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Resumo

PAZINATO, Fernanda Maria. ldentificacdo de receptores hormonais na placenta
e avaliacdo do efeito da hormonioterapia em éguas com placentite. 2018. 67f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Foi realizado um estudo com o objetivo de identificar a imunomarcacao dos receptores
de progesterona, receptores de estrogeno alfa (REa), beta (REB) e receptor
relacionado ao estrogeno gama (RREy), e de aromatase na placenta de éguas com
placentite ascendente, tratadas com diferentes terapias hormonais, bem como a
avaliacdo da imunolocalizacdo de leptina e seu receptor na placenta de éguas
saudaveis. O primeiro estudo teve como objetivo avaliar a presenca da leptina e seu
receptor na placenta equina a termo, bem como as concentra¢gdes de leptina durante
a gestacao e no pos-parto. Foram utilizadas 8 (oito) éguas, mesticas Crioulas, com
gestacBes saudaveis. Foram coletados fragmentos placentérios para avaliacdo da
imunolocalizacdo da leptina e seu receptor através da técnica de imunofluorescéncia.
Também foram realizadas dosagens séricas de leptina do 8° més de gestacédo até 24
horas pos-parto. Foi identificada a presenca de leptina e seu receptor no epitélio de
microcotilédones e regido areolar, caracterizando possivel funcdo autdcrina e
pardcrina da leptina em relacéo a gestacdo em equinos. No segundo estudo, o objetivo
foi descrever a imunomarcagao e quantificagédo de receptores de progesterona (RP),
receptores de estrégeno a (REa), B (REB) e receptor relacionado ao estrégeno y
(RREYy), e de aromatase na placenta de éguas com placentite ascendente tratadas
com diferentes terapias hormonais. Foram utilizadas 23 gestacfes, de 20 éguas
mesticas Crioulas, com inducao de placentite experimental aos 300 dias de gestacao,
e sobre diferentes terapias hormonais. Os grupos foram constituidos de um grupo
controle sem inducao de placentite (n=6); sem tratamento (com inducao de placentite,
porém sem terapia, n=3); sulfametoxazole+trimetoprima e flunixim meglumine junto a
terapia hormonal com altrenogest (n=6); sulfametoxazole+trimetoprima e flunixim
meglumine junto a terapia hormonal com altrenogest associada com cipionato de
estradiol (n=4); e sulfametoxazole+trimetoprima e flunixim meglumine junto a terapia
hormonal com cipionato de estradiol (n=4). Foi observada marcag¢ao consistente de
receptores de progesterona, de estrégeno a, B e RREy, e de aromatase,
predominantemente no citoplasma das células de microcotilédoens e epitélio coridnico
de regido areolar. As éguas com placentite recebendo terapia com cipionato de
estradiol demonstraram maior tempo de gestacao e quantificacdo de aromatase na
placenta. Enquanto, as éguas com terapia de altrenogest demonstraram menor tempo
gestacional, e menor expressao de receptores de estrégeno a. Ja nas éguas sem
tratamento e com terapia associada de altrenogest e cipionato, foi observado elevado
namero de receptores de progesterona na placenta.

Palavras-Chave: placentite; equinos; imunofluorescéncia; progesterona; estrogeno.



Abstract

PAZINATO, Fernanda Maria. Immunolocalization of hormonal receptors in mare
placenta and evaluation of the different combined hormone therapy in mares
with placentitis. 2018. 67f. Teshis (Doctor in Sciences) - Programa de Pos-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2018.

The aim of this study was to identify the expression of progesterone receptors, alpha
(REa), beta (REB) receptors and estrogen related-receptor gamma (REy), and
aromatase expression in placenta of mares with ascending placentitis treated with
different hormonal therapies, as well as the evaluation of leptin expression and its
receptor in the placenta of healthy mares. The first study aimed to evaluate the
presence of leptin and its receptor in the placenta at term, as well as leptin
concentrations during pregnancy and after delivery. Eight (8) mares, crossbred
Crioulo, with healthy pregnancies were used in the study. Placental fragments were
collected to evaluate the immunolocalization of leptin and its receptor by the
immunofluorescence technique. Serum levels of leptin from the 8th month of gestation
up to 24 hours postpartum were also performed. Expression of leptin and its receptor
in the microcotilednary epithelium and areolar region were identified, characterizing an
autocrine and paracrine function of leptin in equine placenta. In the second study, the
aim was to describe the expression and quantification of progesterone (PR) receptors,
estrogen receptors a (REa), B (REB) and estrogen-related receptor y (REy), and
aromatase in the placenta of mares with ascending placentitis treated with different
hormonal therapies. Twenty-three (23) pregnancies of twenty (20) crossbred Crioulo
mares were used, the mares had induction of experimental ascending placentitis at
300 days of gestation, and were treated with different hormonal therapies. The groups
was formed by control group, without induction of placentitis (n=6), no tretament group
(with placentitis induced but without tretament n=3); trimetoprim+sulfamethoxazole
with  flunixim meglumine and hormonal therapy with altrenogest (n=6);
trimetoprim+sulfamethoxazole with flunixim meglumine and hormonal therapy with
altrenogest and estradiol cypionate (n=4); and trimetoprim+sulfamethoxazole with
flunixim meglumine and hormonal therapy with estradiol cypionate (n=4). Consistent
immunostaining of progesterone, a, B and y estrogen receptors was observed, and
also aromatase, all the immunostaining with predominance in the cytoplasm of the
microcotyledons cells and areolar region of chorionic epithelium. Mares with placentitis
on estradiol cypionate therapy demonstrated higher gestation length and quantification
of aromatase in the placenta. The mares with altrenogest therapy have demonstrated
shorter gestational length, and least immunostaining for a oestrogens. Meanwhile,
mares without treatment and those with associated altrenogest and estradiol cypionate
therapy have demonstrated increased immunostaining to progesterone receptors in
the placenta.

Key-Words: placentitis; equine; immunofluorescence; progesterone; oestrogens.
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1 Introducéo

A placentite € uma das principais doencas que resultam em abortos e nascimento
de potros natimortos. Em equinos, a forma mais comum de placentite é a infeccéo
ascendente, tendo a cérvix como porta de entrada dos patégenos, e representando
mais de 30% de partos prematuros e perdas dentro das primeiras 24 horas de vida
(LEBLANC, 2008). Diversos patdgenos bacterianos e fungicos sao relacionados com
quadros de placentite em éguas, entretanto, os principais agentes isolados em
placentites ascendentes sdo o0s Streptococcus B-hemoliticos, como Streptococcus
equi subespécie zooepidemicus, e coliformes como a Escherichia coli (GILES, et al.
1993).

A placentite resulta em incremento de citocinas inflamatoérias e pode levar a
qguadros de sepse fetal. Dessa forma, a terapia € baseada no controle da proliferacéao
bacteriana e reducdo do dano inflamatério, além do uso associado de horménios na
tentativa da manutencao da gestacdo (MACPHERSON, 2005).

A terapia para placentite consta com utilizacdo de antibidticos que atingem
concentracfes inibitdrias minimas nos liquidos fetais, como a associacdo de
sulfametazona e trimetoprima. A associacdo com anti-inflamatorios ndo esteroidais,
como a flunixina meglumina e a pentoxifilina também séo descritos para auxiliar na
reducado da expressao de citocinas inflamatérias (MACPHERSON & BAYLE, 2008; LE
BLANC, 2010).

Além da associacdo de antibidtico e anti-inflamatorios, a terapia baseada em
horménios esteroides também tem sido utilizada em éguas com placentite. Dentre os
horménios necessarios para a manutencdo da gestacdo, que sao aplicados em
terapia, estdo a progesterona e o estrégeno. A progesterona atua na manutencgao da
qguiescéncia uterina, e do fechamento da cérvix, estando descrita como fundamental
para a manutencédo da gestacdo (WILSHER, 2011). Enquanto os estrégenos de modo
geral atuam como uteroténicos, com a¢des opostas a progesterona (BOLLWEIN, et
al. 2004).

Ja foi demonstrado variacbes nas concentracdes séricas maternas de

progestagenos e estrogenos em quadro de doenca placentaria. Com relacdo aos
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progestagenos, em doencas crbnicas na placenta, como nas placentites, foi
demonstrado um incremento gradual nas concentracdes de pregnanas, enquanto em
quadros agudos sdo observadas reducfes nas concentracfes (ROSSDALE, et al.
1991; OUSEY, 2006). Para os estrogenos, foi observado redugcdo abrupta das
concentracdes séricas em quadros de placentite (DOUGLAS, 2004; CANISSO, et al.
2012).

Apesar de varios estudos estarem relacionando os valores séricos de progestinas
e estrégenos com diagndstico e prognostico de placentite, para estabelecer relacdo
da terapia hormonal, ndo ha descricdo da dindmica de expressdo de receptores
hormonais na placenta. Estudos descreveram a presenca de receptores para
estrogeno e progesterona na placenta de éguas entre os dias 110 e 309 de gestacéo
(CHAVETE & PALMER, 2000; ABD-ELNAEIM, 2008).

Os receptores de progesterona apresentam maior expressao quando da fase
inicial até o terco médio de gestacdo. Enquanto, a expressdo dos receptores de
estrogenos foi observada de forma consistente no tecido placentario até o terco final
de gestacdo, sugerindo uma funcdo primaria dos estrogenos placentarios como
reguladores do crescimento e diferenciacao celular da placenta (ABD-ELNAEIM, et al.
2008; WILSHER, et al. 2011).

