descrevem uma associagao entre a endometrite e 0 aumento
das concentracdes séricas de proteinas de fase aguda (CANISSO; SEGABINAZZI;
FEDORKA, 2020; CHAN et al., 2010; CHRISTOFFERSEN et al., 2012; MALONEY et
al., 2019). Nossos resultados foram discordaram aos reportados por Tuppits e
colaboradores em 2014, eles nao encontraram diferencas nas concentracbes de
PFA’s antes e depois da inseminacao artificial, assim como em 2012 Christoffersen et
al, ndo encontraram alteracbes nas concentragcées plasmaticas de SAA apdés a
inoculagdao com doses menores de E. coli durante o estro e essas diferencas parecem
ser tanto dependentes da dose quanto relacionadas a fase do ciclo. No entanto,
estudos como o de Krakowski (2011) sugeriram que altas concentracées de SAA e
Hp antes da ovulagdo e inseminacdo podem ser um indicador de endometrite
subclinica latente, que nao pode ser diagnosticada por ultrassonografia. Isso sugere
a necessidade de examinar a utilidade dos niveis de PFAcomo uma ferramenta
adicional para o diagnéstico de endometrite subclinica (SIKORA, 2015). Lobo et al.
em 2012 avaliaram o efeito da corticoterapia na presenca de infecgéo e o aumento da
a 1 -antitripsina (AAT), transtirretina (TT), e a actina, e redug¢édo de imunoglobulina (Ig)
G. Quando ha infeccao intra-uterina observou-se aumento da haptoglobina (Hp) e
apolipoproteina A-1 (ApoA-1) e diminuigao da transferrina (TF). Bastos et al. em 2019
encontraram proteinas relacionadas ao transporte de lipidios através da capsula
embrionéaria, motilidade uterina, geracdo de ATP, tolerancia imunolégica materna,
proliferacao celular, diferenciagéo, metabolismo e angiogénese.

Os resultados de Christoffersenet al, (2010) diferiram com resultados obtidos
no presente estudo, eles observaram aumento transitério da concentragédo de ASA
apoés infusdo intra-uterina com uma alta dose de Escherichia coli durante o diestro.

O uso direcionado de fluido uterino da fémea equina pode ter efeitos de apoio
em processos reprodutivos, assim como, na regulacao da homeostase uterina. Os

mecanismos de defensa uterino sdo complexos, havendo interagcdo das barreiras
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anatémicas, componentes celulares, imunoglobulinas, substancias bactericidas e
fatores mecéanicos (WOODWARD, E. M., & TROEDSSON, M. H. T. 2015). O Gtero da
égua é mantido livre de contaminantes através de mecanismos fisicos, imunol6gicos
e de um sistema linfatico funcional. As barreiras fisicas que impedem o acesso de
microrganismos ao utero sdo a vulva (CASLICK,1937; PASCOE, 1979), a prega
vestibulo-vaginal e a cérvix (LEBLANC ET AL., 1995). Na espécie equina,
independentemente do método de cobertura, o sémen é depositado na luz uterina,
portanto, neste momento, as barreiras fisicas sao ultrapassadas, sendo o
espermatozoide, proteinas do plasma seminal e bactérias do sémen e do pénis do
garanhdo, responsaveis pela inducdo de uma resposta inflamatéria aguda
(TROEDSSON, 1997). O utero reage rapidamente a presenca do sémen através de
um aporte de neutréfilos, que sao identificados no Utero 30 minutos ap6s a cobertura
(KOTILAINEN et al.,, 1994). Esta resposta objetiva a eliminagdo do excesso de
espermatozdides e daqueles defeituosos ou mortos (TROEDSSON et al., 1997). A
contratilidade miometrial € um importante mecanismo para a eliminacao rapida do
agente agressor e dos componentes e subprodutos inflamatérios, que ¢é
imprescindivel para a limpeza fisica da luz uterina (EVANS et al., 1987; LEBLANC et
al., 1994; TROEDSSON et al., 1993a).

