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RESUMO

REDOAN, M.A. Efeito da suplementacdo hormonal com progestagenos em
éguas prenhes sobre os horménios tireoidianos e esteroides dos neonatos.
2019.67f. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sado Paulo, 2019.

O nosso trabalho teve como objetivo avaliar as concentragbes dos hormonios
tireoidianos e esteroides dos neonatos no pos-parto imediato (dO) de éguas
suplementadas com diferentes progestagenos e estabelecer correlacdo entre a
concentragéo de progesterona da mae com a do neonato. Para isso foram utilizadas
27 éguas da raca Mangalarga Marchador e seus respectivos potros. Os animais foram
divididos em 5 grupos experimentais: grupo 1 (controle, sem suplementacéo
hormonal), grupo 2 (éguas receptoras aciclicas suplementadas até os 120 dias de
prenhez com progesterona de longa acao), grupo 3 (éguas suplementadas com
progesterona de curta acdo a partir do dia 280 de gestacdo), grupo 4 (éguas
suplementadas com progesterona de longa acado a partir do dia 280 de gestacao) e
grupo 5 ( éguas suplementadas com progestageno sintético altrenogest a partir do dia
280 de gestacdo). Foi realizada coleta de sangue dos potros e das éguas
imediatamente ap0s o parto para a mensuracdo hormonal utilizando kits comerciais.
Os horménios mensurados nos neonatos foram T3 total, T4 livre, TSH, progesterona
e cortisol. Nas éguas foi mensurada a concentracdo de progesterona. Os grupos de
neonatos nao apresentaram diferenca na concentracdo de T3 total, T4 livre, TSH e
progesterona no d0. Nao foi encontrada diferenca na concentracdo de progesterona
das éguas dos diferentes grupos analisados no d0. Os neonatos dos grupos 4
apresentaram maior concentracdo de cortisol no dO e os do grupo 5 apresentaram
menor concentracao de cortisol no d0. Nenhum neonato apresentou alteracao clinica.
Assim, a suplementacdao hormonal com progesterona de longa acéo a partir dos 280
dias de gestacao levou ao aumento na concentracao de cortisol do neonato enquanto
gue a suplementagéo com altrenogest a partir dos 280 dias de gestacdo causou a

diminuicdo nos niveis de cortisol no dO.

Palavras-chave: neonato, progesterona, suplementacéo, horménios, gestacao



ABSTRACT

REDOAN, M.A. Effects on progestogen hormone supplementation over pregnant
mares considering newborn’s thyroid and steroid hormones.2019.67f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, 2019.

Our essay aimed to evaluate neonatal foal’s thyroid and steroid hormone levels in the
oncoming postpartum (d0) of mares supplemented with different progestogens and to
establish a interconnection between the progesterone levels of the mother and the
neonate. For this, 27 Mangalarga Marchador mares and their respective foals were
surveyed. The animals were shared to 5 experimental groups: group 1 (control, without
hormonal supplementation), group 2 (acyclic recipient mares supplemented until 120
days of pregnancy with long-acting progesterone), group 3 (mares supplemented with
short-acting progesterone from the 280th day of pregnancy), group 4 (mares
supplemented with long-acting progesterone from the 280th day of pregnancy) and
group 5 (mares supplemented with synthetic altrenogest progestogen from the 280th
day of pregnancy). Blood samples were collected from neonates and mares
immediately after calving for hormonal measurement using commercial kits. The
hormones measured in the newborns were total T3, free T4, TSH, progesterone and
cortisol. In mares was measured the progesterone levels. Newborn groups didn’t
display any difference among total T3, free T4, TSH and progesterone levels in dO.
Any difference was found in progesterone levels of mares of different groups analyzed
in dO. Neonates from groups 2 and 4 had higher cortisol levels at dO and those from
group 5 had lower cortisol levels at dO. Neither neonate showed clinical alteration.
Thus, long-acting progesterone hormone supplementation up to 120 days of
pregnancy and from 280 days of pregnancy led to an increase in the cortisol levels of
the newborn, while altrenogest supplementation from 280 days of pregnancy led to a
reduction in cortisol levels in dO.

Keywords: neonate, progesterone, supplementation, hormones, pregnancy
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1 INTRODUCAO

As éguas, mais do que qualquer outra espécie, recebem um ou mais
progestagenos exdgenos durante a gestacdo inteira ou parte dela como forma de
amenizar o medo dos proprietarios e Veterinarios de que uma falha na producéo de
progesterona enddgena possa causar perda embrionaria ou aborto (ALLEN, 2001). O
alto investimento econdmico de uma prenhez por transferéncia de embrido e o grande
valor do potro vivo faz com que centrais de reproducao suplementem todas as éguas;
porém um método racional que selecione quais éguas realmente precisam ser
suplementadas ainda é ausente (DAELS, 2006; DELUCA et al., 2011). Além do custo
extra que a medicagdo gera mensalmente, hd ainda o manejo adicional envolvendo a
administracdo do progestageno de escolha.

A suplementacdo macica do plantel, entretanto, ndo vem ocasionando
melhoras na eficiéncia reprodutiva dos animais. Em estudo prospectivo, Rose et al.
(2018) evidenciaram que o aumento das intervencdes terapéuticas na reproducao
equina ndo levou a mudancas nas taxas de perda gestacional precoce e porcentagem
de potros vivos durante os ultimos 12 anos. O maior periodo de perda também
continua igual, entre os dias 15-42 de gestacdo. Tais informacdes nos fazem refletir
se as perdas que ocorrem sdo mesmo decorrentes de uma falta de progesterona
enddgena e se o uso indiscriminado de hormdnios pode trazer algum problema para
a espécie.

Em humanos ja foi comprovada a ligacdo dos progestdgenos naturais e
sintéticos aos receptores de glicocorticoides e, devido a ampla distribuicdo destes pelo
corpo, os efeitos ndo sao limitados ao trato reprodutivo (LI et al., 2006; TOMASICCHIO
et al., 2013; UGOR et al., 2017; SHAH et al., 2018). Os compostos também se ligam
aos receptores de progesterona encontrados em diversos tipos de tecidos e células,
incluindo células do sistema imune, mas a maioria das suas funcdes sobre este sao
mediadas pela interacdo com os receptores de glicocorticoides (HALL; KLEIN, 2017).
Ja foi comprovado, em mulheres, que a suplementacdo suprime a transcricdo de
genes, como IL-2, IL-6, IL-8 e IFNy, e a proliferacdo das células T apos apresentacao
de antigenos, impactando a susceptibilidade a patégenos (BAMBERGER et al., 1999;
KOUBOVEC et al., 2004; HUIJBREGTS et al., 2013).

Estudos sobre as possiveis consequéncias do uso de hormdnios sintéticos em

equinos ainda sao bastante escassos, com a recente descoberta do efeito
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imunomodulador do altrenogest quando administrado em éguas vazias (FEDORKA et
al., 2019). A preocupacao com os efeitos no potro ainda ndo € uma realidade, o que
€ evidenciado com a pouca pesquisa existente sobre o tema, mesmo ja tendo sido
comprovado que o progestageno sintético altrenogest é capaz de atravessar barreira
fetoplacentaria e atingir o feto em altas concentracdes, causando problemas de
adaptacao dos neonatos a vida extrauterina (NEUHAUSER et al., 2008, 2009; PALM
et al., 2010).

Diante do exposto, este trabalho ird auxiliar no esclarecimento do assunto por
meio da concentracdo hormonal dos neonatos no pos-parto, direcionando futuros

estudos na area.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENDOCRINOLOGIA DA EGUA GESTANTE

As espécies domésticas requerem a presenca de progesterona (P4) para que
haja estabelecimento e manutencdo da gestacdo e, em equinos, tal horménio é
essencial para a sintese do histotrofo, mobilidade do concepto, fixacdo do embrido na
base do corno uterino e orientacdo no utero, além da quiescéncia uterina (KASTELIC,;
ADAMS; GINTHER, 1987; ALLEN, 2000; CANISSO et al., 2013; AURICH; BUDIK,
2015).

O embrido equino chega ao utero no sexto dia pés ovulacédo, sinalizando sua
presenca a mae e gerando o reconhecimento materno da gestacédo (WILSHER, 2019).
Assim, ndo ha liberacdo dos pulsos de prostaglandina pelo endométrio e a funcdo do
corpo luteo persiste além dos dias 14-16 do diestro, que é o periodo de lutedlise caso
nao ocorra prenhez (ALLEN, 2001; WILSHER, 2019). Mesmo persistindo no ovario, o
corpo lateo primario tem sua producdo de progesterona diminuida nos 20 dias
subsequentes; do pico de 12-20 ng/mL por volta dos dias cinco a dez pés ovulacao
para valores como 3-5 ng/mL aos 35 dias de prenhez (ALLEN, 2001). Além da
progesterona, 5a-pregnano,3,20-diona (5a-DHP) e 3B-hidroxi-5a-pregano-20-ona
também sao detectaveis na circulagdo (HOLTAN et al., 1991; AURICH; BUDIK, 2015).
Esse valor ira subir novamente devido a producéo da gonadotrofina coridnica equina

(eCGQG) pelos calices endometriais, levando a maturacéo, luteinizacao e ovulagcdo dos
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foliculos com subsequente aumento das concentracdes plasmaticas de progesterona,
alcancando 25-30 ng /mL ao redor dos 100-120 dias de gestacao (ALLEN, 2001).

Assim, entre os dias 70 e 150 de gestacdo na égua, a concentracdo plasmatica
periférica de progesterona e progestagenos relacionados representam uma mistura
de progesterona, secretada pelos corpos lateos primario e secundario, e
progestagenos da placenta, secretados pelo alantocdrion em desenvolvimento. Com
o desaparecimento do eCG da circulagdo materna entre os dias 120-150, os niveis
de progesterona comegam a cair novamente para 4-6 ng/mL devido ao fim do estimulo
aos corpos luteos secundarios (PASHEN; ALLEN, 1979; ALLEN, 2001). Desde o dia
180 de prenhez até aproximadamente dez dias pré-parto a progesterona nao é
detectavel na circulacdo materna (<1ng/mL) (LEBLANC; MACPHERSON; SHEERIN,
2004).