A utilizacdo de diferentes terapias hormonais podem intervir na expressao dos
horménios na placenta em quadros inflamatérios. Ndo ha descricdo da atividade de
receptores placentarios quando da utilizacdo de terapia hormonal em éguas com
placentite. Além disso, outros hormoénios, como a leptina podem desenvolver papel
importante no metabolismo placentario e desenvolvimento fetal no terco final de

gestacao.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo € avaliar a presenca de leptina e do receptor de leptina
na placenta equina, como coadjuvantes no metabolismo placentario em terco final de
gestacdo. Bem como, avaliar a presenca de receptores de progesterona, receptores
de estrégenos q, B e y, e de aromatase na placenta de éguas com placentite induzida,
sob diferentes terapias hormonais e sua relagdo com a histopatologia placentaria e

viabilidade neonatal.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a imunolocalizacdo da leptina e seu receptor na placenta equina de
éguas saudaveis no pds-parto.

e Avaliar a imunomarcacdo e quantificacdo de receptores de progesterona,
receptores de estrogenos a, 3 e y, e expressao de aromatase na placenta de
éguas com placentite ascendente.

e Relacionar os achados de marcacdo hormonal, através da técnica de
imunofluorescéncia, com os dados da égua, achados histopatologicos da

placenta e viabilidade neonatal.



3 Revisdo de literatura

3.1 Progesterona e progestagenos durante a gestacdo em equinos

A progesterona faz parte dos hormonios esteroides, que no mamiferos atua como
essencial na manutencdo da gestacdo, promovendo a quiescéncia uterina. Os
progestagenos sdo subclassificados como pregnanas e 5a pregnanas. Na espécie
equina os progestagenos sdo produzidos inicialmente pelos corpos luteos acessorios,
e a partir do segundo trimestre (120 a 150 dias) passam a ser produzidos pela unidade
feto-placentaria (BARNES, et al. 1975; PASHEN, 1984).

Durante os primeiros 100 dias de gestacao a progesterona € a principal progestina
produzida, e 5aDHP também apresenta-se em niveis séricos elevados (SCHOLTZ, et
al. 2014). Apds este periodo, a partir do transcorrer da metade até o final da gestacao
0S niveis séricos de P4 séo praticamente indetectaveis, estando abaixo de 1ng/mL.
Enquanto outros progestdgenos apresentam quantidades significativas, podendo
exceder 500ng/mL para alguns progestagenos no terco final de gestacdo (HOLTAN,
et al. 1975; HOLTAN, et al. 1991).

Os niveis detectaveis de P4 sdo provenientes da metabolizacdo da P5 como
precursor no tecido Utero-placentério, sugerindo sua acdo no metabolismo esteroide
e na regulacdo da atividade miometrial (OUSEY, 2006; WYNN, et al. 2018). As
concentracdes de progestagenos no sangue de corddo umbilical sédo superiores as
séricas maternas, devido a elevada quantidade de pregnenolona sintetizada pelo feto,
sugerido que provavelmente esses valores elevados correspondem a presenca de P5
proveniente de atividade adrenal, e outros progestagenos liberados diretamente na
circulacao umbilical, inclusive as progestinas resultantes da metabolizacdo de P4 na
placenta (PASHEN, 1984; OUSEY, et al. 2005).

Com relacdo as multiplas progestinas presentes durante a gestagdo em equinos,
apesar de haver poucas descricdes a respeito de suas atividades bioldgicas.
Entretanto, ja é descrito a acdo de inibicdo da contratilidade uterina pela 5aDHP em
mulheres, além da atividade agonista em receptores de progesterona ser elevada
(LOFGREN, et al. 1992).
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A monitoracdo da sanidade feto-placentdria pode ser realizada a partir da
mensuracao de progesterona. Nas Ultimas semanas de gestacdo, as concentracdes
plasmaticas maternas de progestagenos aumentam significativamente, tendo uma
queda acentuada durante os ultimos dias, ou mesmo horas, pré-parto (OUSEY, 2006).

O declinio rapido das concentracBes de progesterona estdo associadas a lesdes
placentarias agudas (LE BLANC, 2010). Essa condicdo, leva a reducdo da
aromatizacdo dos precursores e consequentemente, reducdo de niveis séricos de
progesterona na égua, propiciando a morte fetal ou aborto.

Ja4 o aumento precoce das concentracfes de progestagenos, € associado a
situacdes de estresse fetal, o qual geralmente ocorre em quadros cronicos de lesdo
placentaria. Essa elevacdo nas concentracdes de progestagenos, esta relacionada a
hiperplasia e aceleracdo da maturacdo da glandula adrenal, ocorrendo aumento da
liberacdo de cortisol fetal frente ao estresse, com consequente aumento na producao
adrenal de pregnenolona, molécula utilizada como precursora de progesterona pela
placenta (OUSEY, et al. 2005).

Situacdes de lesdo placentaria também podem cursar com reducao da capacidade
placentaria de metabolizar a progesterona em outras progestinas, levando a elevacéo
dos niveis séricos de progesterona. A mensuracao de progesterona deve ser realizada
de forma sequencial, com amostras obtidas em intervalos de 48 a 72horas, para
adequada estimativa da cinética em quadros de alteracdo gestacional (DOUGLAS,
2004).

A presenca de receptores para progesterona na placenta como demonstrada por
Abd-Elnaeim et al. (2008) e Wilsher et al. (2011), indica receptores para P4 durante a
fase inicial de gestacdo, com presenca de imunomarcagdo nuclear em
microcotilédones até os 179 dias de gestacéo, e reduzindo a intensidade a nivel de
epitélio no terco final. Entretanto, ndo ha descricao destes receptores em quadros de

alteracdes inflamatorias como a placentite, em éguas com terapia hormonal.

3.2 Estrégeno durante a gestacdo em equinos

Os estr6genos naturais, pertencem ao grupo dos horménios esterdides, séo
derivados do colesterol e sintetizados principalmente pelos ovarios e placenta
(BEATO & KLUG, 2000). Os estrogenos predominantes em éguas sao estrona,

equilina, equilinina, 17B-estradiol e 17a-estradiol.
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A producdo de estrogeno fetal em equinos € realizado a partir das gbnadas, e
também pela placenta a partir dos 70 dias de gestacdo. O mesmo apresenta sintese
placentaria a partir das moléculas estrogénicas, atingindo um pico de concentracao
entre 0s 150 a 270 dias de gestacao (PASHEN & ALLEN, 1979). Dessa forma, em
éguas gestantes, podemos encontrar valores elevados de estrogeno sérico entre 0s
150 até os 310 dias de gestacdo (DOUGLAS, 2004).

Determinacbes séricas das concentracdes de sulfato de estrona tem sido
sugeridas como avaliacdo do bem-estar fetal, e mais recentemente, para monitorar
dano placentario (KASHMAN, et al. 1988).

O estrégeno promove estimulacdo de mudancas quantitativas e qualitativas do
histotrofo em fetos jovens. Atua também, no aumento do fluxo sanguineo uterino, tanto
de forma direta, como por estimulo da producdo endometrial de prostaglandina
(BAZER & FIRST, 1983; MCDOWELL, et al. 1987). A partir disso, a terapia com
estrogeno também é de interesse na fase inicial de gesta¢cdo, como na preparacao de
éguas como receptoras de embrido, uma vez que o estrégeno estimula o aumento
dos receptores uterinos de P4 (ZAVY, et al. 1979).

Em estudo de Douglas (2004) foi observado menores concentracdes séricas de
estrogenos em éguas com aborto e placentite, podendo ser indicativo de sofrimento
fetal, sugerindo dessa forma, a suplementacdo com cipionato de estradiol (ECP) ou
17B-estradiol para prevencdo de aborto em éguas com placentite. Também foi
visualizada redugéo das concentragdes do sulfato de 173-estradiol em éguas com
placentite induzida (TROEDSSON, 2007).

Além disso, em estudo conduzido por Pashen & Allen (1979) a partir da
gonadectomia fetal no terco final de gestagéo, foram observadas fracas contracoes
miometrais durante os partos e auséncia de incremento da prostaglandina F no soro
materno. Os potros também apresentaram reducédo severa no desenvolvimento
muscular. A partir disso, a utilizacdo de estrégeno como auxiliar na terapia para
placentite tem sido proposto (STOUT & ALLEN, 2001; DOUGLAS, 2004).

Em estudo de Abd-Elnaiem, et al. (2008) foi identificada presenca de receptores
de estrogenos a e [, através da imunohistoquimica, nas regides de epitélio
microcotiledonar, microcaruncular e também no estroma placentario com alto
percentual de células positivas, sendo maior em regido de epitélio que em estroma

em diferentes fases gestacionais. Chegando a 91,2% para receptores a em regiao de
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epitélio microcotiledonar, aos 110 dias de gestacao. Entretanto, a técnica utilizada néo
realizou quantificacdo da expresséao dos horménios no tecido placentario.

A presenca consistente de receptores de estrégeno na placenta de outras
espécies, como em humanos (BUKOVSKY, et al. 2003) e bovinos (SCHULER, et al.
2005) sugerem uma funcdo priméria dos estrogenos placentarios como reguladores
paracrinos ou autécrinos do crescimento e diferenciacao placentaria, maior do que a
funcdo a funcdo hormonal classica. Apesar da identificacdo de receptores hormonais
de progesterona, estrogenos a e 3, e aromatase na placenta equina, ainda ndo ha
descricao da presenca dos receptores destes horménios na placenta pos-parto, tanto

em éguas saudaveis, como em quadros de placentite.

3.3 Aromatase durante a gestagcdo em equinos

A aromatase pertence ao grupo molecular das enzimas do citocromo p450 e age
como mediador da aromatizacdo de andrégenos em estréogenos (AINSWORTH &
RYAN, 1996). Na fase inicial de gestacéo, a aromatase é responsavel pela conversao
da androstenediona, metabolito proveniente da pregnenolona, em estradiol, essa acao
diretamente estimulada pelo eCG.