Nossos resultados foram discordaram aos reportados por Tuppits e
colaboradores em 2014, eles ndo encontraram diferencas nas concentragdes de
PFA’s antes e depois da inseminacao artificial, assim como em 2012 Christoffersen et
al, ndo encontraram alteracbes nas concentracées plasmaticas de ASA apés a
inoculacao com doses menores de E. coli durante o estro e essas diferencas parecem
ser tanto dependentes da dose quanto relacionadas a fase do ciclo. No entanto,
estudos como o de Krakowski (2011) sugeriram que altas concentracées de amiloide
sérico A (ASA) e Hp antes da ovulacao e inseminacdo podem ser um indicador de
endometrite subclinica latente, que ndo pode ser diagnosticada por ultrassonografia.
Isso sugere a necessidade de examinar a utilidade dos niveis de PFA como uma
ferramenta adicional para o diagnéstico de endometrite subclinica (SIKORA, 2015).
Lobo et al. em 2012 avaliaram o efeito da corticoterapia na presencga de infec¢do e o
aumento da a 1 -antitripsina (AAT), transtirretina (TT), e a actina, e reducdo de
imunoglobulina (Ig) G. Quando héa infecgdo intra-uterina observou-se aumento da
haptoglobina (Hp) e apolipoproteina A-1 (ApoA-1) e diminuigdo da transferrina (TF).
Bastos et al. em 2019 encontraram proteinas relacionadas ao transporte de lipidios
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através da cépsula embrionaria, motilidade uterina, geracdo de ATP, tolerancia
imunol6gica materna, proliferacédo celular, diferenciagéo, metabolismo e angiogénese.

No proteinograma realizado neste trabalho, ndo foi possivel identificar bandas
correspondentes a ASA, para isso, era preciso géis de poliacrilamida de porosidades
diferentes a os realizados neste estudo; ndo obstante, encontrar baixos niveis de
ApoA-1é um indicador promissorio de o possivel pro-inflamatério das éguas com
endometrite. Pesquisam em humanos, tem reportado uma correlagdo positiva e
independente entre 0 ASA e a ApoA-1, estes estudos indicam que uma diminuicao da
ApoA-1 e um aumento da ASA durante em periodo de inflamagéo aguda, A alteracao
dessas duas proteinas e se existe relagdo entre SAA e ApoA-I na endometrite equina
é desconhecida, mas € um resultado promissor (WANG et al., 2013).

A ativacao do sistema imunolégico em resposta a endometrite associada a
producédo excedente de NO faz parte do mecanismo de defesa do corpo. O acumulo
de NO aceleraa peroxidacgéo lipidica, sendo que este ultimo induz um processo
oxidativo que agrava a inflamacao, produz dano celular e, consequentemente, causa
infertilidade. O aumento da producéao de radicais livres leva a elevagao do MDA. Os
indicadores de estresse oxidativo avaliados neste trabalho foram superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), 6xido nitrico (NO),
malondialdeido (MDA), capacidade de reducéo férrica (FRAP), e proteina carbonilada
(Ptn. Carbonilada), estas enzimas analisaram-se em amostras de soro e fluido uterino.

O conteudo de proteinas carbonilada e a atividade do malondialdeido séo
utilizados como marcadores de oxidagdo de proteinas e lipidios e servem como
indicadores de desequilibrios oxidativo e antioxidante (BEHERA et al., 2016; SOUZA
et al., 2018; YARALIOGLU-GURGOZE et al., 2005), nosso trabalho o contetudo de
proteina carbonilada e MDA mostraram diferenca estatistica significativa, nao
obstante, ao visualizar o comportamento por individuos se evidenciou uma maior
atividade de MDA no soro de éguas com endometrite quando comparado com as
éguas do grupo sadio. No momento da ativagdo de resposta imune uterina em éguas,
tem-se associada a producéo de NO como parte do mecanismo de defensa tecidual.
O acumulo de NO promove a peroxidacao lipidica induzindo a producao de MDA
(BEHERA et al., 2016; HANAFI et al., 2008; YARALIOGLU-GURGOZE et al., 2005).
O aumento de radicais livres também aumenta o dano as proteinas, refletindo um
aumento dos niveis de proteinas carboniladas (SOUZA et al., 2018). ABDELNABY. et
al. (2020) um estudo publicado recentemente relataram aumento da atividade do MDA
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em éguas com endometrite, assim como foi reportado por Sema et al. (2005), eles
avaliaram a concentragdo plasmatica de malondialdeido (MDA) e a atividade da
glutationa peroxidase (GPx) eritrocitaria, comparando éguas com endometrite e éguas
saudaveis.