Os tecidos uteroplacentarios formam parte da rede esteroidogénica
fetoplacentaria que produz progestagenos e estrogenos durante a segunda metade
da gestacdo (PASHEN, 1984; LEBLANC; MACPHERSON; SHEERIN, 2004). Essa
unidade esteroidogénica envolve o endométrio, a placenta e outros tecidos fetais
como adrenal, gbnadas e figado. A enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol
(P450scc), conversora do colesterol para pregnenolona (P5), é detectada na zona
glomerulosa e reticular da adrenal do feto desde o dia gestacional 150, possibilitando
a sintese dos progestagenos (HOLTAN et al., 1991; FOWDEN; SILVER, 1995). A
presenca da enzima P450scc, somada ao fato da gonadectomia fetal ndo provocar
alteracdo na concentracdo de progestagenos (PASHEN; ALLEN, 1979), leva os
pesquisadores a acreditarem que a P5 é produzida pela adrenal (ALLEN et al., 2002).

Quantitativamente, os progestdgenos mais importantes no terco final da
prenhez sdo 5a-DHP e seus metabdlitos (CHAVATTE et al., 1997; OUSEY et al.,
2003). Como a placenta é o principal 6rgdo produtor destes e esta em contato direto
com o tecido alvo, o endométrio, os progestdgenos mensurados no sangue periférico
representam os metabolitos, com concentracbes bem inferiores as detectadas no
ambiente uterino (ALLEN, 2001).

Nas Uultimas quatro a seis semanas de gestagcdo a concentragdo de
progestagenos da mae, exceto a progesterona, aumenta novamente (PASHEN;
ALLEN, 1979; ALLEN, 2001). A absorcao uteroplacentaria de P5 da circulacédo fetal
também aumenta neste periodo, em paralelo ao desenvolvimento funcional e
estrutural da adrenal do feto (OUSEY et al., 2003; FOWDEN; FORHEAD; OUSEY,
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2012). A maturacdo da glandula, somada a baixa expressdo da enzima chave para
conversdo P5-cortisol, a P450c17 (17a-hidroxilase), leva ao aumento da P5 e
consequente elevacao dos niveis de progestagenos (HOLTAN et al., 1991; OUSEY et
al., 2003; FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012). Acredita-se que o eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal possa ter um papel no controle do tempo gestacional das éguas a
partir da producdo de P5 pela adrenal (CHAVATTE et al., 1997; OUSEY, 2004;
FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012).

Aproximadamente nos ultimos cinco dias de prenhez, quando ocorre expressao
suficiente de P450c17, ha mudanca no padréo de secre¢cdo hormonal com aumento do
cortisol e diminuicdo dos progestagenos (FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012).
Antes disso, a concentracdo de progestagenos alcanca valores de 15-30 ng/mL nas
dltimas 24-48 horas que antecedem o parto (PASHEN; ALLEN, 1979; ALLEN, 2001).

Essa mudanca na producédo de esteroides pela adrenal resulta na perda do
bloqueio da contratilidade uterina pelos progestagenos, facilitando o inicio do parto
(FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012).

2.1.1 Relacéo entre progesterona e sistema imune

Além dos seus efeitos no Gtero, a progesterona medeia as interacfes entre
sistema imune e enddcrino, visando propiciar um ambiente imunologicamente
favoravel ao feto (SZEKERES-BARTHO; HALASZ; PALKOVICS, 2009). A reacédo do
sistema imune materno a qualquer estimulo ndo autélogo € o mesmo que ocorre com
o concepto alogénico (trofoblasto) (DRUCKMANN; DRUCKMANN, 2005). O que
distingue o trofoblasto dos outros tecidos, entretanto, é a sua capacidade de eliminar
as respostas abortogénicas dos linfécitos B e T, induzindo uma imunomodulacdo que
o protege do ataque imune materno. A presenca da progesterona e sua interagdo com
0S Seus receptores aparenta ser de extrema importancia para tal estratégia de defesa,
induzindo a prevaléncia da resposta Th2 sobre Thl (MIYAURA; IWATA; ALERTS,
2002; DRUCKMANN; DRUCKMANN, 2005). Ainda ndo estad claro o mecanismo
molecular da acdo direta da progesterona sobre a diferenciacéo dos linfécitos T mas
acredita-se que um dos mecanismos funcione via estimulo a producdo de IL-10,
responsavel por inibir a producéo de IL-12, MHC Il e moléculas co-estimuladoras
(MIYAURA,; IWATA; ALERTS, 2002).
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Os processos regulados pela progesterona com a participacao das células do
sistema imune acontecem ao redor da regido da sua sintese, como a placenta, com a
concentragdo do horménio sendo maior nesses locais do que no soro sanguineo da
mae (POLIKARPOVA et al., 2019). Apesar de muitos estudos terem demonstrado o
efeito anti-inflamatério da progesterona no contexto da reproducdo, ha pouco
entendimento sobre as suas acdes celulares e moleculares que geram
imunomodulagéo (GODDARD et al., 2013).

Tanto a progesterona quanto o estrégeno controlam a producéo de fatores de
crescimento e citocinas do utero, com a progesterona promovendo um efeito inibitério
sobre a producédo de TNF- a e iINOS (HUNT et al., 1997). Em situacdes em que ha
uma reducao fisiolégica da concentracdo de P4, como antes da menstruacdo em
humanos, ha um grande influxo de células inflamatérias (macréfagos, neutrdfilos e
células T) para o endométrio, assemelhando-se a resposta inflamatéria (GODDARD
et al., 2013).

Em éguas, estudos evidenciaram a capacidade da progesterona de diminuir o
ndamero de linfécitos endometriais bem como o clearance do Utero. Sob a sua
prevaléncia no ambiente uterino foi observada maior proliferacédo de bactérias mesmo
havendo acumulo de leucécitos, sugerindo um atraso na mobilizacdo das células de
defesa, tal como ocorre em outras espécies (EVANS et al., 1986; HANSEN, 1998). A
ocorréncia de downregulation na atividade dos linfocitos frente a antigenos foi
comprovada por Maeda et al. (2012).

Outras acbGes do horménio incluem modulacdo da producdo de anticorpos,
reducdo da sintese de citocinas pré-inflamatérias pelos macréfagos em resposta a
bactérias e supressado da expressao de algumas citocinas no endotélio, como IL-6 e
IL-8, com potencial efeito negativo no transito das células imunes para os tecidos
(BEAGLEY; GOCKEL, 2003; SZEKERES-BARTHO; HALASZ; PALKOVICS, 2009;
GODDARD et al., 2013).

Em humanos, a progesterona e seus metabdlitos se ligam tanto aos seus
proprios receptores quanto aos receptores de glicocorticoides, com a maioria das suas
acdes no sistema imune sendo mediadas pela interagdo com 0s receptores de
glicocorticoides (SHAH et al.,, 2018). Entretanto, ainda h& muitas informacgfes
conflitantes sobre os efeitos da progesterona nos diferentes tipos de células do
sistema imune bem como qual € o papel dos receptores pelos quais esse horménio
exerce suas atividades (POLIKARPOVA et al., 2019).



21

Em equinos, a progesterona precisa se ligar a seus receptores especificos para
exercer sua influéncia em tecidos alvos (WILSHER, 2019). A exposi¢cao continua do
endométrio a progesterona enddgena faz com que os epitélios glandular e luminal ndo
expressem mais receptores de progesterona (RP), apesar destes persistirem no
estroma e miométrio (SPENCER et al., 2004; WILSHER; GOWER; ALLEN, 2011,
WILSHER, 2019). Essa downregulation da expressao de RP no epitélio € um pré-
requisito para a secrecdo de proteinas pelas glandulas endometriais, que continuam
sendo estimuladas pela P4 indiretamente, via RP do estroma. Assim, na égua
gestante, além de promover a quiescéncia miometrial e fechamento da cérvix, a P4
promove indiretamente uma série de mudancas que culminam com a secrecéo de
véarios fatores de crescimento endometriais essenciais para o desenvolvimento e
crescimento das membranas do feto e placenta (WILSHER, 2019). A proteina do
histotrofo encontrada em maior quantidade na superficie da capsula do embrido
equino, uterocalina, também ¢é progesterona dependente (STEWART,;
CHARLESTON; CROSSETT, 1995; CROSSETT; ALLEN; STEWART, 1996; AURICH;
BUDIK, 2015; WILSHER, 2019).

2.2 ENDOCRINOLOGIA DO FETO E NEONATO

A transicdo da vida intrauterina para a extrauterina requer preparacoes que se
iniciam no fim da gestag&o e envolve mudangas maturacionais de estrutura e fungéo
dos tecidos chave responsaveis para sobrevivéncia pos-natal imediata (SILVER,
1990; FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012).

2.2.1 Cortisol

O eixo hipofisario-adrenal é essencial para que haja parto normal de um potro
saudavel e, uma vez que este evento se aproxima, hA aumento do tamanho e da
porcentagem da adrenal em relacdo ao peso do feto (SILVER, 1990; FOWDEN,;
SILVER, 1995). A habilidade da glandula adrenal secretar cortisol s6 é adquirida no
fim da gestacdo, sendo diretamente relacionada a viabilidade fetal (FOWDEN;
FORHEAD; OUSEY, 2012). Assim, com essa maturacao final tardia da glandula (se
comparada a outras espécies) soO ha producéo de cortisol nos ultimos 5-7 dias pré-
parto (LEBLANC, 2004; LEBLANC; MACPHERSON; SHEERIN, 2004).
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Antes dos 290 dias de prenhez o cortex da adrenal do feto parece ser
irresponsivo a administracdo exogena do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH),
funcionando apenas em nivel basal e produzindo P5, ja que ainda ndo ha a enzima
P450c17 (SILVER et al., 1984; FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012). As enzimas
limitantes da via esteroidogénica da adrenal para a producao de cortisol séo a P450scc,
responsavel por converter colesterol em pregnenolona (P5), a 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase (33-HSD), conversora da P5 em P4, e P450c17, que auxilia na transicéo
P4-cortisol (FOWDEN; SILVER, 1995). Apesar de serem encontradas na adrenal
desde antes do terco final da gestacéo, essas enzimas so0 se tornam abundantes apos
o desenvolvimento do cértex e, principalmente, apds 0 aumento de espessura da zona
fasciculada (FOWDEN; SILVER, 1995).

Apbs os 300 dias de gestacdo (25-5 dias pré-parto), possivelmente devido ao
aumento da exposicao da glandula ao ACTH causado por mudancas no padrédo e na
bioatividade da liberacdo de ACTH pela adenohipdfise, o cortex da adrenal cresce e
se desenvolve morfologicamente (COMLIN; SILVER, 1971; CUDD et al., 1995;
FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012). Somente nos 5 dias pré-parto, com o aumento
da expressdo da enzima P450c17, ha elevacdo nas concentracdes de cortisol fetal
(FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012). Ainda ndo se conhece qual o estimulo
causador do aumento da expresséo da P450c17 na adrenal, podendo estar relacionado
a remocao de algum inibidor, exposi¢ao prolongada ao ACTH bioativo ou ao préprio
cortisol. Assim como todos hormdnios esteroides, o cortisol € lipofilico e transportado
no plasma ligado a globulina ligadora do cortisol e a albumina (<5%) (HART; BARTON,
2011).

