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1. INTRODUCAO

Perdas gestacionais tardias representam um grande problema na indUstria
equina, a causa mais frequente de perdas no terco final € da gestacdo é a
placentite. Esta enfermidade normalmente € causada por uma infeccao
ascendente que se insere na placenta via cérvix (TROEDSSON, M. H. T., 1997).
O principal agente causador de infeccbes placentarias € o Streptococcus equi
subespécie zooepidemicus (GILES et al.,1993).

Proteinas de fase aguda (PFAs) sdo consideradas marcadores precoces do
processo inflamatério, auxiliando da deteccdo do grau e curso da inflamacao
(CRISMAN et al., 2008). As PFAs sofrem alteracbes na concentragdo sanguinea
em animais submetidos a injurias, como infec¢des, inflamagbes, traumas
cirargicos ou estresse (MURATA et al.,, 2004). As concentracfes séricas dessas
proteinas estdo relacionadas com a severidade da desordem e da area afetada
(KENT e GOODALL, 1991) e a quantificacdo de sua concentracdo pode fornecer
informacdes para o diagnéstico e prognéstico do animal.

A identificacdo sérica dessas proteinas pode ser realizada por eletroforese
(KANEKO et al., 1997). Segundo Fagliari e Silva (2002), a eletroforese de gel
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE), além de ser de
baixo custo, facil execucdo e necessitar de um volume reduzido de amostra,
possibilita visualizacdo de concentracbes proteicas extremamente baixas e a
identificacdo de 20 a 30 proteinas com pesos moleculares variando de 24.000 até
340.000 daltons.

O objetivo deste estudo foi avaliar o proteinograma sérico em éguas apos a
inducdo e o tratamento de placentite ascendente.

2. METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado na temporada reprodutiva 2012-2013.
Foram utilizadas oito éguas mesticas do Centro de Experimentacdo em
Equinocultura da Palma (CEEP), da Universidade Federal de Pelotas, no
municipio de Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul (31°48'08.2"S; 52°29'51.4"0).

Entre os dias 290-300 de gestacdo, as éguas foram submetidas a inducéo
de placentite, através da infusdo intra-cervical de Streptococcus equi subespécie
zooepidemicus na concentracdo de 10’ UFC, conforme protocolo sugerido por
Bailey et al. (2010). Todas as éguas foram diagnosticadas com placentite, devido
a secrecao wulvar de aspecto purulento, o desenvolvimento precoce do Ubere e 0
espessamento da juncdo Uutero placentaria. Na avaliacdo microbioloégica da
secrecdo foi identificado o crescimento de S. equi zooepidemicus, além da
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presenca de células inflamatérias por citologia, confirmando o diagnostico de
placentite ascendente. O tratamento foi realizado 48 horas pds-indugéo, conforme
o0 protocolo utilizado por Feijo et al. (2014). Sendo este com sulfametoxazol e
trimetroprim na dose de 30 mg/kg, a cada 12 horas, durante 10 dias e flunixin
meglumine, na dose de 1,1mg/kg, a cada 24 horas, durante sete dias.

As éeguas foram acompanhadas constantemente apos a inducao, e todos os
partos foram assistidos para avaliar a necessidade de intervencdo. A placenta foi
inspecionada e pesada imediatamente ap0s a expulsdo, foram coletados
fragmentos de sete pontos desta, conforme o método de Schlafer (2004), e
encaminhados para avaliacdo histopatolégica.

Foram analisadas amostras plasmaticas das éguas em oito momentos: 60
dias pré-parto (M1), 30 dias pré-parto (M2), no dia da inducdo (M3), 24 horas pés-
indugdo (M4), 48 horas poés-indugdo (M5), no dia que antecedeu o parto (M6),
imediatamente ap6s o parto (M7) e 24 horas apds o parto (M8). As amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria da UNESP - Jaboticabal para a realizacdo do
proteinograma.

A concentracdo plasmatica de proteina total foi determinada pelo método
calorimétrico, por reacdo com biureto, utilizando-se o kit comercial (Labtest®),
sendo a leitura realizada por espectofotometro. Foi utilizada a eletroforese de gel
de acrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) para a obtencéo da
concentragao das fragbes proteicas, conforme descrito por Laemmli (1970). As
concentracbes dessas proteinas foram determinadas pelo densitdmetro
computadorizado (Shimadzu CS 9301 - Tokio, Japan). Como referéncia, utilizou-
se uma solugdo marcadora (Sigma - Saint Louis, EUA) com pesos moleculares
29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e 205.000 déltons (Da), além de
proteinas purificadas — albumina, IgG, haptoglobina e transferrina.