Ja no terco final de gestacado, o principal precursor de estrogénio, o DHEA é
produzido em grandes quantidades pela gbnada fetal a partir do colesterol por acdo
das enzimas clivagem de cadeia lateral de colesterol (P450scc) e 17a-hidroxilase
(PASHEN, et al. 1982; RAESIDE, et al. 1979). Porém o tecido gonadal ndo possui
aromatase, consequentemente esta conversao € realizada pela placenta.

Na placenta a aromatase também apresenta grande atividade intrinseca, a qual é
responsavel pela conversédo de compostos esteroides neutros Cise Cig em estrogeno,
originando estrona e estradiol 17a e 178 (PASHEN, et al. 1982; HASEGAWA, et al.
2001). Dessa forma, a avaliacdo da expressdo da aromatase no tecido placentario
pode ser indicativo da atividade da mesma, e consequente incremento dos niveis

séricos de estrogenos maternos, e receptores placentarios.

3.4 Leptina durante a gestacao em equinos

A leptina é um hormdnio peptidico produzido e liberado pelo tecido adiposo,

responsavel pela modulagdo do apetite e estimulo do gasto energético por ativagdo
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do sistema nervoso simpatico (ZHANG, et al. 1994). A mesma também esta
relacionada a regulacdo dos hormoénios produzidos pelo tecido adiposo, no
metabolismo da glicose pelo aumento a sensibilidade a insulina e horménios
esteroides sexuais (BARB, et al. 2008; KIMURA, et al. 2002). Estudos demonstram
que a leptina atua como modulador tanto de processos reprodutivos quanto
relacionado a funcdes imunes.

Diversos estudos em animais também apontam a importancia da leptina nas
funcbes reprodutivas, de crescimento e desenvolvimento. H& hipdtese de que o
envolvimento da leptina na saciedade, atividade, crescimento e desenvolvimento pode
estar relacionada a acéo da leptina no gasto e conservacgao de energia. (HASSINK, et
al. 1997).

Na placenta em humanos, a leptina ja foi identificada na regido de
sinciciotrofoblasto, sendo esta responsavel pela producédo e metabolizacdo enddcrina
na gestacdo, sugerindo que a leptina estd associada a regulacdo da funcéo
placentaria (CHALLIER, et al. 2003, BODNER, et al. 1999; UZELAC, et al. 2010). A
mesma também foi observada na placenta de animais de laboratorio e felinos.

Em equinos, tanto a leptina sérica, quanto seu receptor, ja foram identificados,
sendo descrita a relagdo da mesma com a condi¢ao corporal (BUFF, et al. 2002). A
nivel placentario, a leptina foi identificada em equinos através da técnica de reacao
em cadeia da polimerase (PCR). Entretanto, ndo ha descricdo da imunolocalizacao

da leptina e seu receptor na placenta de equinos.

3.5 Placentite em éguas

A placentite € uma das principais causas de perdas fetais no terco final de gestacao
e morte neonatal em equinos, correspondendo a quase 5% de todas as alteracdes
placentarias (TROEDSSON & ZENT, 2004; BUCCA, 2006). Dessa forma, o
reconhecimento e intervencéo precoce da placentite sdo importantes para adequado
desenvolvimento fetal e obtencdo de um potro viavel. A forma mais frequente de
placentite € a ascendente, associada a agentes bacterianos, principalmente
Streptococcus equi, E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (LE
BLANC, 2004).

Segundo Le Blanc (2010) quadros infecciosos que cursam com inflamacao da

placenta, levam ao desprendimento da interface Utero-placenta, com consequente
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reducdo da éarea de troca materno-fetal cursando com hipdxia no feto, além de
distarbios relacionados a producdo hormonal para manutencdo adequada da
gestacdo. Além disso, o processo inflamatério cursa com liberacdo de diversos
mediadores, incluindo a prostaglandina, o que gera redug&o da quiescéncia uterina,
favorecendo quadros de abortos (LE BLANC, et al. 2002).

A placentite cursa com reducdo das trocas nutricionais, metabdlicas e gasosas
entre a mae e o feto, bem como alteracdes na producdo hormonal. Dentre os
hormdnios produzidos pela unidade feto-placentaria, destacam-se 0s horménios
esteroides progestdgenos e estrogenos, ambos associados a manutencao
gestacional (BUCCA, 2006).

O tratamento para a placentite, visa instituir uma terapia eficaz para bloquear a
multiplicacdo bacteriana, reduzir a liberacdo de mediadores inflamatoérios e manter a
quiescéncia miometrial (MACPHERSON & BAYLE, 2008). A escolha do antibiético
deve considerar o possivel agente infeccioso, bem como a biodisponibilidade do
antibiotico na unidade feto-placentaria, jA& que muitas drogas nao ultrapassam a
barreira Utero-placentaria em concentracfes adequadas (MURCHIE, et al. 2006;
REBELLO, et al. 2006).

Como terapia antimicrobiana inclui-se a penicilina potassica (22.000 Ul/kg, IV,
a cada 6 horas); penicilina procaina (22.000 Ul/kg, IM, a cada 12 horas); ceftiofur (2,2
mg/kg, IV ou IM a cada 12 horas); cefazolina (20 mg/kg, IV a cada 6 horas); sulfa-
trimetoprima (15-30 mg/kg, IV ou PO, a cada 12 horas). A terapia com sulfa-
trimetoprima é frequentemente recomendada, devido este agente alcancar maiores
niveis de concentragdo inibitéria minima nos fluidos fetais, além disso apresenta a
vantagem da possibilidade de administracéo oral (MACPHERSON, 2008).

Na terapia anti-inflamatoria a Flunixina Meglumina (1 mg/kg, 1V, cada 12 ou 24
horas) é frequentemente utilizada. A Pentoxifilina (8,5mg/kg, PO, a cada 12 horas),
também tem sido utilizada, devido reducédo de citocinas pré-inflamatorias e melhora
no fluxo sanguineo uterino (MACPHERSON, 2005; LE BLANC, 2010). A utilizacdo de
anti-inflamatérios também auxilia na reducdo da producdo de prostaglandinas,
evitando assim, aumento das contragcdes uterinas e parto prematuro (LE BLANC, et
al. 2002).

A utilizacdo de terapia hormonal tem como objetivo auxiliar na manutencéo da
gestacao, evitando a contratilidade uterina e viabilizando o desenvolvimento fetal. A

utilizacado de progestagenos em éguas gestantes € amplamente difundida, tanto na
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fase inicial de gestacdo, como em quadros de doencas maternas ou da unidade feto-
placentaria no terco gestacional final, visando a manutencéo da quiescéncia uterina.

A terapia com progestagenos também é utilizada em mulheres para prevencao de
parto prematuro. Em estudo de Meies, et al. (2003) foi demonstrado efeitos benéficos
sobre taxas de parto prematuro, reduzindo a recorréncia em mulheres tratadas com
17a-hidroxiprogesterona quando comparadas as sem tratamento (36,3% vs. 54,9%).
A acdao inibitéria sobre os receptores de prostaglandina e ocitocina contribuem para
reducao da atividade miometrial.

A avaliacdo da efetividade do tratamento hormonal para placentite é possivel
através da avaliacdo dos niveis hormonais séricos de progestagenos e estrogenos. O
acompanhamento dos animais acometidos através de avaliagbes hormonais séricas
ja € descrito. Entretanto, ndo ha descricdo da expressdo destes hormdnios na
placenta em quadros de placentite, sob diferentes terapias hormonais.

Dessa forma, a avaliagdo da expressdo de receptores de progesterona,
receptores de estrogenos a, B e y, e de aromatase na placenta de éguas com
placentite pode auxiliar a compreender como diferentes protocolos de terapia
hormonal influenciam na secrecao e modulagéao destes hormdnios a nivel placentério,

quando na presenca de doenca inflamatoria.
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Immunolocalization of leptin and its receptor (ObR-b) in equine placenta at term

Abstract

The aim of the present study was to investigate the presence and distribution of leptin and ObR-
b in the equine placenta at term by immunofluorescence staining and, changes on plasma leptin
concentrations during late gestational period. The present study enrolled eight Criollo-type
mares carrying healthy pregnancies. Blood samples were collected during the third trimester of
gestation, at foaling, and 24 h after foaling. Leptin concentrations were analyzed via
radioimmunoassay. Plasma leptin concentrations did not change from the eighth to the tenth
month of gestation, and displayed a discrete decrease 24 h after parturition (P = 0.07). The
expression of leptin and ObR-b was observed in the cytoplasm of pseudostratified epithelial
cells in the areolar region and in the epithelium of microcotyledons. Also, leptin receptor was
allocated in the apical surface of the cells. The presence of leptin and its receptor (ObR-b) in
the placenta of mares at term supports an endocrine and autocrine/paracrine action of leptin

within this organ.

Keywords: Mares, immunofluorescence, gestation, placental metabolism

1. Introduction
Leptin (encoded by the Ob gene) is a peptide hormone produced and released by adipose
tissue. This hormone acts on appetite modulation and energy consumption by activating the
sympathetic nervous system [1]. Leptin also plays a major role in regulating food intake,
growth, glucose metabolism, and reproduction [2]. In humans and rodents, leptin and its
receptor (ObR-b) are expressed in different tissues, such as salivary glands, gastric mucous,

pancreas, and placenta.
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In the human placenta, leptin and ObR-b are localized in decidual and
syncytiotrophoblastic cells within the endocrine unit of the placenta [3]. The presence of leptin
has been described in many mammalian placentas, including ovines, porcines, cats, and canines
[4,5]. The co-localization of leptin and ObR-b in the placentas of these species is consistent
with data obtained from humans and rats, which suggests that placental leptin in domestic
animals has similar roles to those in humans and rodents [6].