N&o é bem estabelecido também o que desencadeia a producdo de cortisol
fetal a nivel celular e molecular, com consequente maturacdo dos 6rgdos e parto.
Entretanto, caso o0 aumento de cortisol ocorra antes ou em niveis excessivos, pode
levar ao retardo do crescimento fetal (LESTER, 2005; FOWDEN; FORHEAD; OUSEY,
2012). Como a duracéo da gestacédo varia entre 320-365 dias é dificil determinar o
dia do parto e a sua inducao antes dessa janela de amadurecimento gera potros nao
viaveis (LEBLANC; MACPHERSON; SHEERIN, 2004).

Com o aumento da atividade adrenocortical no pré-parto, € normal encontrar
altas concentracdes de cortisol e ACTH plasmaticos nos neonatos em suas primeiras
horas de vida, com a responsividade da adrenal ao ACTH sendo maxima ao
nascimento e diminuindo no periodo neonatal (SILVER et al., 1984; LESTER, 2005;
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FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012). Em potros maduros, a concentracdo de
cortisol aumenta nas duas primeiras horas de vida e cai para valores basais nas 24
horas seguintes (SILVER, 1990; FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012). J4 o
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) s se eleva no dia do parto, diminuindo para
niveis basais em até oito horas apos o nascimento (FOWDEN; FORHEAD; OUSEY,
2012). Em prematuros nota-se que a concentracdo plasmatica de ACTH € maior do
que a normal e continua a aumentar no pés parto, ja que a concentracao de cortisol
que héa nesses individuos ndo é suficiente para exercer um feedback negativo na
adenohipdfise (SILVER et al., 1984; FOWDEN; FORHEAD; OUSEY, 2012).

Além de refletir maturidade, tais concentracfes podem variar em resposta a
afeccdes (LESTER, 2005). Potros que passaram por estresse oriundo de doenca,
como sepse, apresentam concentracdes maiores de cortisol total, com este valor
sendo mais elevado naqueles individuos que nao sobreviveram (PANZANI et al.,
2009; HART; BARTON, 2011). Ja os potros nascidos prematuramente tém menor
concentracéo de cortisol (< 3 pug/dL) nas primeiras duas horas pés parto comparado
com potros maduros (12-14 ug/dL) (ROSSDALE; OUSEY; COTTRILL, 1991).

Em trabalho recente avaliando potros nascidos de éguas com placentite, Muller
et al. (2019) encontraram menor concentracdo de cortisol no pds parto imediato dos
animais de alto risco e 0os que nao sobreviveram, indicando falta de ativacdo do eixo
hipotalamico-hipofiséario-adrenal. Os prematuros gerados antes do aumento do
cortisol apresentam hipoadrenocorticismo, apesar de apresentarem tamanho
condizente com o periodo gestacional. Entretanto, os potros prematuros que sao
pequenos para a idade gestacional podem ter atividade adrenocortical normal ou
aumentada (OUSEY et al., 2004).

A elevacdo do cortisol pré-parto se associa a eventos maturacionais como
aumento das concentracfes de enzimas essenciais para a gliconeogénese, sistema
renina-angiotensina e secrecao de adrenalina, desenvolvimento pulmonar e intestinal,
respostas ao estresse, acdes anti-inflamatérias e supresséo imune (SILVER et al.,
1984; FOWDEN; MUNDY; OUSEY, 1991; OUSEY, 2010).

Concomitante ao aumento do cortisol na ultima semana de gestacdo ha
também mudanca na relacdo neutrofilo: linfocito de 1:1 para 4:1 e um dramético
aumento nos hormoénios da tireoide (JEFFCOTT; ROSSDALE; LEADON, 1982;
LEBLANC; MACPHERSON; SHEERIN, 2004).
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22.27T3 Tae TSH

Localizada dorsalmente aos terceiros e sextos anéis da traqueia, a glandula
tireoide dos equinos € composta por dois lobos unidos por um estreito istmo, se
originando de uma protuberancia do assoalho da faringe no inicio do desenvolvimento
embrionario (FRANK; SOJKA; MESSER, 2002; FORHEAD; FOWDEN, 2014). O seu
epitélio contém foliculos que sdo revestidos por células especiais, 0s tiredcitos,
secretores da glicoproteina tireoglobulina cuja base é o aminoéacido tirosina que seréa
precursora dos hormonios tireoidianos. Ao ser irrigada pelo sangue arterial, a
tireoglobulina recebe iodo e uma ligagcéo covalente é formada pela porcao de tirosina
e a molécula de iodo, servindo como base para a producéo de diiodotirosina (DIT) e
monoiodotirosina (MIT) que se ligam para formar tanto a tiroxina (T4) quanto a
triiodotironina (Ts) (SCHMALTZ, 2012).

No estagio fetal, o iodo é transportado ativamente da circulacdo materna pela
placenta, permitindo assim a sintese hormonal. A transferéncia dos horménios
tireoidianos da mée para o feto varia entre as espécies e, em ovelhas, que assim como
0S equinos possuem placenta do tipo epiteliocorial, parece ndo haver tal transporte
(FORHEAD; FOWDEN, 2014).

O desenvolvimento da glandula pode ser dividido em duas etapas, com a
primeira envolvendo a propria embriogénese e a do eixo hipotalamico-hipofiséario-
tireoidiano, e a segunda a capacidade de regular e produzir hormoénios para a
circulacao fetal (FORHEAD; FOWDEN, 2014; POLAK, 2014).

A secrecdo de T4 e T3 e de baixas quantidades de Tz reverso (rTs), é estimulada
pela tireotrofina (hormdnio estimulador da tireoide-TSH) liberada pela adenohipoéfise,
sendo esta regulada pelo horménio liberador de tireotrofina (TRH) do hipotalamo
(BREUHAUS, 2011). Mais de 99% do Ts e T4 € transportado ligado a proteinas,
principalmente a globulina ligadora de tiroxina (TBG), além da albumina e
transtirretina, todas produzidas pelo figado (OUSEY, 2010; SCHMALTZ, 2012).
Apesar de sO as fracOes livres serem metabolicamente ativas, a ligagdo com as
proteinas ajuda a manter uma reserva de hormdnios prontos para serem
disponibilizados e previne os hormdnios circulantes de serem rapidamente excretados
pelos rins, que sO excreta Tz e Ta livres (BREUHAUS, 2011).

A maioria dos hormonios tireoidianos sdo secretados na forma de T4 sendo a

meia vida deste maior (seis dias) do que a de T3 (um dia), com a baixa afinidade do
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T3 as proteinas refletindo em maior concentracéo livre no sangue (FRANK; SOJKA;
MESSER, 2002). Na vida fetal, T4 & revertida em T3 reverso gerando niveis
indetectaveis de T3 na circulacdo, concomitante a altas concentracdes de Tse rTa.

Uma vez dentro da célula alvo, a maioria da tiroxina sofre desiodacao, ou seja,
T4 € convertida em T3, com este se ligando aos receptores dos hormaonios tireoidianos
e ativando a transcricdo genética (SCHMALTZ, 2012). O processo de conversao €
regulado por trés enzimas deiodinase (tipo I, Il e 1ll), expressas em diferentes tecidos,
particularmente no figado, rins, cérebro e placenta (FISHER; POLK, 1989; OUSEY,
2010). Além disso, in utero, o T4 € metabolizado em formas biologicas inativas
sulfatadas, podendo haver reversdo do processo (WU et al., 1992; FORHEAD;
FOWDEN, 2014).

O feto cresce em um ambiente termoneutro constante e a tireoide supre 0s
requerimentos do metabolismo basal; todavia ndo € requerida para aumentar sua taxa
de secrecdo em resposta a mudancas agudas na taxa de metabolismo (LIGGINS,
1994). Em geral, as concentra¢des dos hormonios tireoidianos sao menores durante
a gestacdo se comparadas ao pds parto, ja que o metabolismo é menor e a
termorregulacéo é controlada pela mae (OUSEY, 2010).

Para a producéo de calor, T3 é cerca de trés vezes mais potente do que a Ta,
com rTsinerte. Ao hascimento a exposigdo a um ambiente mais frio ativa 0 mecanismo
que favorece a producédo de Ts em detrimento ao rTs3, com a concentracdo de T3
aumentando nas primeiras horas pés-parto e diminuindo para os niveis de Ta
posteriormente (IRVINE, 1984; SILVER et al., 1991; OUSEY, 2010). As concentracfes
de T4 sdo mais altas durante a gestacéo e assim permanecem no pos-parto (SILVER
et al., 1991).

Dentre as espécies domésticas, 0S equinos possuem uma das maiores
concentracfes de hormdnios tireoidianos circulantes, com o nivel ao nascimento
sendo de 10-20 vezes maior que dos adultos (KNOTTENBELT; HOLDSTOCK;
MADIGAN, 2004). O aumento de T3 que ocorre no pré-parto é concomitante ao de
cortisol, ja que este estimula a desiodagcéo da T4 no figado a partir da mudanca da
enzima deoidinase tipo Il para | (WU et al., 1978; LIGGINS, 1994; FOWDEN;
FORHEAD, 2009; OUSEY, 2010). Junto com o cortisol, T3 parece ser critico para
maturacdo do pulmé&o e ambos sao requeridos para que a epinefrina e CAMP induzam

a absorcéo do liquido pulmonar, agindo sinergicamente via mecanismos de sintese
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proteica (BARKER et al., 1991; RAMMINGER et al., 2002; FORHEAD; FOWDEN,
2014).

A nutricdo da mae € um dos principais fatores que pode influenciar na
concentragdo dos hormoénios tireoidianos do neonato e, em adultos, esta também
pode ser alterada por doencas, medicamentos e hormonios que alteram a ligacao as
proteinas carreadoras (MESSER et al., 1998; BREUHAUS, 2011). Em neonatos a
dificuldade de quantificar os horménios € ainda maior ja que a afinidade de ligacédo
deles as proteinas carreadoras € altissima e os niveis hormonais oscilam bastante ao
longo das primeiras horas pés-parto (IRVINE, 1984).