Mohamed et al. (2008) identificou que em fémeas com endometrite a

superproducgao de radicais livres pode ser um fator contribuinte na reducao do status
antioxidante e no aumento do grau de peroxidacéo lipidica, ja que, no seu estudo teve
um aumento significativo em MDA, bem como uma diminui¢cao de status antioxidante
total (TAS). A produgéo excessiva de radicais livres e as moléculas liberadas no utero
durante a inflamagéo podem interferir na sobrevivéncia do embrido (TROEDSSON,
1999). Sabe-se que na endometrite geram-se ions superdxidos e radicais hidroxila
nos tecidos. Esses radicais, por sua vez, interagem com os lipidios e proteinas
celulares, levando a oxidagdo em cadeia dos componentes celulares (DALLE-DONNE
et al., 2003; JONES, 2006). Souza et al., (2018) relatou como as alteracbes
moleculares por radicais livres podem afetar diretamente os sistemas de defesa
antioxidante das células promovendo alteracées morfolégicas nos Orgaos, estas
modificagcdes teciduais como inflamag&o local, aumento de células inflamatérias,
disturbios vasculares entre outras (OLIVEIRA et al., 2018).
A sobrecarga oxidativa do tecido uterino pode ser causada por uma reducdo nas
atividades das enzimas antioxidantes (SOUZA et al.,, 2018). Antioxidantes
enzimaticos, como SOD, CAT e GST, e néo e'nziméticos, como vitaminas (acido
ascorbico, a- tocoferol), carotendides e glutationa sdo essenciais para manter o
equilibrio pré-oxidante-antioxidante e, assim, manter a homeostase celular (OLIVEIRA
et al., 2018). A SOD é uma metaloproteinase envolvida na dismutacao de O2 - em O2
e H202, representando a primeira linha de defesa enzimatica contra ROS, a CAT
catalisa a decomposicao de H202 em agua e oxigénio, protegendo a célula de danos
oxidativos gerados por H202. O GST tem potencial de eliminagdo, uma vez que
catalisa a conjugacao da glutationa com varias espécies reativas (FRANCA et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2018; SOUZA et al., 2018).

Nos resultados deste trabalho, houve uma menor atividade de enzimas
antioxidante no grupo doente, em comparagdo com o grupo sadio. A CAT, é uma
enzima antioxidante que age tentando impedir o acumulo de peroxido de hidrogénio,
acoplando-se ao ion ferro, esta atividade reduzida da CAT, pode estar associada a
uma diminui¢cdo dos niveis de ferro, assim como a diminuigdo da atividade do FRAP,
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e proteinas associadas ao metabolismo do ferro, a transferrina, haptoglobina e a
ceruloplasmina. Entre os mecanismos de resposta inata a agentes microbianos, esta
a liberacdo de proteinas de fase aguda pelo figado (KHARE et al.,, 2010), néao
obstante, nos, nosso grupo de éguas doentes, ndo tinham, éguas com endometrite
infecciosa, ao qual abjudicamos a ndo elevagédo de proteinas de fase aguda como
haptoglobina e ceruloplasmina, as quais estao reportadas em trabalhos com éguas
com endometrite infecciosa ((HIRVONEN et al., 1999; SIKORA et al., 2016; TUPPITS
etal., 2014), estas proteinas faz parte dos mecanismos antimicrobianos do hospedeiro
que reduz a disponibilidade de ferro para os patégenos.