In equines, leptin and ObR-b have been identified in salivary glands, pancreas, ovaries,
and uterus [7,8,9]. Furthermore, in mares, high plasma leptin levels corresponded positively
with their reproductive ability [10,11,12,13]. Leptin appears to participate in the control of
reproduction to inform the GnRH neurons when the body condition is adequate to support
reproduction and on initiation of the estrous cycle [14]. However, there is limited information
about the role of leptin during pregnancy in mares.

Although the expression of leptin has been observed in equine placentas from
polymerase chain reaction (PCR) techniques [15], there is no description in the literature for
the immunolocalization of leptin and its receptor. Therefore, the aim of the present study was
to investigate the presence and distribution of leptin and its receptor (ObR-b) in the equine
placenta at term, as well as the plasma leptin concentrations in mares during late gestation and

delivery.

2. Material and Methods
2.1.Animals
The study was performed with eight Criollo and Criollo-type mares carrying healthy
pregnancies (aged 10.4 £ 1.2 years; parity 2 + 0.7). The mares were housed at Palma Farm of
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brazil. All

procedures carried out in this study were approved by the Ethical Committee on Animal
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Experimentation of the UFPel under protocol #5810. Animal procedure herein followed the
guidelines Council for the International Organizations of Medical Sciences.

After 300 days of gestation, the mares were maintained in paddocks near the foaling barn. After
rupture of the chorioallantois, the mares were brought into the foaling stalls for assisted foaling.

All mares experiencing eutocic delivery of healthy neonatal foals.

2.2.Placental collection and histopathologic evaluation

Immediately after placental release, the fetal membranes were weighed and placed in an
“F” shape for gross evaluation, as described elsewhere [16]. Nine samples (full thickness of 3
x 3 cm) were obtained from each fetal membrane (three points of umbilical cord, amnion,
cervical star area, and segments of chorioallantois corresponding to the cranial uterine body,
pregnant horn, and non-pregnant horn) and fixed in 10% formalin for histological evaluation.
Histological sections (5 pm thick) were obtained with an automated rotatory microtome (Leica)
and, mounted on glass slides and stained using hematoxylin and eosin. The slides were
examined by optical microscopy (Olympus BX51; Olympus America, Center Valley, PA). The
inclusion criteria for mares in the present study was the presence of healthy placentas, which
considered no placental features during the gross and histological evaluations. The
chorioallantois were checked for abnormalities in color, thickened areas, presence of exudate
and areas devoid of villi. Histological examination looking for abnormalities in cuboidal to
columnar cells in the areolar regions of the chorionic surface and villous clumps forming the
microcotyledons.

Duplicate samples of the pregnant horn and uterine body were also fixed in 10%
formalin for 24 h prior to tissue fixation and stored in 70% alcohol until analysis by

immunofluorescence staining.
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2.3.Immunofluorescence (IF)

Histological sections (5 pum) from chorioallantois tissue corresponding to region of
uterine body and pregnant horn were mounted on glass slides with 3% organosilane (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA). The sections were deparaffinized and rehydrated in
xylene and ethanol series. Antigen retrieval was carried out in a microwave oven (for 15 min at
590W in citrate buffer, pH 6.0), cooled slowly, and then transferred to PBS at 4°C. The slides
were then blocked for 1 h in 3% bovine serum albumin (BSA) in PBS at 4°C to prevent non-
specific biding of primary antibody. The primary polyclonal antibodies were as follow: anti-
leptin [Ob antibody; A-20, sc-842-rabbit (IgG)] diluted 1:1000 and anti-leptin receptor [anti-
ObR-b; pAb M-18-goat (IgG)] diluted 1:100. Antibodies were obtained from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) and diluted in 1.5% BSA solution. The slides were
placed in a humidified chamber and kept in the dark overnight at 4°C. Next day, slides were
thoroughly rinsed with PBS and re-covered with 4 mg/ml Anti-Rabbit-1gG-Atto 647N (Sigma)
for at least 3 h. Slides were rinsed again with PBS and covered with secondary antibodies.
Slides with anti-leptin antibody were instilled with Alexa Fluor 488 anti-rabbit [Goat Anti-
rabbit (IgG H&L) Alexa Fluor 488; Abcam] and, slides with anti-leptin receptor antibody were
instilled with Alexa Fluor 647 anti-mouse [Donkey Anti-mouse (IgG H&L) Alexa Fluor 647;
Abcam], nuclei were stained with bisbenzimide 2% (Hoescth 33342-ab145597; Abcam)
incubated at room temperature (25 °C) in a dark and humid chamber for 30 min.

Finally, slides were mounted with Fluoroshield (ab104135; Abcam) and 0.7 mm
coverslip. Images were acquired with TCS SP8 scanning spectral confocal microscope (Leica).
For confocal images, settings were fixed at the beginning of both acquisition and analysis steps
and were unchanged. Images were acquired sequentially using the following settings: Hoescht

33342 (blue) channel (confocal at 405 nm/PMT 420-470 nm), Alexa 488 (green) channel
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(confocal at 488 nm/PMT 510-550 nm), and Alexa 647 (red) channel (confocal 647 nm/PMT
660-690 nm).

Sections in which the primary antibodies were omitted it was used as a control of non-
specific staining. The normal endometrium mare tissue was served as an internal positive
control in assays. The cells were considered positive for Ob and ObR only when cytoplasmic
staining was evident, independent of its immunointensity. The Ob antibodies used were
described as reactive with different species, including the equines [9,17] and, as described in
the data sheet of the manufacturer.

All IF procedures were conducted by the same technician.

2.4.Blood collection and radioimmunoassay

Blood samples were collected from the external jugular vein using a vacutainer system
into sterile tubes containing sodium heparin for leptin measurements. The samples were
collected monthly, from 8" to 10™" months of gestation, at foaling, and 24 h after foaling. The
samples were centrifuged at 3000 x g for 10 min, placed into 2 mL Eppendorf tubes, and stored
at -80 °C until analysis by radioimmunoassay.

Leptin concentrations was determined using a radioimmunoassay commercial kit (EMD
Millipore’s Multi-Species Leptin; MO, USA). The lowest concentration detected by the kit was
0.6 ng/mL and the intra-assay coefficient of variation was 7.5%. The assay tube containing 100
uL of buffer solution was added to 100 pL of the non-diluted plasmatic sample and 100 pL of
the antibody anti-leptin multi species, and the samples was incubated at 4 °C for 24 h. After the
initial incubation, 100 pL of human leptin (1251) was added to each tube and incubation
continued for an additional 24 h at 4 °C. Subsequently, 1 mL of precipitated reagent was added
to each sample and incubated at 4 °C for 20 min. The tubes were centrifuged at 200 x g for 10

min. The supernatant was decanted and excess liquid removed. The analysis was performed
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with a gamma counter (WIZARD2 Automatic Gamma Counter; Perkin Elmer, Waltham, MA,

USA). The concentrations of leptin in the samples were determined using the standard curves.

2.5.Statistical analysis

Data were subjected to statistical analysis using Statistix® 10.0 software (Tallahassee,
2013). Shapiro-Wilk test was applied to analyze the normality. Comparison of leptin
concentrations between months was performed using the Kruskal-Wallis one-way test, to depict

non-normally distributed data. Statistical significance was set at P < 0.05.

3. Results

Immunofluorescence on placental tissue revealed positive markings for leptin and ObR-
b in all placentas. Immunostaining for leptin was observed in the cytoplasm of pseudostratified
epithelial cells in the areolar region and in the epithelium of microcotyledons, and weak
marking appeared in cells of the stromal region and allantois epithelium (Figure 1A). The leptin
receptor (ObR-b) was also identified in the cytoplasm of epithelial cells in-areolar region and
in the microcotyledons, and discretely in stromal and allantoidal cells (Figure 1B). In the apical
portion of the cytoplasm, ObR-b marking was more evident, although it was less intense than
the marking for leptin.

The co-localization between leptin and ObR-b was 84.67% for the microcotyledons

region and 95.76% for the areolar region.
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Figure 1. Immunofluorescence of equine placenta at term. A. Immunostaining of leptin in microcotyledons
and chorionic epithelium (green - antibody Alexa 488). B. Presence of ObR-b in microcotyledons and
chorionic epithelium (red - antibody Alexa 647). C. Nuclear immunofluorescence with Hoescht 33342 (blue).
D. Leptin (green - antibody Alexa 488) immunofluorescence and Hoescht 33342 nuclear staining. E. ObR-b
(red - antibody Alexa 647) immunofluorescence and Hoescht 33342 nuclear staining. F. Merge image of co-
localizantion of leptin and ObR-b, with the nuclear immunostaining.

Plasma leptin concentrations in those mares remained constant during third trimester of
gestation, while leptin concentrations showed tendency (P=0.07) to decrease at 24 h after

foaling (Figure 2).
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Figure 2. Plasma leptin concentrations at 8th, 9th and 10th month of gestation, at foaling and 24 hours after
foaling (P > 0.05).

4. Discussion

Immunofluorescence study of equine placental tissue revealed leptin and ObR-b in the
areolar and mycrocotyledons regions of placenta. This is the first study about
immunolocalization of leptin and its receptor (ObR-b) in placentas from mares, in our
knowledge. In the other hand, the presence of leptin in equine placentas has been demonstrated
previously via the expression of leptin MRNA detected by PCR, and the placental leptin mMRNA
levels were lower in horses than in humans, since the leptin mRNA in horse placentas required
35 PCR cycles to amplify the expression, while only 25 PCR cycles were required in human
samples [15].