Ha acdo direta dos hormonios tireoidianos sobre o metabolismo fetal,
especialmente no consumo de oxigénio (O2) e glicose (FORHEAD; FOWDEN, 2014).
Em ovinos, a infusdo de T3 na circulacdo fetal aumentou o consumo de oxigénio
juntamente com a capacidade cardiaca e o fluxo sanguineo do corddo umbilical
(LORIIN; LONGO, 1980; LORIJN; NELSON; LONGO, 1980).

Dentre as diversas funcdes fisiologicas envolvidas com a presenca dos
hormonios tireoidianos, podemos salientar:

i. sintese e liberacdo de surfactantes (OLVER; SCHNEEBERGER;
WALTERS, 1981; WILSON; OLVER; WALTERS, 2007; HILLMAN;
KALLAOUR; JOBE, 2012);

. regulacdo da expressdo da enzima conversora de angiotensina no
endotélio pulmonar (FORHEAD; FOWDEN, 2014);

iii.  maturacao das células do miocardio (THORNBURG et al., 2011);

iv.  gliconeogénese (FOWDEN; FORHEAD, 2009);

V. aumento da capacidade termogénica do tecido marrom (HILLMAN;

KALLAOUR; JOBE, 2012; FORHEAD; FOWDEN, 2014);

vi.  mielinizacdo dos neurdnios (IRVINE, 1984).

Nos trabalhos em que ha associacdo entre viabilidade do neonato e
concentragdo hormonal os autores encontraram uma relacdo clara entre menores
concentracdes de T3 e prematuridade, além da correlacéo direta entre cortisol e T3
(SILVER et al., 1991). Os potros considerados maduros, apresentando ao nascimento
concentracéo de cortisol dentro da normalidade, foram os que exibiram o aumento de
T3 mais rapido no pos-parto. Ja a concentracao de T4 ndo apresentou diferenca entre
0s neonatos maduros, dismaturos e prematuros (SILVER et al., 1991).
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O momento durante o qual o hipotireoidismo ocorre vai determinar os sinais
clinicos no potro, sendo incoordenacéo, reflexo de succdo fraco, hipotermia e
desordens musculoesqueléticas os principais (IRVINE, 1984). Dentre as alteracdes
musculoesqueléticas prognatismo, deformidades flexurais nos membros toracicos e
pélvicos, ruptura do tendao extensor digital comum, ossificacdo anormal/ retardataria
dos ossos do carpo e do tarso, deformidades angulares e articulacdes frouxas sao as
mais encontradas (ALLEN et al., 1995). Potros que passaram por tireoidectomia
parcial in utero nasceram com pelagem imatura, fracos, incapazes de se manter em
pé e apresentando atraso na maturacao esquelética (ALLEN et al., 1998). Com isto
os efeitos de hipotireoidismo em neonatos sdo bem mais severos do que em adultos
ja que as acdes dos hormoénios tireoidianos séo cruciais para o desenvolvimento dos
sistemas nervoso e esquelético (FRANK; SOJKA; MESSER, 2002).

2.3 USO DOS PROGESTAGENOS EM EGUAS

Os progestdgenos sdo muito utilizados na reproducdo equina e, dentre as
diversas finalidades, podemos citar como as mais importantes a manipulacéo do ciclo
estral, suplementacéo do terco inicial da prenhez para evitar uma perda gestacional e

como parte do tratamento da placentite.

2.3.1 Preparacao de receptoras aciclicas

Os progestagenos geralmente sdo usados para controlar o ciclo estral durante
o periodo de transicdo do anestro para a estacdo de monta (e vice versa), para
adiantar a primeira ovulagdo do ano e para sincronizar receptoras ndo ciclantes
(PINTO, 2011). Esta sincronizacdo consiste em monitorar 0s ovarios regularmente via
ultrassom e administrar hormonios para mimetizar o ciclo fisiolégico (BOTELHO et al.,
2015). Usualmente éguas néo ciclicas recebem estrégenos e, apos observacao de
edema endometrial, progesterona natural de longa acéo ou altrenogest sdo aplicados
para que haja progesterona em concentragao suficiente (>2,5ng/mL) no momento da
TE (MCKINNON et al., 1988; ROCHA FILHO et al., 2004; BOTELHO et al., 2015;
GRECO et al., 2016; SILVA et al., 2016). E necessario que o trato reprodutivo tenha
exposicdo prévia aos estrogenos para que haja inducdo dos receptores de

progesterona (NISWENDER et al., 2000). Assim, os tratamentos hormonais permitem
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sincronizar éguas receptoras com as doadoras de embrido, maximizando o uso das
receptoras e diminuindo o numero de exames ultrassonograficos (OLIVEIRA et al.,
2018).

Devido a sua praticidade de aplicacdo, sendo necessaria apenas uma
aplicacao de 1500 mg por semana ou 3000 mg a cada quinze dias, a progesterona de
longa acdo que contem 300 mg/mL é a mais utilizada no pais (GRECO; DELL’AQUA
JR; ALVARENGA, 2009). Em estudo retrospectivo, Rocha Filho et al. (2004)
compararam as taxas de prenhez de receptoras ciclicas e nao ciclicas, preparadas
com progesterona de longa e curta acao, durante o periodo de transicdo em trés
diferentes estacdes de monta. Segundo os resultados obtidos, as taxas de prenhez e
de perda embrionéaria foram semelhantes nos dois grupos, independentemente do tipo
de progesterona usada. O trabalho de Greco et al. (2016) corrobora com o achado,
mostrando que receptoras ciclicas e aciclicas tratadas com progesterona de longa
acao apresentam taxas satisfatérias de prenhez, semelhantes aquelas obtidas para o
ciclo natural.

Na pratica, independente do protocolo hormonal utilizado para se obter a
sincronizacao do estro, a administracdo do progestageno perdura desde o momento
do diagndstico até os 120 dias de prenhez ja que entre os dias 40 e 120 de gestacéo
€ certo que o alantocérion sintetiza os hormonios capazes de manter a gestacao, tal
como a 5a-dihidroprogesterona (HOLTAN; NETT; ESTERGREEN, 1975; SILVA et al.,
2014). Ja foi comprovado, todavia, que a presenca de corpo liteo suplementar no dia

gestacional 70 permite que a suplementacao seja interrompida (SILVA et al., 2014).

2.3.2 Perda gestacional precoce

As perdas gestacionais precoces sdo aquelas que ocorrem entre a fertilizacao
e os dias 40 a 60 de gestacao, sendo as maiores taxas detectadas em éguas com
mais de 18 anos (VANDERWALL, 2008). Esta incidéncia de perda € de 5 a 10%, com
a grande maioria (77%) ocorrendo até o 35° dia de prenhez (VANDERWALL, 2008;
ROSE et al.,, 2018b). Em estudo retrospectivo onde foram analisadas criacdes
intensivas de equinos em diferentes estacdes, Rose et al. (2018) encontraram que
somente 83% de todas as prenhezes diagnosticadas no dia 15 irdo resultar em um

potro vivo.
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Crescimento e desenvolvimento insuficiente do concepto sdo as principais
causas de perdas precoces (GINTHER et al., 1985; ADAMS et al., 1987; BERGFELT,;
WOODS; GINTHER, 1992; WILLMANN et al., 2011a), que podem ser divididas em:

I. influéncias externas que causam impacto no desenvolvimento inicial,
como nutricdo, medicamentos administrados e exposi¢cado aos patdégenos
(ROSE et al., 2018a);

ii. causas inerentes ao embrido, como problemas genéticos (ROSE et al.,

2018a);

iii. causas inerentes a égua (“fatores intrinsecos”) como problemas no

endométrio e anormalidades oocitarias (ROSE et al., 2018a).

Concentragfes reduzidas de progesterona sdo associadas com perda
embrionéaria precoce e podem envolver lutedlise induzida por endometrite, falha do
concepto em bloquear lutedlise ou insuficiéncia luteal primaria (GINTHER et al., 1985;
ADAMS et al., 1987; BERGFELT; WOODS; GINTHER, 1992).

A insuficiéncia luteal primaria é o Unico fator que ainda gera controvérsia quanto
a ocorréncia, mas que é tido como verdade. H4 uma tendéncia natural em se acreditar
gue a grande causadora da perda embrionéria € a falta de progesterona ja que esse
déficit pode ser corrigido farmacologicamente. Contudo ndo ha evidéncia que a
funcionalidade do corpo luteo seja responséavel pela perda (STOUT, 2014).

Em estudos mais antigos, como o de Irvine et al. (1990), a concentragéao de
progesterona da grande maioria das éguas que nao se mantiveram prenhez (82%) até
0s 42 dias poOs inseminacao nao caiu até que a perda embrionaria de fato ocorresse
(BERGFELT; WOODS; GINTHER, 1992). Somente uma das éguas teve queda de
progesterona anterior a perda embrionaria, sugerindo que a falha luteal ndo foi a
causadora das demais perdas (IRVINE et al., 1990).

Por outro lado, ha o relato de Canisso et al. (2013) sobre uma égua prenhe que
sofreu regresséo do corpo luteo, com vesicula embrionaria pequena para o periodo
gestacional e concentracdo de progesterona menor do que a necessaria para se
manter a gestacdo. A prenhez foi suplementada com altrenogest e acabou resultando
em um potro saudavel.

Ao analisarem perdas naturais de prenhez, Betteridge et al. (2018) encontraram
gue metade das éguas (5/11) apresentaram baixa concentracdo de progesterona no

momento da perda ou antes que ela de fato ocorresse. Entre os casos relatados, uma
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vesicula embrionaria havia apresentado crescimento insuficiente e uma das éguas
qgue perderam foi diagnosticada com endometrite.

A suplementacdo com progestagenos pode evitar a perda embrionaria precoce
se a égua mostrar sinais de retorno ao cio mesmo com a presenga de um concepto
aparentemente normal no Utero, se tem historico de perdas associadas com a lise do
corpo luteo primario, esta com endotoxemia ou passou por estresse agudo severo que
pode comprometer a manutencdo do corpo luteo (STOUT, 2014). Progestdgenos
também podem salvar gestacdes comprometidas experimentalmente por lutedlise
induzida por prostaglandinas (KASTELIC; ADAMS; GINTHER, 1987; BETTERIDGE
et al., 2012), permitem a gestacao em éguas em que a funcionalidade do corpo lateo
foi anulada por tratamento com prostaglandina apos ovulacéo recente (LEISINGER et
al., 2016) e pode manter o desenvolvimento inicial de embrides transferidos em éguas
receptoras ovariectomizadas (HINRICHS; SERTICH; KENNEY, 1986).

Ainda assim, ha controvérsias sobre o quanto a perda embrionaria precoce

pode ser diminuida ao se utilizar progestagenos (BETTERIDGE et al., 2018).