O ferro desempenha papel fundamental nos danos induzidos por ROS nos
tecidos e em processos inflamatérios, dado o papel desse metal na resposta a hip6xia,
estresse oxidativo, proliferacdo e metabolismo celular (JOHNSON; WESSLING-
RESNICK, 2012). Quando tem-se um aumento do ferro livre, da-se um aumento na
producéo de espécies reativas de oxigénio, o ferro é necessario para o transporte de
elétrons para funcao do citocromo na respiracao aerébica, quando é preciso o ferro
pode ser liberado da ferritina, a quel é, uma das formas de armazenamento deste
metal, para atender as demandas de transporte de oxigénio e metabolismo energético.
Esse mecanismo limita o excesso de ferro livre que, de outra forma, geraria espécies
reativas de oxigénio. A Transferrina circulante, que entrega ferro as células através da
captacao mediada por receptor, também fornece um segundo pool de armazenamento
que é mais dinamico por natureza do que o armazenamento de ferritina, distribuindo
ferro de locais de armazenamento (por exemplo, figado) para o utero, nosso trabalho
a transferrina estive diminuida no grupo doente em compara¢ao com o grupo controle
(LANCHEROS- BUITRAGO et al., 2020; THEIL, 2011; WANG; PANTOPOULOQOS,
2011).

Mette et. Al., (2010) descreveu que logo apds a reproducdo ou introducéo de
patdégenos no lumen uterino, os neutréfilos polimorfonucleados (PMNs) migram para
o lumen uterino e o fluido intrauterino contendo mediadores inflamatérios se acumula,
dita, ativacao do sistema imunolégico inato atua em conjunto com a depuracéo
mecanica para ajudar o lumen uterino a limpar a resposta inflamatéria local apés o
acasalamento (DIEL DE AMORIM et al., 2016). Esta interagdo entre componentes pro-
inflamatérios e anti- inflamatérios, pode explicar nossos resultados.

Em patologias crénicas como a endometrite equina, tem se caracterizado por o

aumento de polimorfonucleares apdés a copula ou inseminagdo, resultando na
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inflamagdo do endométrio, os neutréfilos e células endoteliais desempenham um
papel significativo na patogénese de lesbes de mucosas, entre elas as uterinas,
induzidas pér os neutréfilos ativados que geram produtos que danificam o tecido,
como espécies reativas de oxigénio, protease, colagenase e um complexo ferroso de
ferro-ferritina (NAITO et al., 1998). A peroxidacao lipidica mediada por radicais livres
de oxigénio é considerada uma causa importante de destruicdo e danos as
membranas celulares.

Em nosso trabalho, ndo foram identificadas as bandas proteicas dos minigéis,
nem do soro, nem do fluido uterino, sem embargo, quando foi comparado os pesos
moleculares das bandas analisadas por nés e, as bandas descritas por outros autores,
podendo assumir, a possibilidade de ser aquelas proteinas, sendo assim, € possivel,
nos ter achado proteinas de choque térmico, estas proteinas sao chaperones
moleculares essenciais para manter as fun¢des celulares, evitando o dobramento
incorreto e a agregacao de polipeptideos nascentes e facilitando o dobramento de
proteinas (ZENG et al., 2014). A abundancia de estas proteinas, pode ter ralacdo com
a pouca atividade das proteinas carboniladas.

3.5 CONCLUSAO

Nosso estudo encontrou o resultado esperado, visto que pesquisas realizadas em
éguas com endometrite apresentam niveis maiores de PFA’s e marcadores de
estresse oxidativo sérico e no fluido uterino. Apropriadamente a metodologia utilizada,
o resultado é aceitavel, mostra que as éguas ainda sendo diagnosticadas com
endometrite apresentam uma resposta inflamatéria maior apés estimulo. Em nosso
experimento as éguas ndo foram inseminadas nem desafiadas com agentes pro-
inflamatérios, como fazem a maioria dos estudos publicados em éguas com
endometrite.

Tanto éguas do grupo sadio como éguas com endometrite, apresentaram alteracoes
do status oxidativo, essas alteragoes geram uma resposta inflamatoria recorrente, a
qual induz a mudancas na producéo de proteinas de fase aguda pelo figado. Neste
trabalho seevidenciou uma diminuicdo nas PFA’s ligadas ao metabolismo do ferro,

assim como enzimas antioxidantes associadas a este ion.
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