Leptin and ObR-b were observed in the areolar and microcotyledons regions in the
equine placenta, similar to that observed in humans and rodents. In the human placenta, leptin
and ObR-b were observed in the syncytiotrophoblast region, which is characterized as the
endocrine portion of the placenta. Thus, leptin is directly related to the endocrine function of

the placenta during pregnancy [19,20].
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The labeling for the leptin receptor (ObR-b) was more evident in the apical portion of
cells, which characterized its action as a membrane receptor in the placenta, as described for
other organs. Thus, the presence of leptin and ObR-b in the microcotyledons and areolar regions
suggests that the endocrine function of leptin in the equine placenta is not directly related to the
energetic metabolism of the pregnant mare.

The presence of leptin and ObR-b in the same cells suggests that the placenta is not only
a site for production and release of leptin, but is also an endocrine-targeting organ, which has
also been demonstrated in humans and rodents [21,22].

Leptin and ObR-b proteins are expressed in early embryos of equines. The presence of
both leptin and ObR-b in oocytes and in ICSI embryos suggests that leptin acts as an
autocrine/paracrine hormone, similar to that observed in placentas, and also in horse embryo
maturation, fertilization, and early development [17].

In the placenta of cats, the presence of leptin and ObR-b was demonstrated to occur
exclusively in decidual and syncytiotrophoblast cells by immunohistochemical technique [8].
Thus, the presence of leptin and ObR-b in the equine placenta suggests that a peripheral leptin
metabolic pathway is involved, similar to that observed in other species.

Leptin levels observed in the present study are considered low for horses (from
1.59+0.04 to 1.71%0.07), such as observed in a previous study with Criollo mares in southern
Brazil [23]. Plasma leptin concentrations is quite variable among breeds, physiological
conditions, age, sex, reproductive status, and animal husbandry [24,25].

In the present study, leptin concentrations remained constant from the eighth to the tenth
month of gestation until foaling, with a tendency to decrease during at 24 h after foaling.

In many species, plasma leptin concentrations are elevated throughout pregnancy as a
result of upregulation of maternal adipose tissue synthesis, and are stimulated by estrogen

concentrations, with leptin production by the fetus and placenta also contributing toward
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hyperleptinemia [26]. Although, the reduction in leptin concentrations after foaling promotes
an increase in food intake to avoid energy deficiency throughout early lactation. These is
described in many horse breeds, including Lipizzaner mares [27], Quarter Horse [28], and pony
mares [25]. Thus, these decreases in leptin concentrations may be caused by expulsion of

placenta, that was producing leptin.

5. Conclusion
Leptin and its receptor (ObR-b) are present in the microcotyledons and chorionic
epithelium of areolar regions in equine placentas. The co-localization of leptin and ObR-b in
the placenta of mares at term supports an endocrine and autocrine/paracrine action of leptin
within this organ. These findings could be helpful in understanding the endocrine pathways of

leptin in the placentas of mares during pregnancy.
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Expressdo de receptores de progesterona, estrogenos alfa, beta, receptor relacionado ao
estrogeno gama, e de aromatase na placenta de éguas com placentite submetidas a
diferentes protocolos hormonais

Resumo

A placentite é a principal causa de perda no terco final de gestacdo em equinos, e a terapia visa
reduzir o agente patogénico, controlar o processo inflamatdério e manter a gestacdo. Nesse
contexto, a adequada terapia hormonal que possa promover manutencao da gestacdo durante
terapia para placentite ainda ndo esta bem esclarecida. O objetivo do estudo foi descrever a
imunomarcacao e quantificacdo de receptores de progesterona (RP), receptores de estrogeno
a(REa), B (REB), receptor relacionado ao estrogeno y (REy), e de aromatase na placenta de
éguas com placentite ascendente tratadas com diferentes terapias hormonais. Foram utilizadas
26 gestacdes, de 21 éguas mesticas Crioulas, com inducdo de placentite experimental aos 300
dias de gestacdo, e sobre diferentes terapias hormonais. Foi observada expresséo consistente de
receptores de progesterona, de estrogeno a, f e receptor relacionado ao estrogeno vy, ¢ de
aromatase com predominio no citoplasma das células de microcotilédoens e epitélio coridnico
de regido areolar. As éguas com placentite sobre terapia com cipionato de estradiol
demonstrados maior tempo de gestacdo e quantificacdo de aromatase na placenta. Enquanto
éguas com terapia de altrenogest demonstraram menor tempo gestacional, e aquelas sem
tratamento e com terapia associada de altrenogest e cipionato de estradiol demonstraram

incremento na quantificacdo de receptores hormonais de progesterona placenta.

Introducéo

A placenta é um 6rgéo transitorio responsavel pelo transporte de nutrientes, pelas trocas
metabolicas entre a mée e o feto e ainda pela producéo hormonal para a manutencédo da gestacéao
[1]. Quadros de lesdo placentaria, como a placentite levam a insuficiéncia placentaria,
resultando em comprometimento das trocas metabolicas e gasosas entre a mae e o feto [2]. A
placentite ascendente em éguas é a causa de mais de 30% dos partos prematuros e mortes
neonatais dentro das primeiras 24h de vida [3].

A placentite é caracterizada pela producdo de algumas citocinas pro-inflamatorias,
dentre elas, as prostaglandinas, que podem resultar em aumento de contratilidade uterina e
aumentar os riscos de abortos e partos prematuros [4,5].

A progesterona e 0s estrégenos sao 0s principais hormonios necessarios a manutencao

da gestagdo em éguas. A progesterona tem origem de corpos l(teos durante o primeiro trimestre
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de gestacdo, e esta associada a manutencgdo da quiescencia uterina e fechamento da cérvix [6,7].
Com o transcorrer da gestacdo, 0s progestagenos presentes passam a ser produzidos pela
unidade feto-placentaria, sendo os precursores dos progestagenos secretados pelas adrenais do
feto [8,9].

Estrogenos de modo geral atuam como uterotdnicos, com a¢des opostas a progesterona,
e elevadas concentracdes de estrogeno estdo relacionadas ao maior fluxo sanguineo uterino,
seja durante a gestacdo ou durante o estro [10,11]. Em um estudo onde se realizou
gonadectomias fetais no terco médio de gestacdo, foi observada uma queda imediata dos niveis
séricos de estrdgeno, e manutencao dos niveis baixos até 0 momento do parto. Durante o parto
as éguas apresentaram contracdes uterinas amenas e baixos niveis de prostaglandina [12]. O
que demonstra que os estrogenos sdo fundamentais para o suprimento sanguineo e nutricdo
adequada do feto, além de atuarem no processo fisico do parto.

A aromatizacdo estrogénica na placenta equina durante a gestacao é realizada a partir
da enzima aromatase, a qual apresenta papel essencial no processo de homeostase enddcrina
[13]. Ja foi demonstrado que a inibicdo da aromatase em éguas gestantes, a partir do uso de
inibidores como o letrozole, resulta em reducédo das concentragdes de estrogeno circulante, além
do nascimento de potros menores, quando comparadas com éguas saudaveis sem tratamento.
Fatores que demonstram a importancia do estrogeno como horménio envolvido no
desenvolvimento e bem-estar fetal [14].

A terapia para placentite visa inibicdo do patégeno envolvido, reducdo do processo
inflamatdrio e manutencdo da gestacdo resultando no nascimento de potros viaveis [15]. Com
relacdo a terapia antimicrobiana, varios estudos demonstram a importancia e acdo das drogas
em quadros de placentite ascendente [15, 16, 17]. Porém, com relacdo a suplementagéo
hormonal, ha poucos estudos que resultem na definicdo da terapia mais adequada.

Os progestagenos sao comumente utilizados na terapia de placentite, com intuito de
manter a quiescéncia uterina reduzindo riscos de abortos [14,15]. Entretanto, alguns estudos
ndo obtiveram maior sobrevida neonatal com a adi¢cdo de progesterona de longa a¢do, como o
altrenogest, na terapia [17]. No entanto, continua a ser determinar se as progestinas sdo
benéficas para o tratamento da placentite. A terapia com estrégenos tem sido indicada para
quadros de placentite por reduzir as perdas decorrentes de abortos e natimortos, e ja foi
demonstrado melhor desfecho neonatal e menor incidéncia de lesdes placentarias em éguas com

placentite ascendente suplementadas com cipionato de estradiol [18].
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A presenga de receptores de estrogeno o e progesterona foi descrita no endométrio de
éguas gestantes entre os dias 20 e 68 de gestacdo, sem a evidéncia dos mesmos receptores nos
envoltorios fetais [7]. Em 2009, um estudo com éguas entre os 110 e 309 dias de gestacéo
identificou a presencga de estrogeno a e estrogeno [ no epitélio e estroma das microcarinculas
e microcotilédones [19]. No entanto, ndo ha descricdo da expressdo destes horménios quando
em quadros de lesdo placentaria, como a placenite, em éguas suplementadas com diferentes
terapias hormonais.

Os receptores relacionados ao estrogeno gama (RREY) constituem um tipo de receptor
da classe de receptores relacionados aos estrdgenos, 0s quais sdo receptores nucleares orfaos
gue apresentam homologia aos receptores de estrogeno (REa e RE) [20,21]. Embora o RREY,
compartilhe um parentesco estrutural muito semelhante com os receptores de estrogenos, 0s
mesmos nao se ligam aos estrégenos [20,21,22]. No entanto, os receptores relacionados aos
estrégenos podem interagir com diversos co-ativadores em diferentes tecidos, independente dos
ligantes, devido apresentarem Vvarios niveis de atividade constitutiva [23]. A presenca destes
receptores na placenta humana estd diretamente relacionada a fatores de proliferacdo e
estimulacdo da atividade da aromatase, entretanto, ndo ha descricdo dos mesmos na placenta
equina.