2.3.3 Placentite

A placentite ascendente ocorre quando a bactéria migra pelo trato reprodutivo
desde a vagina, passando pela cérvix, e causa infeccdo na regido de estrela cervical
do corioalantoide (MACPHERSON, 2005; CUMMINS et al., 2008). Essa condicéo é
vista no periodo final da gestacdo, principalmente entre o oitavo e décimo més
(CUMMINS et al., 2008).

Segundo Leblanc (2004), a placentite € associada ao aumento das citocinas no
tecido fetal ou placentario, aumento de prostaglandinas nos fluidos fetais, parto
prematuro e maturacao acelerada do feto. O seu tratamento consiste em controlar a
infeccdo bacteriana da placenta e do feto, manter a quiescéncia miometrial e bloquear
a producéo de citocinas pro inflamatorias, visando prolongar a gestacao para obter
um feto desenvolvido e maduro (LEBLANC, 2010; CANISSO, 2015). Devido a uma
maturagdo precoce da glandula, o estresse fetal causado pela afeccédo leva ao
nascimento de neonatos prematuros que tem baixo peso mas fung¢ao adrenocortical
normal (ROSSDALE; OUSEY; COTTRILL, 1991; ALLEN et al., 2002; FOWDEN;
FORHEAD; OUSEY, 2012). A ativacdo prematura do eixo hipotalamico-hipofisario-
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adrenal pdode ser comprovada com a alta concentracdo de cortisol mensurada nos
fluidos fetais (MULLER et al., 2019).

O objetivo de associar progestdgenos ao tratamento da placentite é
contrabalancear o potencial de contragdo uterina induzida pela inflamagéo, com
downregulation dos receptores de ocitocina e prostaglandina (LEBLANC, 2010;
TROEDSSON; MACPHERSON, 2011). Sem os receptores a formacao de juncdes do
tipo gap podem ser inibidas a contratilidade uterina evitada (GARFIELD; KANNAN;
DANIEL, 1980; TROEDSSON; MACPHERSON, 2011).

A estratégia de se associar progestagenos se mostrou eficaz em estudo
conduzido por Bailey et al. (2010) utilizando o dobro da dose comprovadamente eficaz
para controlar o ciclo estral (0.044mg/kg). Em tal estudo, éguas do grupo tratamento
tiveram maior tempo de gestacdo se comparadas ao grupo controle.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, Muller et al. (2019), encontraram que
a média de gestacao das éguas tratadas com antibidtico e altrenogest juntos € 13 dias

menor do que nNos grupos em que nédo se utilizou o progestageno.

2.4 TIPOS DE PROGESTAGENOS

O termo progestageno se refere ao grupo de derivados esteroides de 21
carbonos (C21), naturais ou sintéticos, que assim como a progesterona se liga aos
receptores de progesterona e, assim, exerce efeitos pré-gestacionais (PINTO, 2011).
Estes hormonios esteroides sdo produzidos por uma variedade de tecidos, incluindo

ovarios, utero, placenta e glandulas adrenais (OUSEY, 2004).

2.4.1 Progesterona

Seja ela em sua forma natural ou sintética, a progesterona é a maior
responsavel pela quiescéncia miometrial e por levar a gestacédo a termo (OUSEY,
2006). A quiescéncia € possivel por um aumento do potencial do repouso e prevencao
de ligacdes elétricas entre as células miometriais, além da diminuicdo da oferta de
calcio extracelular (PARKINGTON, 1983; BATRA, 1986; NISWENDER et al., 2000).
Outros mecanismos que favorecem a quiescéncia sédo o bloqueio da ligacdo do

estrégeno aos receptores a-adrenérgicos, responsaveis por induzir contracdes, e a
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inibicdo das formacéao de junc¢des do tipo gap (GARFIELD; KANNAN; DANIEL, 1980;
BOTTARI et al., 1983; NISWENDER et al., 2000).

A progesterona injetavel, progesterona natural preparada como solucao oleosa,
é formulada para liberar a alta dose (300mg/mL) em taxa controlada por 7-10 dias,
alcangando concentragdes séricas =2ng/mL (PINTO, 2011).

O fato do nivel plasmatico de progestagenos estar aumentado em potros
prematuros, dismaturos e em condi¢des clinicas desfavoraveis a sobrevida sugerem
a interferéncia desses hormoénios no desenvolvimento do sistema imunitario do potro
neonato (ROSSDALE et al., 1995).

Em humanos ja foi demonstrado que a suplementacdo com progesterona leva
a uma diminuicdo das respostas pro-inflamatorias e citotoxicas das células T, com tais
efeitos sendo obtidos via alteracdo da memoria das células T-antigenos e regulacao

da migracao leucocitaria (SHAH et al., 2018).

2.4.2 Altrenogest

O altrenogest é um progestageno sintético androgeno e anabdlico derivado do
esteroide 19-nortesterona (HODGSON et al., 2005; MACHNIK et al., 2007; PINTO,
2011). E um dos poucos progestagenos sintéticos capazes de manter a prenhez (dose
de 0,044mg/kg/dia) em éguas ovariectomizadas ou ciclicas que receberam injecfes
de prostaglandina F2 alfa (MCKINNON et al., 1993; MCKINNON, 2000). Seu efeito
pré gestacional se da pela interacdo com os receptores de progesterona e uma ligacao
com outros receptores esteroides também € provavel (MACHNIK et al., 2007).
Comprovadamente € um agonista dos receptores de progesterona mais potente do
que a prépria P4 (MCROBB et al., 2008; FEDORKA et al., 2019).

No trabalho pioneiro sobre a eficacia do altrenogest foi demonstrado que néo
ha efeito do tratamento sobre os eventos do parto, viabilidade e crescimento do
neonato, com a administracao do progestageno sendo interrompida no dia gestacional
320 (SHOEMAKER; SHIDELER, 1989).

Willmann et al. (2011b) encontraram influéncia positiva da suplementacao de
éguas velhas sob o crescimento do feto, além de identificarem proteina dos receptores
de progesterona no embrido equino de 11 dias o que pode indicar acao direta dos
progestagenos sobre o concepto. Também foi demonstrando que o altrenogest
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antecipa a downregulation dos receptores de progesterona que ocorre no diestro
(WAELCHLI; BETTERIDGE, 1996; BUDIK et al., 2008; WILLMANN et al., 2011a).

Fedorka et al. (2019) conduziram o Unico estudo até o0 momento sobre efeito
imunomodulador da suplementagdo com altrenogest em éguas vazias, avaliando a
funcao linfocitaria, expresséo de citocinas in vitro, alteracdes sistémicas e locais e a
habilidade do horménio se ligar aos receptores de glicocorticoides. Observou-se efeito
local e sistémico nos animais suplementados, com alteracdo nas concentracdes de
citocinas inflamatorias, em especial IFN-y. O progestageno nao foi capaz, entretanto,
de ativar os receptores de glicocorticoides.

Em trabalho com metodologia semelhante a nossa, Palm et al. (2010)
iniciaram as aplicacdes de altrenogest (Regumate, 0.088 mg/kg) nas éguas prenhes
no dia 280 de gestacdo, mensurando posteriormente as concentragcdes do hormonio
no plasma da mée e do neonato e nos liquidos alantoidiano e amnidtico. Foi
encontrada uma menor concentragao de altrenogest no plasma das maes em relacéo
aos neonatos, com valor significantemente maior do que a do liquido amniético. Tal
trabalho foi de grande importancia por comprovar a capacidade que a progestina tem
de ultrapassar a placenta e atingir o feto (PALM et al., 2010). Porém, ha poucas
informacdes dos efeitos do composto sobre a viabilidade dos potros nascidos das
éguas suplementadas, além da auséncia de estudos sobre a sua seguranca (NEUHA
USER et al., 2009).

3 HIPOTESE

A suplementacdo de éguas prenhes com progestdgenos afeta o0s niveis

hormonais do neonato.

4 OBJETIVOS

e Avaliar os niveis hormonais dos neonatos no pds-parto imediato de éguas
submetidas a diferentes protocolos de suplementagédo com progestagenos.
e Estabelecer correlacdo entre as concentracdes de progesterona da mae

com 0s niveis hormonais de progesterona do neonato.
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5 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado e desenvolvido de acordo com as diretrizes da Comissao
de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, sob o nimero 9874130317.

5.1 ANIMAIS

As 27 éguas prenhes e seus respectivos potros do estudo sdo da raca
Mangalarga Marchador, residentes do haras Winners Factory localizado no municipio
de S&o Roque/SP. Os animais foram mantidos em piguetes de coast-cross onde
também receberam racao balanceada duas vezes ao dia e agua ad libitum. As éguas
foram vacinadas contra a rinopneumonite equina (Herpes Horse, Laboratorios
Vencofarma do Brasil) nos 5° 7° e 9° més de gestacdo. No nono més receberam
vacina contra tétano, encefalomielite e influenza (Lexington, Laboratorios Vencofarma
do Brasil), de acordo com as recomendages do fabricante.

Os animais foram usados exclusivamente para o experimento. Todas as éguas
foram inseminadas com 0 mesmo garanhdo durante a estacdo de monta 2014/15 e

submetidas ao mesmo manejo. A prenhez foi acompanhada e os partos assistidos.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os cinco grupos experimentais foram:

GRUPO 1 (Controle) - éguas ndo suplementadas com horménios (n=9): éguas
prenhes que ndo foram submetidas a suplementacdo com horménios exdgenos.

GRUPO 2 - Receptoras nao ciclantes suplementadas (“ciclo artificial”’) (n=4):
Receptoras nado ciclantes receberam cipionato de estradiol 10 mg, por via
intramuscular profunda (IM) (ECP; Pharmacia and Upjohn Co., Kalamazoo, Michigan,
USA) por trés dias apos a ovulacdo da doadora de embrido. No quarto dia foi realizada
administracao de 1500 mg (IM) de progesterona natural longa acédo P4 (P4 LA 150;
Botupharma, Botucatu, Brasil). Uma vez que o embrido foi recuperado no oitavo dia
apos a ovulacédo da doadora, foi realizada outra aplicacdo de P4-LA na receptora e a
transferéncia de embrido. Quando houve confirmacéo da gestacao, foi realizada a

aplicacdo de P4-LA a cada 7 dias até os 120 dias de gestagao.
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GRUPO 3 - Suplementacdo hormonal (P4-CA) - a partir de 280 dias de
gestacdo (n=5): Eguas gestantes receberam 225 mg IM de progesterona natural de
curta agao (P4-CA Botupharma, Botucatu, Brasil) uma vez ao dia a partir dos 280 dias
de gestagéo até o nascimento do potro.