Para avaliar a influéncia dos diferentes momentos nas proteinas de fase
aguda foi realizada a analise de variancia simples pelo teste One Way AOV, com
a comparacdo entre as médias através do teste LSD. Os resultados foram
analisados através do programa Statistics 8.0.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacédo Animal da
Universidade Federal de Pelotas sob n° 1589/2012.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No método utilizado foram observadas 23 bandas proteicas, cujos pesos
moleculares variaram de 16KDa a 245 KDa, sendo possivel a identificacdo das
seguintes fracdes proteicas: 175 KDa, 102 KDa, 83 KDa, 63 KDa, 50 KDa, 41
KDa, 39 KDa e 28 KDa. De todas as bandas proteicas encontradas somente as
bandas de 39Kda e 41Kda apresentaram alteracdo em sua cinética nos
momentos avaliados. De acordo com a solucdo marcadora (Sigma — Saint Louis,
EUA), podemos sugerir que essas proteinas seriam al-glicoproteina acida
(39Kda) e haptoglobina (41Kda).

A concentracdo da proteina de 39Kda (a1-glicoproteina &cida) das éguas
apresentou crescimento gradativo a partir das 48 horas ap6s a inducdo da
placentite (fig. 1). J& a de 41Kda (haptoglobina) apresentou uma curva de
crescimento gradativo conforme aproximacdo do parto, como demonstrado na
figura 2, apesar de ndo apresentar aumento significativo entre 0s momentos.
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Figura 1. Concentragcdo sérica de a1- Figura 2. Concentragéo sérica de haptoglobulina
glicoproteina 4cida (mg/dL) nas amostras (mg/dL) nas amostras coletadas em oito
coletadas em oito momentos de éguas com momentos de éguas com placentite ascendente.

placentite ascendente.

Os niveis das proteinas de 39Kda (a1-glicoproteina acida) e 41 Kda
(haptoglobina) aumentaram significativamente apds o estimulo e se mantiveram
em niveis crescentes até o dia do parto. Por serem ambas proteinas de fase
aguda do tipo positivas, seus niveis elevados ou crescentes indicam presenca e
persisténcia do estimulo inflamatoério (Takiguchi et al., 1990; Kaneko et al., 1997).
Para Bailey et al. (2010), utilizando tratamento a base de sulfametoxazol e
trimetoprim na dose de 30mg/Kg, em modelo experimental de placentite induzida,
foi possivel prolongar a gestacdo de éguas com placentite ascendente. No
entanto, para 0 mesmo autor, o protocolo terapéutico ndo foi eficaz em eliminar
completamente a infeccdo bacteriana no Gtero. Assim, 0S niveis crescentes de
proteinas de fase aguda apds a inducdo da placentite, podem indicar a
persisténcia do processo inflamatorio.

De acordo com Eckersall e Bell (2010), os niveis das proteinas de fase
aguda apresentam um pico em seu acréscimo a partir de 24-48 horas apés o
estimulo, 0 que ocorreu nos dados do presente estudo. Apesar disso, eles ainda
relatam que devem rapidamente declinar quando na extingdo do processo. Os
niveis da proteina de 39Kda (a1-glicoproteina &cida) sdo valiosos para o
prognostico e monitoramento de tratamentos e, particularmente, Uteis como
marcadores para a deteccdo de doencas no estagio inicial, da extensdo e
progressdo da doenca e acessar a eficacia de tratamentos ou de alteracfes
relacionadas, na tentativa de melhorar o manejo ou o meio ambiente (Smith,
2005). Os niveis da de 41Kda (haptoglobina) nas éguas demonstraram uma
curva semelhante e, apesar dos aumentos ndo serem significativos, sdo também
indicativos de que houve resposta desta proteina ao estimulo sem regressao apos
o tratamento.

4. CONCLUSOES

No presente estudo, foi demonstrado aumento crescente dos niveis das
proteinas de 39Kda e 41Kda, respectivamente sugestionadas como a1-
glicoproteina acida e haptoglobina, em éguas 48 horas apés a inducdo de
placentite, at¢ o momento do parto. Nao esta elucidado, entretanto, se estes
niveis refletem a persisténcia do processo inflamatorio placentario ou estas
alteracdes sao fisioldogicas no periparto, sendo necessarios novos estudos para
explorar este dado.
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