Temos como hipdtese inicial que éguas submetidas a diferentes terapias hormonais
apresentam diferentes expressdes de receptores hormonais na placenta, os quais atuam
diretamente sobre rotas metabdlicas que podem auxiliar na manutencdo da gestacdo e
sobrevivéncia neonatal em quadros de placentite.

O objetivo do presente estudo foi descrever a imunomarcacdo e quantificacdo de
receptores de progesterona (RP), receptores de estrogeno a (REa), B (REB) e receptor
relacionado ao estrogeno y (RREy), e de aromatase na placenta de éguas com placentite

ascendente tratadas com diferentes terapias hormonais.

Materiais e Métodos

Animais

Um total de 23 gestacGes provenientes de 20 éguas multiparas, de raca Crioula e
mesticas Crioulas, com média de idade de 10 (dez) anos, foram utilizadas neste experimento.
Os animais sao provenientes da Fazenda da Palma da Universidade Federal de Pelotas — UFPel,

Capédo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. Todas as éguas utilizadas apresentavam-se
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saudaveis, sem histérico prévio de subfertilidade ou alteracdes gestacionais. Inicialmente foi
realizado o acompanhamento folicular, com determinacéo da ovulacédo a partir das avaliagdes
por palpacdo transretal e ultrassonografia. Todas as éguas foram inseminadas artificialmente
com sémen fresco proveniente do mesmo garanhdo. As éguas eram mantidas em pastagem e
suplementadas com concentrado comercial, a agua era disponivel ad libitum. Préximo a data
do parto, as éguas eram mantidas em piquetes e encaminhadas a cocheiras proprias quando da
ruptura bolsa alatoideana.

Este estudo foi realizado durante a temporada reprodutiva do Hemisfério Sul, dos meses
de Agosto a Dezembro dos anos de 2013 e 2014. Todos os procedimentos realizados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Pelotas — UFPel, sobre nimero de protocolo 3891.

Inducdo experimental da placentite ascendente

A inducdo experimental de placentite foi realizada através da inoculacgéo intracervical
de 107 unidades formadoras de coldnia de Streptococcus equi subspecie zooepidemicus, como
descrito anteriormente por Mays et al. [24] e Curcio et al. [18]. O agente utilizado neste estudo
foi isolado da placenta de uma égua PSI com sinais clinicos e achados patoldgicos de placentite
ascendente.

A caracterizacdo do isolado foi realizada através de técnicas microbiol6gicas padréo,
como a coloragdo de Gram, a presenca de f-hemdlise em meio de agar sangue e caracterizagdo
bioquimica [25]. O in6culo foi cultivado em meio aerdbico, aliquotado em glicerol 10% e
criopreservado em nitrogénio liquido até o uso. Aproximadamente 48 h antes da inoculacéo,
um aaliquota era descongelada e semeada em agra sangue ovino por 24 h para confirmacgéo do
crescimento de Streptococcus equi subespécie zooepidemicus. No dia da inducéo, era preparada
0 indculo em uma solugéo de 1mL de solugdo salina a 0,9% com concentragéo de 107 unidades
formadoras de colénia, através do método de turbidez de McFarland para suspensdo bacteriana
(McFarland Turbidity Standard No 0.5, BD Diagnostics Diagnostic Systems, Sparks, MD,
USA).

A inducdo de placentite foi realizada através da infusdo intracervical de Streptococcus
equi subespécie zooepidemicus na concentragdo de 1x10’ UFC, aos 300 dias de gestacdo,
conforme protocolo descrito por Bailey et al. [15].
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Delineamento experimental e Protocolos terapéuticos

Aos 300 dias de gestacdo as éguas foram divididas em grupo de éguas saudaveis, com
gestacBes sem alteracdo (Controle, n=6), e um grupo de éguas com inducdo de placentite
ascendente (n=17). As éguas do estudo foram divididas de acordo com a inducéo de placentite
e 0s protocolos terapéuticos utilizados, no que segue: [1] Controles (sem inducédo de placentite,
n=6); [2] Sem tratamento (com inducdo de placentite, porém sem terapia, n=3); [3]
STM+FM+ALT (n=6); [4] STM+FM+ALT+ECP (n=4); [5] STM+FM+ECP(n=4). O
tratamento iniciou 48h ap6s a inducdo experimental de placentite ascendente e foi mantida por
10 dias consecutivos. A terapia instituida e sua duracao foram realizadas de acordo com estudos

anteriores [18]. Os protocolos de tratamento utilizados estao descritos a seguir (Tabela 1).

Tabela 1. Protocolos terapéuticos utilizados nas éguas com inducgéo de placentite ascendente do

presente estudo.

Via de administragéo e

Farmacos Dose ] Fabricante
posologia
Sulfametoxazole- i i i {

! _ . Trissulfim®, Ouro Fino Salde
Trimetoprima 30mg/kg IV, cada 12h por 10 dias Animal, Sio Paulo, Brasil
Flunixina i {

! . Desflan®, Ouro Fino Saude
meglumine 1,1mg/kg IV, cada 24h por 10 dias Animal. Sdo Paulo, Brasil
Altrenogeist 0.088ma/k IM, cada 7 dias com total de  Altrenogest®, Botupharma, S&0
(longa acéo) ’ 9/kg 2 tratamentos Paulo, Brasil
Cipionato de 10malk IM, cada 3 dias com total de E.C.P.®, Zoetis, S&o Paulo,
Estradiol g/kg 3 tratamentos Brasil

Coleta e avaliagéo da placenta

A placenta foi pesada e avaliada macroscopicamente imediatamente ap0s sua expulséo.
Par avaliagcdo macroscopica a mesma foi disposta em formato de “F”, e consideradas presencas
de lesbes macroscopicas de placentite, como descrito por Schlafer [26]. Para avaliagcdo
histologica foram obtidos sete fragmentos (medindo 3x3) de cada placenta (correspondentes
aos pontos corddo umbilical, &mnion, estrela cervical, corpo uterino, corno gravidico e corno
ndo gravidico), fixados em formalina 10% até processamento.

Amostras de corno gravidico foram coletadas em duplicata para realizacdo da avaliacao

de imunofluorescéncia, estas acondicionados em formalina 10% por 24h para fixagdo, com



41

posterior acondicionamento em alcool 70% até o processamento para realizacdo da
imunofluorescéncia.

Cortes histolégicos (5 um de espessura) foram montados em laminas histolédgicas e
corados por hematoxilina e eosina para avaliacdo histolégica. As laminas foram analisadas por
microscopia oOtica (Olympus BX51; Olympus America, Center Valley, PA). Foram
consideradas lesGes de placentite aguda, presenca de infiltrado de polimorfonucleares, com
predominio de neutrdfilos, necrose tecidual e contetdo eosinofilico caracteristico de secregdo
purulenta, enquanto placentite cronica foi considerada a partir da presenga de infiltrado de
mononucleares com necrose de microcotilédones, por vezes com hiperplasia de alantocérion
[26,27].

Imunofluorescéncia

Para realizacdo da técnica de imunofluorescéncia, foram obtidos cortes de placenta com
7um de espessura montados sobre laminas histoldgicas embebidas em organosilano a 3%
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA), e parafinados em paraplast. As amostras
foram deparafinadas com xilol e reidratadas em alcool com graduacéo seriada. A recuperagao
antigénica foi realizada em micro-ondas (590W por 15min) em solucéo de citrato de sodio (pH
6.0). Apo6s resfriamento, as laminas forma transferidas para PBS a 4°C, e entdo realizado o
bloqueio de reacdes inespecificas através do uso de albumina sérica bovina (BSA) a 3% (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), durante 15min. Os anticorpos primarios
policlonais foram: anti-progesterone receptor antibody [ YR85, ab32085, Abcam], anti-estrogen
alpha receptor antibody [ab75635, Abcam], anti-estrogen beta receptor antibody [ab3576,
Abcam] and anti-estrogen related receptor gamma antibody [ab49129, Abcam], anti-aromatase
antibody [H4, ab139492]. Todos os anticorpos primarios foram diluidos na proporcao de 1:200
em solucgéo de BSA 1,5% de acordo com a indicacdo dos fabricantes.

As amostras foram incubadas por 12h em camera Umida a temperatura de 4°C. Os
anticorpos secundarios utilizados foram: Alexa Fluor 647 anti-mouse [Donkey Anti-mouse
(IgG H&L) Alexa Fluor 647; Abcam] para 0 anticorpo anti-progesterone receptor, anticorpo
anti-estrogen related receptor gamma, e anticorpo anti-aromatase; e Alexa Fluor 488 anti-rabbit
[Goat Anti-rabbit (IgG H&L) Alexa Fluor 488; Abcam] para o anticorpo anti-estrogen alpha
receptor, e anticorpo anti-estrogen beta receptor, e para fluorescéncia do nucleo foi utilizado
cromogeno Bisbenzimida H2% (Hoescth 33342-ab145597; Abcam). Apos diluicdo e adicédo

dos anticorpos secundarios no tecido, foi realizada incubacdo em temperatura ambiente (25°C)
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em camera umida e escura por 30 min. As laminas foram cobertas com laminula montados
sobre meio de selante resinoso Fluoroshield (ab104135; Abcam) e resfriadas a 4° C até analise
em microscopia confocal, as andlises eram realizadas em até 5 dias apds a confec¢do das
laminas. As imagens espectrais foram adquiridas em microscopio de laser confocal Leica TCS
SP8 (Solms, Germany). Os comandos de espectro das imagens foram fixados no inicio da
aquisicdo e analise, e ndo foram modificados durante a analise das amostras. As imagens foram
obtidas sequencialmente usando os comandos: de 405 nm/PMT 420-470 nm (H33342), 488
nm/510-550 nm (Alexa 488), e 647nm/660-690nm (Alexa 647) (solid-state laser/spectral
photomultiplier tube).