GRUPO 4 - Suplementacdo hormonal (P4 - LA) - a partir de 280 dias de
gestacédo (n=5): Eguas gestantes receberam 1500 mg IM de progesterona natural de
longa acao (P4-LA Botupharma, Botucatu, Brasil) uma vez por semana a partir dos
280 dias de gestacao até o nascimento do potro.

GRUPO 5 - Suplementacdo hormonal com altrenogest - a partir de 280 dias de
gestacdo (n=4): Eguas gestantes receberam 300 mg IM de altrenogest (Altrengest,
Botupharma, Botucatu, Brasil) uma vez por semana partir dos 280 dias de gestacao
até o nascimento do potro.

5.3 COLETA DE SANGUE

5.3.1 Eguas

Para realizacdo das dosagens de horménio sérico, a coleta de sangue foi
realizada por meio de puncéo da veia jugular em tubos BD Vacutainer® heparinizados,
imediatamente apés o parto (d0). O sangue foi centrifugado apds a coleta a 3000 rpm
por 5 minutos sendo o plasma removido e armazenado a —20°C até a realizacdo da

analise hormonal.

5.3.2 Potros

Para as analises hormonais, amostras de sangue foram coletadas dos
neonatos imediatamente apds o parto. A colheita de sangue foi realizada por meio de
puncdo da veia jugular em tubos BD Vacutainer® heparinizados. O sangue foi
centrifugado imediatamente apds colheita a 3000 rpm durante 5 minutos, sendo o

plasma removido e armazenado a —20°C até a realizacao da analise hormonal

5.4 ANALISE HORMONAL
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5.4.1 Dosagens de progesterona das éguas (d0)

As concentragdes de progesterona foram determinadas utilizando técnica de
Radioimunoensaio (RIE) em fase sélida, previamente validado para uso em equinos
(FAY & DOUGLAS, 1987). Foram utilizados kits diagndsticos comerciais (Beckman
Coulter, Immunotech/USA). Os ensaios foram realizados no Laboratdrio de Dosagem

Hormonal-FMVZ-USP, seguindo o protocolo do fabricante.

5.4.2 Dosagens de T3 e T4 dos potros (d0)

As concentracBes de Ts e T4 foram determinadas através da técnica de
Radioimunoensaio (RIE) em fase sélida, previamente validado para uso em equinos
(ANDERSON, 1988). Foram utilizados kits diagnosticos comerciais DPC (Coat-A-
Count - Diagnostic Products Corporation/USA). Os ensaios foram realizados no LDH-

FMVZ-USP, seguindo o protocolo do fabricante.

5.4.3 Dosagem de TSH dos potros (dO)

As dosagens de TSH dos potros foram realizadas utilizando o método
enzimaimunoensaio (ELISA), seguindo o protocolo indicado pelo Kit ELISA
Ultrassensivel para horménio estimulante da tireoide (TSH) em cavalos.

5.4.4 Dosagem de progesterona e cortisol dos neonatos (d0)

As concentracdes de progesterona foram determinadas por meio da técnica de
Radioimunoensaio (RIE) em fase soélida, previamente validado para uso em equinos
(FAY & DOUGLAS,1987), utilizando kit comercial (Beckman Coulter, Immunotech/
USA).

As concentragbes de cortisol foram determinadas por radioimunoensaio

utilizando kit comercial DPC (Coat-A-Count - Diagnostic Products Corporation/USA).

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados pelo Minitab®19 (Minitab, LLC, 2019).
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Inicialmente a normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk,
mais confiavel para este tipo de avaliacdo (RAZALI; YAP, 2011). Para os dados que
nao apresentaram distribuicdo normal (T4 livre e TSH) foram testadas transformagoes,
como a transformacdao logaritmica e o inverso da raiz. Neste caso foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis para se comparar as médias.

No caso dos dados paramétricos (P4 mae e neonato, T3 total e cortisol), foi
realizada uma andlise de variancia (ANOVA) para avaliar a diferenca de média de
cada horménio entre os grupos, com nivel de significancia adotado (P) de 5%. Assim,
nos casos em que a ANOVA detectou interacdo significativa entre os grupos (p<0,05),
o teste Tukey a posteriori foi aplicado. Para maior entendimento das diferencas dos
grupos tratamento em relagdo ao controle, foi realizado também o teste de Dunnett,
adotando um intervalo de confianga de 95%.

A correlacdo de Pearson foi utilizada para o calculo da relacdo entre as

variaveis progesterona da mée e progesterona do neonato.
6 RESULTADOS
6.1 TSH neonato
Ao se realizar o teste de Kruskal-Wallis, ndo foi encontrada diferenca entre os
grupos quanto a concentracao de TSH dos neonatos (p>0,05) no dO (Tabela 1, Grafico

1),

Tabela 1 - Médias * erro padrédo da concentracdo de TSH (ng/mL) no dO entre 0s grupos

Grupos Média + erro padréo
1 1,347 £0,784
2 3,151 + 1,615
3 1,300 + 0,716
4 2,182 +1,128
5 0,326 £ 0,079

Fonte: REDOAN (2019).
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Grafico 1 - Média e erro padréo das concentra¢des de TSH (ng/mL) dos grupos de neonatos no dO
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1: controle, sem suplementagcdo hormonal, grupo 2: éguas receptoras aciclicas
suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa acdo, grupo 3: éguas
suplementadas com progesterona de curta acao a partir do dia 280 de gestacdo, grupo 4: éguas
suplementadas com progesterona de longa acgdo a partir do dia 280 de gestacdo e grupo 5: éguas
suplementadas com progestageno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestacgéo.

6.2 T3 total neonato

Ao se realizar a ANOVA, nao foi encontrada diferenca entre os grupos quanto
a concentracdo de Ts total dos neonatos imediatamente ap0s o parto (p=0,464)
(Tabela 2, Grafico 2).

Tabela 2 - Médias * erro padrédo da concentracdo de Ts total (hg/mL) dos neonatos no dO

Grupos Média + erro padrao
1 4,323 £ 0,588
2 3,498 + 1,027
3 5,272 + 0,802
4 4,816 + 0,561
5 4,960 + 0,686

Fonte: REDOAN (2019).
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Gréafico 2 - Média e erro padréo das concentra¢gdes de Tz total (hg/mL) dos neonatos no dO
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1: controle, sem suplementagcdo hormonal, grupo 2: éguas receptoras aciclicas

6.3 Ta livre neonato

suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa acdo, grupo 3: éguas
suplementadas com progesterona de curta acao a partir do dia 280 de gestacdo, grupo 4: éguas
suplementadas com progesterona de longa acgdo a partir do dia 280 de gestacdo e grupo 5: éguas
suplementadas com progestageno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestacéo.

Ao se realizar o teste de Kruskal-Wallis, ndo foi encontrada diferencga entre os

grupos quanto a concentragdo de T4 dos neonatos imediatamente ap0s o parto
(p>0,05) (Tabela 3, Grafico 3).

Tabela 3 - Médias + erro padrédo da concentragdo de T4 livre (ug/dL) dos neonatos no dO

Grupos Média + erro padréo
1 6,519 + 0,722
2 6,675 + 1,603
3 5,518 £ 0,377
4 12,714 + 2,587
5 6,288 + 0,506

Fonte: REDOAN (2019).
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Grafico 3 - Média e erro padrédo das concentragdes de T4 livre (ug/dL) dos neonatos no dO
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1: controle, sem suplementacdo hormonal, grupo 2: éguas receptoras aciclicas
suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa agéo, grupo 3: éguas
suplementadas com progesterona de curta acao a partir do dia 280 de gestacdo, grupo 4: éguas
suplementadas com progesterona de longa agdo a partir do dia 280 de gestacdo e grupo 5: éguas
suplementadas com progestageno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestacéo.

6.4 Progesterona neonato

Ao compararmos as médias entre 0s grupos utilizando ANOVA, vimos que nao
houve diferenca estatistica entre 0os grupos nos valores de progesterona dos neonatos
(p=0,711) no dO (Tabela 4, Grafico 4).

Tabela 4 - Médias + erro padrdo da concentracdo de P4 (ng/mL) dos neonatos no dO

Grupos Média + erro padrao
1 16,044 +4,065
2 17,650+6,202
3 10,100+2,468
4 12,980+3,422
5 6,050+1,506

Fonte: REDOAN (2019).
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Grafico 4 - Média e erro padréo das concentra¢gfes de P4 (ng/mL) dos neonatos no dO
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1: controle, sem suplementagcdo hormonal, grupo 2: éguas receptoras aciclicas
suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa acdo, grupo 3: éguas
suplementadas com progesterona de curta acdo a partir do dia 280 de gestacdo, grupo 4: éguas
suplementadas com progesterona de longa acdo a partir do dia 280 de gestacdo e grupo 5: éguas
suplementadas com progestageno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestagéo.

6.5 P4 mae

Em um primeiro momento a ANOVA foi capaz de identificar diferenga entre os
grupos quanto a concentracdo de progesterona das éguas imediatamente apds o
parto (p=0,00582) (Tabela 5, Gréfico 5).

O teste Tukey a posteriori foi entdo aplicado, porém néao detectou diferenca

entre os grupos (p>0,05) no dO.

Tabela 5 - Médias + erro padrédo da concentracao de P4 (ng/mL) das éguas no DO dos diferentes

grupos
Grupos Média + erro padréo
1 15,889 + 3,254

2 11,250 + 8,966
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3 4,800 * 1,594
4 4,400 £ 0,678
5 26,000 + 15,796

Fonte: REDOAN (2019).

Grafico 5 - Média e erro padrédo das concentra¢cdes de P4 (ng/mL) das éguas no dO
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1: controle, sem suplementagdo hormonal, grupo 2: éguas receptoras aciclicas
suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa ac¢do, grupo 3: éguas
suplementadas com progesterona de curta acdo a partir do dia 280 de gestacdo, grupo 4: éguas
suplementadas com progesterona de longa agdo a partir do dia 280 de gestacdo e grupo 5: éguas
suplementadas com progestageno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestacéo.

Optamos pelo uso do teste de Dunnett que ndo encontrou diferenca entre os
grupos em relacao ao controle (p>0,05) no dO (Grafico 6).
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Gréfico 6 - Diferencas das médias de P4 (ng/mL) entre o grupo controle e os demais grupos no do,
considerando intervalo de confianca de 95%
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1 (CTR): controle, sem suplementagdo hormonal, grupo 2 (G2): éguas receptoras
aciclicas suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa acao, grupo 3 (G3):
éguas suplementadas com progesterona de curta a¢éo a partir do dia 280 de gestacéo, grupo 4 (G4):
éguas suplementadas com progesterona de longa acéo a partir do dia 280 de gestacao e grupo 5 (G5):
éguas suplementadas com progestadgeno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestacao.

Ao usarmos a correlacdo de Pearson vimos que nao existiu correlacdo entre
a concentracado de P4 da mae e a concentracdo de P4 do neonato no dO (coeficiente
de correlacao: 0,208).

6.6 Cortisol neonato

A ANOVA detectou diferenca entre as concentracdes de cortisol dos neonatos
(p=0.000828) no dO (Grafico 7, Tabela 6).

Tabela 6 - Médias + erro padréo da concentragdo de cortisol (ug/dL) dos neonatos no dO

Grupos Média + erro padréo
1 5,889 +,0,773
2 11,150 + 1,087
3 7,898 + 2,499
4 11,100 + 0,758
5 1,168 + 0,268

Fonte: REDOAN (2019).
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O teste Tukey a posteriori diferenciou o grupo G5 dos demais (Grafico 7).

Grafico 7 - Diferencas das médias de cortisol (ug/dL) dos neonatos no dO considerando intervalo de
confianca de 95%
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1 (G1, CTR): controle, sem suplementa¢do hormonal, grupo 2 (G2): éguas receptoras
aciclicas suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa acéo, grupo 3 (G3):
éguas suplementadas com progesterona de curta a¢édo a partir do dia 280 de gestacéo, grupo 4 (G4):
éguas suplementadas com progesterona de longa acao a partir do dia 280 de gestacéo e grupo 5 (G5):
éguas suplementadas com progestageno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestacao.

Na sequéncia, aplicamos o teste de Dunnet (teste de escolha) e, nesse caso, 0
G4 e G5 mostraram-se diferentes do controle. O G4 apresentou concentracdo de
cortisol acima do grupo controle enquanto o G5 teve concentracao abaixo do grupo

controle (Gréfico 8).
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Grafico 8 - Diferencas das médias de cortisol (ug/dL) entre o grupo controle e os demais grupos no
do, considerando intervalo de confianca de 95%
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Fonte: REDOAN (2019).

Grupo 1 (CTR, G1): controle, sem suplementa¢do hormonal, grupo 2 (G2): éguas receptoras
aciclicas suplementadas até os 120 dias de prenhez com progesterona de longa acéo, grupo 3 (G3):
éguas suplementadas com progesterona de curta a¢do a partir do dia 280 de gestacao, grupo 4 (G4):
éguas suplementadas com progesterona de longa acdo a partir do dia 280 de gestacao e grupo 5 (G5):
éguas suplementadas com progestadgeno sintético altrenogest a partir do dia 280 de gestacao.

7 DISCUSSAO

Uma vez que poucos trabalhos avaliam o efeito da suplementacdo com
progestagenos em equinos (JACKSON; SQUIRES; NETT, 1986; SHOEMAKER,;
SHIDELER, 1989; OUSEY et al., 2002; NEUHAUSER et al., 2008, 2009; PALM et al.,
2010; FEDORKA et al., 2019; MULLER et al., 2019), nosso estudo avaliou a
concentracdo (no pés-parto imediato) de alguns horménios importantes para o

desenvolvimento do neonato.

7.1 Ts total, T4 livre e TSH

Os hormonios tireoidianos desempenham importante funcdo controlando o
desenvolvimento fetal; alteragbes nos seus niveis no periodo intrauterino
desencadeiam mudancas permanentes na estrutura e fungédo dos tecidos e 6rgéos
(FORHEAD; FOWDEN, 2014). Além de ndo apresentarem caracteristicas fisicas
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sugestivas de desordens da tireoide, os neonatos dos diferentes grupos do nosso
trabalho ndo mostraram diferenca entre as concentracdes de Ts total, Talivre e TSH.

A investigacdo de disfuncdes da tireoide em equinos, assim como em outras
espécies, tem muitas dificuldades devido aos efeitos multissistémicos e néo
especificos dos hormonios tireoidianos (MESSER et al., 1998). Ao compararem niveis
dos hormonios tireoidianos de éguas e neonatos de diferentes propriedades em
relacdo aos valores de referéncia, Messer et al. (1998) encontraram uma alta
porcentagem dos animais apresentando valores de T3, T4 e TSH inferiores a faixa de
normalidade, apesar de nenhum deles apresentarem sinais tipicos de disfuncédo da
glandula. Os valores na literatura existentes para os hormonios tireoidianos sao
bastante divergentes, dificultando conclusdes baseadas somente nos valores de
referéncia (BREUHAUS, 2002) (Apéndice 1 e 2). Desta forma, no presente trabalho,
nao encontramos diferenca nos niveis hormonais da tireoide e nas caracteristicas
fisicas dos neonatos das éguas que receberam suplementacdo de progesterona,
apesar das concentracdes de T4 livre serem inferiores a literatura. Acreditamos que
tal diferenca tenha sido causada pelo kit de diagnéstico usado, assim como ja foi
comprovado ocorrer em caes, com o tipo de andlise influenciando o resultado. O
mesmo material pode apresentar diferentes concentracfes dependendo de ensaio
diagnéstico usado, passiveis de diferencas devido a erros de calibracédo, diluicdo das
amostras com 0s reagentes antes da mensuracao e ligacdo do horménio ao proprio
tubo, proteina ou outros ingredientes do reagente (SCHACHTER et al., 2004).

Hé& poucos trabalhos que mensuram o TSH em neonatos equinos (BERG et al.,
2007; BREUHAUS, 2014) (Apéndice 3). Eles mostram que a concentracdo do
hormbnio € a mesma para potros e cavalos adultos mas h& diferenca entre os
prematuros e doentes em relagdo aos normais, com o primeiro grupo apresentando
menor concentracdo de TSH (BERG et al., 2007; BREUHAUS, 2014). Uma provavel
explicacéo para o fato, ja que em potros a concentracao dos hormoénios tireoidianos é
maior, € um diferente funcionamento entre o eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal dos
adultos e neonatos (BREUHAUS, 2014). No presente trabalho ndo houve diferenca
no TSH ao se comparar 0s grupos, corroborando os resultados anteriores da nao

influéncia da suplementagdo com progestagenos na glandula tireoide.

7.2 Progesterona neonatos
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Quanto a concentracdo de progesterona dos neonatos, também ndo houve
influéncia do uso de hormonios na mae. A literatura reporta que as concentracdes dos
progestagenos sao altas ao nascimento, diminuem ao longo do primeiro dia pds-parto
e se tornam indetectaveis no segundo dia em potros saudaveis (HOLTAN et al., 1991;
CHAVATTE et al., 1997). Porém, em doentes, as concentracfes sdo mais altas ao
nascimento e permanecem nos dias subsequentes, sendo as maiores concentracdes
encontradas em animais com comprometimentos mais severos (HOUGHTON et al.,
1991; ROSSDALE et al., 1995). Esses fatos nos levaram a mensurar a correlacao
entre os valores de progestagenos dos neonatos com cada suplementacéo, porém tal
correlacdo nao foi detectada.

No trabalho em que foi encontrado altrenogest no plasma das éguas
suplementadas e seus respectivos neonatos foi utilizada cromatografia liquida
associada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) para a mensuragao, ao contrario
do nosso em que se utilizou kit comercial (Palm et al., 2010). J& foi demonstrado que
o altrenogest ndo apresenta reagéo cruzada com os anticorpos dos imunoensaios, 0
que fortalece a nossa hipétese de que o composto pode nao ter sido identificado
devido ao método de diagnéstico usado (WYNN et al., 2018).

Mesmo podendo ter atingindo o feto, o progestageno nédo levou a alteracdes
comportamentais em nenhum dos neonatos do nosso estudo. Um dos quadros
esperados, caso houvesse uma maior concentracdo de progesterona nos nascidos
das éguas suplementadas, era uma menor resposta aos estimulos externos devido
aos jA comprovados efeitos sedativos dos derivados da progesterona, capazes de
cruzar a barreira hematoencefalica e atingir o sistema nervoso central (MADIGAN et
al., 2012).

7.3 Progesterona das mées

Quanto a concentracdo de progesterona das éguas no pos-parto, em um
primeiro momento a ANOVA detectou uma diferencga entre os grupos, diferenca essa
nao detectada com os testes Tukey e Dunnett. Acreditamos que a grande variagao
dos dados, somada ao baixo tamanho amostral, pode ter levado a esse resultado
inicial, requerendo um estudo englobando um nimero maior de éguas para confirmar

ou refutar tal diferenca.
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Optamos pelo uso teste de Dunnett por ele ser mais rigoroso em mostrar as
diferencas existentes entre 0s grupos tratamento e controle. Assim, ndo houve
diferenca na concentracdo de progesterona das éguas entre os grupos no do.

Corroborando com o0 nosso achado ha os trabalhos de Jackson et al. (1986) e
Willmann et al. (2011) que ndo encontraram diferenca na concentracdo de
progesterona enddégena ap0s uso do altrenogest utilizando RIE e
quimioluminescéncia, respectivamente. Ousey et al. (2002), entretanto, encontraram
diferenca na concentracdo de progestagenos apos aplicacdo de progesterona e
altrenogest, sendo as mensuracoes feitas por radioimunoensaio e cromatografia
gasosa nho terco final da gestacdo, respectivamente. Assim, mais uma vez
acreditamos que para o altrenogest o tipo de analise hormonal usada no presente
trabalho (RIE) pode ter influenciado o resultado ja que os imunoensaios ndo séo
capazes de mensurar o composto. Como os efeitos imunomodulatérios do altrenogest
em éguas vazias ja foram comprovados, acreditamos que 0 assunto requer maiores
estudos para que a suposicdo de que ocorra 0 mesmo em éguas prenhes seja

comprovada.

7.4 Cortisol neonatos

O presente trabalho encontrou uma menor concentracao de cortisol no grupo
altrenogest (grupo 5) e maior no grupo progesterona longa acdo (grupo 4). Em
trabalho com metodologia semelhante, Palm et.al (NEUHAUSER et al., 2009) tiveram
as maiores concentracfes plasmaticas de cortisol no grupo suplementado com
altrenogest, ndo havendo mais diferenca entre os grupos a partir dos 15 minutos de
vida. Os autores acreditam que a maior concentracdo de cortisol do grupo
suplementado com altrenogest tem relagdo com o estresse do parto ja que, em tal
grupo, o segundo estagio do parto tendeu a ser maior que o do grupo controle
(NEUHAUSER et al., 2008, 2009; PALM et al., 2010). No nosso caso, nao tivemos um
parto prolongado que justificasse o aumento do cortisol no grupo 4.