Controles negativos para cada fragmento placentario foram obtidos através da exclusao
dos anticorpos primarios, enquanto controles positivos foram obtidos a partir da
imunomarcacdao em tecido de ovario equino. Os anticorpos priméarios foram selecionados a
partir de sua reatividade para a espécie equina ja ser demonstrada em estudos anteriores [7, 19].
Todos os procedimentos da técnica de imunofluorescéncia foram conduzidos pelo mesmo

técnico laboratorial.

Quantificacdo da imunomarcacao dos receptores na imunofluorescéncia

Para quantificagcdo dos receptores de progesterona, estrogeno a, B, receptor relacionado
ao estrogeno vy, e aromatase nas placentas avaliadas foi utilizado o software de dominio publico
ImageJ, as mensuragdes foram realizadas de acordo com os protocolos base de avaliagdo de
imagens [28,29].

As imagens foram primariamente convertidas em escala de cinza 16 bits para utilizacédo
de um canal unico de quantificacdo. A partir da imagem obtida, a mesma foi convertida em
binaria e todas as estruturas pertinentes a imunomarcacdo de interesse foram real¢adas em
vermelho, minimizando-se os ruidos de pixels do background.

Apos realgar as areas de imunomarcacao foi criada uma imagem binaria de canal Unico,
minimizando as interferéncias da imagem, esta com duas intensidades de pixel (preto=0 e
branco=255). As imagens foram entdo submetidas para analise, com selecao de area em pixels.
A partir da selecdo de areas foram realizadas andlises de particulas, as quais também foram

tomadas em pixels, totalizando a média em pixels de todas as particulas analisadas.
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Anélise Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As
variaveis que apresentaram distribuicdo ndo paramétrica de analise de foram avaliadas por teste
de Kruskal-Wallis One-Way comparacdo entre as médias pelo teste de Dunn. As anélises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software Statistix 10.0 (Analytical Software,

Tallahassee, FL, USA). A diferenca foi considerada significativa quando p< 0,05.

Resultados

Dados de tempo de gestacéo e intervalo inoculagcao/parto

Menor tempo de gestacdo e intervalo inoculacdo/parto foi observado nas éguas Sem
tratamento e STM+FM+ALT. Enquanto que o grupo STM+FM+ECP demonstraram maior
tempo de gestacao, similar as éguas do grupo Controle. As éguas Sem tratamento apresentarem
menor intervalo inoculagdo/parto, e menor peso do neonato, similar ao observado para as éguas
dos grupos STM+FM+ALT e STM+FM+ALT+ECP (Tabela 2).

Tabela 2. Dados gestacionais e de peso da placenta e do neonato, em éguas com inducao
experimental de placentite ascendente recebendo diferentes protocolos de terapia hormonal.

Intervalo Tempode  Pesoplacenta Peso neonato
inoculagdo/parto (d) gestacdo (d) (kg) (kg)
Controles (n=6) 39,449,4° 339,6+10,1° 5,103 42,8+4°
Sem tto (n=3) 1,6+0,5° 303,6+2,8" 3,840,3 26,2+1,5
STM+EM+ALT (n=6) 18,3+12a0 318,3+12,4%"  52+0,7 28,8+4,5"
STM+FM+ALT+ECP (n=4) 23,5202 334425425 5+1,6 348,50
STM+FM+ECP (n=4 49,5+11,2° 350+13,72 54415 37,243,2%°

ab| etras minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0.05) entre
grupos.

Dados da placenta

Na macroscopia da placenta as éguas do grupo STM+FM+ALT apresentaram maior
porcentagem de lesdes compativeis com placentite, enquanto éguas do grupo STM+FM+ECP,
apresentar Na histologia as éguas do grupo Sem tratamento e STM+FM+ALT apresentaram
maior numero de placentite aguda. Enquanto as éguas com terapia STM+FM+ECP

demonstraram predominio de placentite cronica (Tabela 3).
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Tabela 3. Achados macroscopicos e histologicos das placentas de éguas com inducéo
experimental de placentite ascendente recebendo diferentes protocolos de terapia hormonal.

Macroscopia da Placenta Histologia da Placenta
Sem alteracdo  Placentite Sem alteracdo  Placentite Placentite
(%) (%) (%) aguda (%) cronica (%)
Controles (n=6) 100 (6/6) 0 100 (6/6) 0 0
Sem tto (n=3) 75 (2/3) 25 (1/3) 0 100 (3/3) 0
STM+FM+ALT (n=6) 33,3 (2/6) 66,7 (4/6) 16,7 (1/6) 83,3 (5/6) 0
STM+FM+ALT+ECP (n=4) 50 (2/4) 50 (2/4) 25 (1/4) 50 (2/4) 25 (1/4)
STM+FM+ECP (n=4) 75 (3/4) 25 (1/4) 25 (1/4) 0 75 (3/4)

Imunomarcacgéo dos receptores hormonais

A imunomarcacdo de RP foi visualizada no citoplasma das células de epitélio de
microcotilédones e regido areolar, e pobremente demarcadas no ndcleo das células de estroma
alantoideano (Figura 1). Quanto a quantificacdo de pixels referente a presenca de receptores de
progesterona, a mesma foi superior para as éguas do grupo Sem tratamento e
STM+FM+ALT+ECP (Tabela 4).

Para o REP foi observada marcagao positiva predominantemente no citoplasma, e rara
expressao a nivel nuclear de células de estroma e de epitélio de microcotilédones, de forma
semelhante em todas as placentas (Figura 1). Na comparacéo entre os grupos de tratamento, a
maior presenca de REB foi observada para as éguas do grupo STM+FM+ALT+ECP.

O REa demonstrou marcacdo positiva no citoplasma para células epiteliais de
microcotilédones e de regido areolar de forma semelhante em todos os animais do estudo, e
raras celulas epiteliais e de estroma alantoideano demonstraram marcacdo a nivel nuclear. A
imunomarcacao de REa foi maior nos grupos Sem tratamento e STM+FM+ALT+ECP,

Enquanto, para os RREy foi observada imunomarcagdo semelhante a dos outros
receptores de estrégenos, com marcacdo mais consistente a nivel citoplasmético de células
epiteliais e de estroma alantoideano, algumas raras células epiteliais apresentaram marcagédo
nuclear. Similar ao observado para os receptores de Ea, a quantificacdo de RREy foi maior nas
placentas dos grupos Sem tratamento e STM+FM+ALT+ECP.

A imunomarcagdo positiva para aromatase foi visualizada na regido de epitélio de
microcotilédones, bem como na regido de epitélio areolar, em todas as placentas avaliadas. A
mesma foi observada com maior proporcdo a nivel nuclear de estroma, enquanto em epitélio

areolar e microcotiledonario demonstrou maior marcagdo citoplasmética, com raras células
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epiteliais apresentando marcacdo nuclear. Quanto a marcacdo entre 0S grupos, a
imunomarcacao foi mais consistente nas éguas dos grupos Sem tratamento e STM+FM+ECP,
enquanto no grupo Controle foi pobremente marcada.

Tabela 4. Quantificacdo da imunomarcacdo de receptores hormonais para progesterona,
estrogeno B (REB), o (REa) e receptor relacionado ao estrdgeno y (RREy), e aromatase na

placenta de éguas com inducdo experimental de placentite ascendente recebendo diferentes
protocolos de terapia hormonal.

RP REB Rea RREy Aromatase
Controle (n=6) 45+29° 252+16,4° 21,1+14,1° 5,7+2,3° 5,9 +1,8°
Sem tratamento (n=3) 12,4 46,3* 22,1 +14,4°> 245+14,6*° 21,9+159% 1564592
STM+FM+ALT (n=6) 3,8+1,8° 23,3+10,2° 8,3 £9,1°¢ 58+2,4°> 12,4 +124°

STM+FM+ALT+ECP (n=4) 9,9+57%  40,749,0° 36,4+11,8 19,5+152% 11,7 +56°¢
STM+FM+ECP (n=4) 42 +1,6° 23,2 16,3 8,4 £2,3¢ 53+2,1" 254 +14,17

abe |_etras minGsculas sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0.05) entre
grupos.

RREy Aromatase

. .-. ..

Sem tratamento

STM+FM+ALT

STM+FM+ALT+ECP

STM+FM+ECP

Figura 1. Imunomarcagéo de receptores de progesterona, estrégenos a, B, receptor relacionado ao estrogeno
vy, € aromatase na placenta de éguas com placentite sobre diferentes terapias hormonais.
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Discussao

No presente estudo, os dados observados na gestacdo e 0 peso neonatal caracterizaram
o0s achados pertinentes a quadros de placentite nas éguas Sem tratamento. De forma similar, as
éguas dos grupos STM+FM+ALT e STM+FM+ALT+ECP, apresentaram menor tempo
gestacional e menor peso neonatal. Além disso, foi observada maior incidéncia de achados
macroscopicos e placentite aguda no grupo STM+FM+ALT, caracterizando que a
suplementacdo com altrenogest em éguas com placentite ndo leva a melhora no quadro clinico
e remissdo de lesdes placentarias.

A suplementacao de progestagenos tem sido recomendada como uma pratica terapéutica
similar a realizada em mulheres com gestacdes de risco [30]. Entretanto, em equinos ndo ha
evidencias que a suplementacdo com progestdgenos em éguas com placentite seja necessaria
[31]. De forma contraria, varios autores relatam que a incluséo de terapia com progesterona,
como o altrenogest ndo traz beneficios para quadros de placentite ascendente experimental [17].

As éguas do grupo STM+FM+ALT demonstraram predominio de lesdes agudas na
histologia, enquanto as éguas do grupo STM+FM+ECP tiveram predominio de lesfes cronicas.
Ja é descrito que quadros de placentite cronicas, podem qualificar a resposta de maturagdo fetal,
devido ao estresse crénico resultar em niveis elevados de cortisol fetal e acelerar a maturacao
do feto, resultando em nascimento de neonatos viaveis [9]. Além disso, as lesdes cronicas
podem estar associadas com maior remisséo do agente patogénico e consequente manutencao
da gestacéo [15].

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a terapia com cipionato de
estradiol propiciou melhores resultados placentarios e neonatal, semelhante ao observado em
estudos anteriores [18]. As éguas recebendo terapia com cipionato de estradiol, demonstraram
maior tempo gestacional e peso neonatal. Outros estudos demonstram que a suplementacéo de
estrogenos em éguas com placentite resultou na manutencdo do tempo de gestacdo, permitindo
0 desenvolvimento fetal e maturacdo antes do parto [18, 31].

Estudos anteriores também demonstraram que somente o uso de antimicrobianos,
associado com diferentes anti-inflamatorios apresentou resultados superiores ao uso associado
com progestagenos [17]. A terapia com antimicrobianos na placentite visa reduzir ou mesmo
eliminar os microorganismos nas membranas fetais [4,15]. Dentre os agentes antimicrobianos,
a sulfametoxazole+trimetoprim constitui um dos principais utilizados, visto que ultrapassam a
barreira placentaria e atingem concentracfes 6timas a nivel de fluidos fetais, além de serem

aparentemente seguras ao feto [32,33]. Devido a isso, este antimicrobiano tem sido amplamente
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utilizada por diversos autores para tratamento da placentite espontanea [15] e placentite
experimental [16,17,34], semelhante ao utilizado nestes estudo.

Com relacdo a macroscopia da placenta, somente 25% (1/4) das éguas do grupo
STM+FM+ECP apresentou lesGes de placentite. Enquanto, as éguas que receberam terapia com
progesterona, a presenca de lesGes macroscopicas na placenta foi de 66,7% (4/6), dados estes
que corroboram com Curcio et al [18], que também visualizaram menor taxa de lesdes
placentéarias em éguas com placentite tratadas com estrogeno.

No presente estudo, a imunomarcagdo dos receptores de progesterona apresentou
predominio a nivel de citoplasma para todos o0s grupos, e a mesma foi pobremente marcada
corroborando com estudos anteriores [19]. Em estudo de Wilsher [7], aos 309 dias de gestacéo,
foi observada baixa presenca de RP no tecido fetal, compreendendo os microcotilédones e
endométrio materno, 0s quais sugerem que o0s RP sdo negativamente regulados nos
microplacenténios de equinos nessa fase gestacional, pelas altas concentracdes de outros
progestagenos.

J& no terco inicial e médio de gestacdo, as concentragfes de RP sdo elevados tanto em
células epiteliais da placenta como do endométrio uterino, o que vai em desencontro ao conceito
gue a exposicao a longo prazo do tecido a progestagenos regula negativamente a expressao de
RP epitelias [35]. Porém, nas éguas do estudo maior presenca de RP na placenta foi observado
Nos grupos que apresentaram maior quantidade de placentite aguda e abortos.

Diferentemente do observado em suinos, 0 RE nas éguas é predominantemente
localizado no citoplasma das células epiteliais e ndo nos seus ndcleos. A imunomarcacao para
os RE foi predominantemente citoplasmatica, similar ao encontrado por outros autores no terco
final de gestagéo. Entretanto, ha descri¢Ges que sugerem que o padrdo de imunocoloragao para
0s RE pode apresentar variacdes dependendo do anticorpo primario utilizado [36,37], existindo,
portanto, a possibilidade de que a localizacdo predominante citoplasmatica encontrada neste
estudo esteja relacionada ao isotipo do anticorpo utilizado.

Porém, varios estudos em outras espécies, como humanos, primatas e roedores,
corroboram que independentemente da localizagcdo dos RE, os mesmos possuem afinidade
similar de ligacdo esteroide [38]. Alem disso, 0 RE citoplasmatico pode atuar como um local
de armazenamento temporario de receptores que estdo em processo de translocagao para outros
locais da célula, caracterizando maior atividade estrogénica neste local [39].

Quando comparada a quantificacio de RE entre os grupos de tratamento, a

imunomarcacao de REP foi superior no grupo STM+FM+ALT+ECP. Ja foi demonstrado que
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0 estrogeno E2 exdgeno tem capacidade de estimular marcadamente o desenvolvimento de
agregados sinciciais no trofoblasto humano, estando diretamente relacionado a diferenciagédo
trofoblastica [40,41]. Entretanto, a atividade estrogénica em éguas vazias tende a estimular
maior nimero de receptores de progesterona, resultando em maior atividade de progestagenos
a nivel endometrial. A associacéo da terapia com altrenogest e cipionato de estradiol, pode ter
acarretado em maior atividade estimulatéria positiva dos hormdnios com consequente
incremento de receptores epiteliais.

De forma similar ao observado em outras espécies, as éguas do grupo STM+FM+ECP
deste estudo, podem ter apresentado maior diferenciacdo celular, contribuindo para remissao
das lesdes placentarias. Em placentas de humanos e roedores, a diferenciacdo trofoblastica esta
associada a transicao da expressdo REa para REf, com a co-expressao temporaria de ambos, 0
que sugere que ambos os REs estdo envolvidos na diferenciacdo do trofoblasto estimulado por
estrogénio [40,42,43].

Nas éguas do grupo STM+FM+ECP, foi observada ainda maior marcacao tecidual para
aromatase. A aromatase esta associada a conversao de esteroides placentarios, apresentando
alta atividade intrinseca na placenta, onde realiza a conversdo de compostos esterdides neutros
Cige Cig em estrogeno, originando estrona e estradiol 170 e 17p. Dessa forma, o estimulo com
estrégeno exdgeno pode estar associada com incremento de atividade de aromatase na placenta,
contribuindo para incremento da producao endogena de estrogenos a nivel placentario mesmo
em quadros de leséo [13,44].

A imunomarcacgao para RREy foi maior somente nas éguas sem tratamento e com ambas
terapias hormonais. Com relagdo aos receptores relacionados ao estrogeno v, em estudo com
placentas humanas, foi observada correlagdo entre a expressdo de RREy e a atividade da
aromatase [45], sugerindo que os RREy estdo relacionados ao incremento de aromatase e
consequentemente maior diferenciacdo celular [46]. Entretanto, no presente estudo, ndo foi
observado maior incremento na imunomarcagdo de receptores de RREy nas éguas que
receberam terapia com ECP, as quais apresentaram maior imunomarcagdo da aromatase, sendo

a atividade do RREy na placenta equina ainda desconhecida.

Concluséao

Eguas com placentite ascendente que receberam terapia com cipionato de estradiol

apresentaram incremento no nimero de receptores de aromatase, inferindo relacéo direta com
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0 metabolismo placentario. Foi observado elevado nimero de receptores de progesterona nas

éguas com placentite sem tratamento e com terapia associada de altrenogest e cipionato.
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5 Consideracdes Finais

A leptina e seu receptor estdo presentes na placenta equina a termo, em regides
de microcotilédones e no epitélio coridnico de porgcéo areolar. A co-localizagdo da
leptina e seu receptor confirma a possivel acdo autécrina e paracrina deste horménio

a nivel placentario.

Os achados do presente estudo contribuem para o entendimento de rotas
metabdlicas placentarias, e na atividade da leptina no terco final de gestacdo. A
identificacdo da leptina e seu receptor na placenta pos-parto indica que a mesma pode

atuar como um possivel metabdlito auxiliar em quadros de lesfes placentarias.

A terapia com cipionato de estradiol resultou em melhor desfecho gestacional, com
maiores tempo de gestacdo e peso neonatal. Além disso, a expressao de receptores
hormonais nas éguas com placentite foi consistente com o observado nas éguas

controle.

A imunomarcacdo de receptores hormonais nas éguas com placentite foi
consistente com o observado nas éguas controle. As éguas recebendo terapia
associada de altrenogest e cipionato de estradiol demonstraram maior presenca de
receptores de progesterona e estrogeno 3, enquanto éguas em terapia com cipionato
de estradiol mantiveram a marcacao de receptores semelhante as eguas controle,

mesmo em quadros de leséo placentaria, e incrementaram a expressao de aromatase.

Estes achados sugerem maior atividade intrinseca de diferenciacdo placentéria,
inferindo que diferentes terapias hormonais modificam metabolismo placentério, de
forma que a terapia com cipionato de estradiol pode ser auxiliar nos metabolismo

placentario quando em quadros de leséo.
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UFPel

Corrisso de Etica em Expaumantacds Anirma!

Pelotas, 06 de Janeiro de 2014

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professor Carlos Eduardo Wayne Nogueira

Faculdade de Veterindria
Senhor Professor:
A CEEA analisou o projeto intitulado: “Avaliagio “do efeito da
hormonioterapia em éguas com placentite através da identificagdo de receptores
na placenta e grau de perfusio sanguinea uterina e sua relag¢io com a viabilidade
do neonato”, processo n°23110.003891/2013-37, sendo de parecer FAVORAVEL a
sua execucdo, considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os
principios éticos em experimentagdo animal e com 0s objetivos propostos.
Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 3 CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(cddigo para cadastro n° CEEA 3891).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

;. ,
// A Atencigsamente, )