E valido ressaltar que utilizamos altrenogest em sua forma injetavel
(Altrengest®), de longa acdo, enquanto que no trabalho citado acima optou-se pela
forma oral do composto (Regumate®), de uso diario. H& diferenca na farmacocinética
do composto perante a via de administracéo, o que pode afetar diretamente o efeito

do produto nas concentragbes de cortisol do neonato (MACHNIK et al., 2007;
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MCCONAGHY et al., 2016). Na administracdo intramuscular a taxa de absor¢édo do
produto € menor, permanecendo na circulagdo sanguinea por um periodo de tempo
maior do que se fornecido via oral.

Apesar de ndo avaliarmos a resposta imune no presente trabalho, sabemos da
relacdo existente entre cortisol e sistema imune. Ainda ha inUmeros estudos que
tentam entender a regulacdo do sistema imune pelos glicocorticoides, principalmente
pelo fato destes hormdnios agirem de mdultiplas formas (CAIN; CIDLOWSKI, 2017). A
ligacdo dos glicocorticoides aos seus receptores citoplasmaticos leva a ativagdo ou
repressdo da transcricdo genbmica, além de exercer efeitos ndo gendémicos. Foi
observado também que o0s receptores de glicocorticoides sdo expressos por
praticamente todas as células nucleadas, com os seus efeitos funcionais variando de
acordo com o tipo de célula. Porém, a inibicdo da producéo de citocinas é tida como
fendbmeno mais relevante do efeito imunossupressor dos glicocorticoides (RICCARDI;
BRUSCOLI; MIGLIORATI, 2002). Portanto acreditamos que a variacdo nas
concentracbes de cortisol pode, de alguma forma, modular o sistema imune dos
neonatos que apresentaram concentracdo aumentada ou diminuida (grupos 4 e 5,
respectivamente).

Os glicocorticoides sao capazes de atenuar os sinais emitidos na fase de
alarme da inflamacao, suprimindo a producdo de mediadores inflamatorios como
interleucinas, IFNy e TNF (CAIN; CIDLOWSKI, 2017). Ao agirem diretamente nos
leucécitos a partir dos seus receptores, também inibem a sintese de citocinas pro-
inflamatorias. Suas acfes nos macréfagos dos tecidos inflamados para inibir a
geracdo de eicosanoides como prostaglandinas e leucotrienos, promotores da
permeabilidade e dilatacdo dos vasos, ja foram evidenciadas. Um dos efeitos mais
conhecidos quando ha liberagdo aguda de cortisol é a neutrofilia, alcancada por uma
maior liberacdo de células polimorfonucleadas pela medula éssea e inibicdo da
migracao de neutrdfilos para locais de inflamacédo (FRANCHIMONT, 2004). Diante do
exposto, acreditamos que a variacdo na concentracdo de cortisol pode influenciar a
resposta inflamatéria do neonato e diminuir a sua capacidade de lidar com os insultos
da vida extrauterina.

Acreditamos que a suplementag&o com altrenogest e progesterona natural tem
relacdo com as variacoes de cortisol encontradas nos neonatos dos grupos
suplementados (grupos 4 e 5). Porém, mais estudos precisam ser realizados para

elucidar esta influéncia.
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8 CONCLUSAO

N&o houve diferencas nas concentracdes de Tstotal, T4 livre, TSH e progesterona
dos neonatos e nas concentracdes de progesterona das éguas dos diferentes grupos.
Porém encontramos maior concentracdo de cortisol nos neonatos do grupo
suplementado com progesterona de longa acdo e menor concentracéo de cortisol no

grupo suplementado com altrenogest.
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APENDICES

APENDICE A — Concentracdes hormonais dos neonatos

Apéndice 1 - Concentracdes de T4 dos neonatos equinos mensuradas no pds-parto com dados
obtidos na literatura

T4 Livre / T4 Total Estado neonato Método Observagao Referéncia
331-389 ng/mL T4 Saudavel RIA Sangue_ (_:ordao 1
total umbilical
300 ng/mL T4 livre Saudavel RIA 2
250 ng/mL T4 livre Prematuro RIA 2
0'031I.r‘9/ mL. T4 Saudavel ELISA 3
ivre
0,019 ng/mL Prematuro ELISA 3
374 ng/mL Saudavel RIA 10 minutos pos- 4
parto
169 ng/mL T4 total Saudavel RIA 24-36 horas pos- 5

parto

(1): OUSEY, J.C. Foal: Adaptation to Parturition. In: MCKINNON,A.O., SQUIRES, E.L., VAALAW.E.,
VARNER, D.D.Equine Reproduction. 2nd. Ed. Wiley-Blackwell, 2011,p. 69-83.

(2): SILVER, M., FOWDEN, A.L., KNOX, J., OUSEY, J., CASH, R., ROSSDALE,P.D. Relationship
between circulating tri-iodothyronine and cortisol in the perinatal period in the foal. J. Reprod. Fertil.,
n.44,p. 619-26, 1991.

(3): MULLER,V., BORBA,L..A., FEIJO, L.S., MORAES, B.S.S. , SANTOS, A.C., CURCIO,B.R.,
NOGUEIRA,C.E.W. Avaliacdo dos horménios tireoidianos em relagdo a maturidade em potros no pés-
parto imediato.Rev. Acad. Ciénc. Anim. N. 15, supl.1,p.37-38, 2017.

(4): PANZANI,S., COMIN,A., GALEATI, G.,ROMANO,G., VILLANI,M., FAUSTINI,M., VERONESI,M.C.
How type of parturition and health status influence hormonal and metabolic profiles in newborn foals.
Theriogenology,n.77, p.1167-1177,2012.

(5): BREUHAUS,B.A. Thyroid function and dysfunction in term and premature equine neonates. J. Vet.
Intern. Med., v.28,p.1301-1309,2014.

Apéndice 2: Concentracdes de T3 dos neonatos equinos mensuradas no pés-parto com dados
obtidos da literatura.

T3 Livre / T3 Total Estado neonato Método Observagéao Referéncia
5,2-7,8 ng/mL T3 Saudavel RIA Sangue_ (_:ordao 1
total umbilical
8,4 ng/mL T3 total Saudavel ELISA 2
5,2 ng/mL T3 total Prematuro ELISA 2

7.6 ng/mL T3 Saudavel RIA 3
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24-36 horas pos-

5,3 ng/mL T3 total Saudavel RIA parto

(1): OUSEY, J.C. Foal: Adaptation to Parturition. In: MCKINNON,A.O., SQUIRES, E.L., VAALAW.E.,
VARNER, D.D.Equine Reproduction. 2nd. Ed. Wiley-Blackwell, 2011,p. 69-83.

(2): MULLER,V., BORBA,L.A., FEIJO, L.S., MORAES, B.S.S. , SANTOS, A.C.,, CURCIO,B.R,,
NOGUEIRA,C.E.W. Avaliacdo dos horménios tireoidianos em relacdo a maturidade em potros no pds-
parto imediato. Rev. Acad. Ciénc. Anim. N. 15, supl.1,p.37-38, 2017.

(3): PANZANI,S., COMIN,A., GALEATI, G.,ROMANO,G., VILLANI,M., FAUSTINI,M., VERONESI,M.C.
How type of parturition and health status influence hormonal and metabolic profiles in newborn foals.
Theriogenology,n.77, p.1167-1177,2012.

(4): BREUHAUS,B.A. Thyroid function and dysfunction in term and premature equine neonates. J. Vet.
Intern. Med., v.28,p.1301-1309,2014.

Apéndice 3 - Concentracdes de TSH dos neonatos equinos mensuradas no pés-parto

TSH Estado neonato Método Observagao Referéncia

24-36 horas pos-

0,24 ng/mL Saudéavel RIA parto

(1): BREUHAUS,B.A. Thyroid function and dysfunction in term and premature equine neonates. J. Vet.
Intern. Med., v.28,p.1301-1309,2014.

Apéndice 4 - Concentracdes de cortisol dos neonatos equinos mensuradas no pés-parto

Estado do

Cortisol heonato Método Observacgéo Referéncia
>80 ng/mL Saudavel N&o especificado 1
163 ng/mL Saudavel RIA 2

67 ng/mL Doente RIA 2

63 ng/mL Saudavel RIA Pés-parto imediato 3
139 ng/mL Saudavel RIA 01 hora pés-parto 3
17,2 ng/mL Prematuro RIA Pdés-parto imediato 3
29,5 ng/mL Prematuro RIA 01 hora pés-parto 3

17 ng/mL Saudavel RIA 12 horas pés-parto 4

44 ng/ml Doente RIA 12 horas pés-parto 4

34 ng/mL Saudavel RIA Fua Suhlemertada 5
15,6 ng/mL Saudavel RIA Egua ndo 5

suplementada

(1): OUSEY, J.C. Foal: Adaptation to Parturition. In: MCKINNON,A.O., SQUIRES, E.L., VAALAW.E.,
VARNER, D.D.Equine Reproduction. 2nd. Ed. Wiley-Blackwell, 2011,p. 69-83.

(2): MULLER,V., BORBA,L.A,FEIJO, LS., MORAES, B.S.S. , SANTOS, A.C., CURCIO,B.R.,
NOGUEIRA,C.E.W. Avaliacdo dos horménios tireoidianos em relagdo a maturidade em potros no pos-
parto imediato. Rev. Acad. Ciénc. Anim. N. 15, supl.1,p.37-38, 2017.
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(3): SILVER, M., FOWDEN, A.L., KNOX, J., OUSEY, J., CASH, R., ROSSDALE,P.D. Relationship
between circulating tri-iodothyronine and cortisol in the perinatal period in the foal. J. Reprod. Fertil.,
n.44,p. 619-26, 1991.

(4): PANZANI,S., VILLANI,M., MCGLADDERY,A.,MAGRI,M.,KINDAHL,H., GALEATI,
G.,MARTINO,P.A.,VERONESI,M.C. Concentrations of 15-ketodihydro-PGF2,, cortisol, and
progesterone in the plasma of health and pathologic newborn foals. Theriogenology,n.72, p.1032-
1040,20009.

(5): NEUHAUSER,S., PALM,F.,AMBUEHL,F., MOSTL,E., SCHWENDENWEIN,I., AURICH,C. Effect of
altrenogest-treatment of mares in late gestation on adrenocortical function, blood count and plasma
electrolytes in their foals. Equine vet. J.,n.41,supl.6, p. 572-577, 2009.
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