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RESUMO

Imunomarcacio de leptina no endométrio de éguas e sua relacio com estresse,

obesidade e ciclo estral

Autora: Millie de Oliveira Marchiori

Orientadora: Sandra Fiala Rechsteiner

A leptina ¢ um hormonio peptidico multifuncional, produzido principalmente pelo
tecido adiposo, possuindo receptores (Ob-Rs) nos 6rgaos reprodutivos, hipotalamo e hipofise.
Os glicocorticdides, como o cortisol, também influenciam diretamente a producao de leptina.
A importancia desses dois hormoénios na atividade reprodutiva tem sido descrita por diversos
autores, que observaramo envolvimento de ambos, na melhoria dos indices reprodutivos, seja
por sua influéncia direta no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, na maturacdo dos oocitos
ou na preparacdo uterina para receber o concepto. No entanto, quando em excesso na
circulagdo, podem influénciar negativamente o sistema reprodutivo. Marcadores como a
leptina e seu receptor funcional de cadeia longa, estdo sendo estudados no endométrio de
espécies como humanos, bovinos e suinos, apresentando resultados que correlacionam a
diminuicdo destes, com a infertilidade ou perda embriondria, porém até o momento nao foi
possivel encontrar estudos que abordassem esse tema em equinos. Neste estudo foram
avaliados: 1) a presenca de leptina (Ob) e seu receptor (Ob-Rb) no endométrio de éguas,
observando a influéncia da obesidade e do ciclo estral nesses marcadores e 2) em uma
condi¢cdo de manejo adverso e estressante, a influéncia do cortisol intrafolicular, nos niveis de
leptina no fluido folicular (FF) e nos marcadores de Ob e Ob-Rb no endométrio durante as
fases do ciclo estral. Os resultados demonstraram que existe a presenga da leptina e seu
receptor (Ob-Rb) no endométrio de equinos, com imunomarcagdo no epitélio luminal e
glandular em todas as fases do ciclo estral avaliadas, apresentando, no entanto, uma marcagao
imunoldgica mais intensa nos Ob-Rb (142.68+4.97, P< 0,0001) no epitélio glandular durante
o diestro em éguas de escore corporal moderado. Nao foi possivel observar a influéncia do
aumento do cortisol intrafolicular (FF) nas variaveis avaliadas, pois o cortisol se manteve
dentro dos valores fisiologicos para a espécie, no entanto pode-se verificar uma correlacdo

positiva entre os niveis intrafoliculares de cortisol e leptina, estando o cortisol aumentado



(30.1£0.07ng/ml, P< 0,05) nos foliculos mais proximos a ovulagdo. Pode-se perceber
também, que a marcagdo imunologica do receptor de leptina no epitélio glandular foi mais
intensa (144.52+3.17, P< 0,0001) nos animais que apresentavam foliculos até 22 mm, estando
a imunomarcac¢do de ambos Ob e Ob-Rb correlacionado de forma negativa (r: -0.7836; P <

0.0001, r:- 0.7343; P < 0.0001), com os niveis de cortisol no FF.

Palavras-chave: Leptina, cortisol, imuno-histoquimica, obesidade, estresse



ABSTRACT

Leptin immunostaining in the endometrium of mares and its relation with stress, obesity
and estrous cycle

Author: Millie de Oliveira Marchiori

Adviser: Sandra Fiala Rechsteiner

Leptin is a multifunctional peptidic hormone, mainly produced by adipose tissue,
having receptors (Ob-Rs) in the reproductive organs, hypothalamus and pituitary.
Glucocorticoids, such as cortisol, also directly influence leptin production. The importance of
these two hormones in reproductive activity has been described by several authors, who
observed the involvement of both, in the improvement of reproductive indices, either by their
direct influence on the hypothalamic-pituitary-gonadal axis, oocyte maturation or the uterine
preparation to receive the concept. However, when in excess in circulation, they can
negatively influence the reproductive system. Markers such as leptin and its long-chain
functional receptor are being studied in the endometrium of species such as humans, cattle
and pigs, presenting results that correlate the decrease of these with infertility or embryonic
loss, but to date it has not been possible to find studies to address this issue in horses. In this
study we evaluated: 1) the presence of leptin (Ob) and its receptor (Ob-Rb) in the
endometrium of mares, observing the influence of obesity and estrous cycle on these markers
and 2) in an adverse and stressful management condition, the influence of intrafollicular
cortisol, leptin levels in the follicular fluid (FF), and the Ob and Ob-Rb markers in the
endometrium during the estrous cycle phases. The results showed that leptin and its receptor
(Ob-Rb) are present in the equine endometrium, with immunostaining in the luminal and
glandular epithelium in all stages of the estrous cycle evaluated, however, showing a more
intense immunological labeling in Ob -Rb (142.68 £ 4.97, P <0.0001) in the glandular
epithelium during the diestrous in mares of moderate body score. It was not possible to
observe the influence of intrafollicular cortisol (FF) on the variables evaluated, because
cortisol remained within the physiological values for the species, however a positive

correlation can be observed between intrafollicular cortisol and leptin levels, being the



cortisol increased (30.1 £ 0.07ng/ml, P <0.05) in the follicles closest to ovulation. It can also
be noticed that the immunological labeling of the leptin receptor in the glandular epithelium
was more intense (144.52 £ 3.17, P <0.0001) in the animals that presented follicles up to 22
mm, and the immunostaining of both Ob and Ob-Rb correlated negatively (r: -0.7836; P
<0.0001, r: - 0.7343; P <0.0001), with cortisol levels in FF.

Key Words: Leptin, cortisol, immunohistochemistry, obesity, stress
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1. INTRODUCAO

Descrita em 1994 como a primeira adipocina, a leptina ¢ um peptideo de 16 kDa, que
apresenta um cadeia composta por 167 aminoacidos (ZHANG et al., 1994; RESELAND et al.,
2001), sendo sintetizada principalmente pelo tecido adiposo. Sob condicdes fisiologicas
normais, atua junto ao seu receptor na regulacdo do peso corporal e no equilibrio da fungdo
reprodutiva (KUMAR et al., 1998; FERREIRA-DIAS et al., 2005).

O mecanismo de ag@o da leptina ocorre via central e periférica, através da ativagao de
seus receptores, que apresentam pelo menos seis isoformas (Ob-R) com diferentes dominios
citoplasmaticos, incluindo a forma longa (Ob-Rb) e a curta (Ob-Ra, c, e, d, f) (RIBEIRO et
al., 2007). Porém, somente a forma longa do receptor (Ob-Rb) contétm um dominio
intracelular que ¢ capaz de transmitir o sinal de ligacdo com a leptina para dentro da célula
(TARTAGLIA et al., 1995).

Receptores (Ob-Rb) em equinos foram encontrados no hipotalamo, adenohipofise
(BUFF et al., 2002), e o6rgaos do aparelho reprodutivo, como ovarios (células luteinicas,
fluido folicular e odcitos) (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013). Em algumas espécies como
nos humanos (GONZALEZ et al., 2000), suinos (SMOLINSKA et al., 2007) e bovinos
(THORN et al., 2007), a leptina e seu receptor sdo expressos também no endométrio e
miométrio, durante as fases do ciclo estral. No entanto, em equinos, at¢ o momento, ndo ha
estudos que comprovem a capacidade uterina de secretar leptina e/ou a presenca de seus
receptores no endométrio.

A acdo da leptina na atividade reprodutiva ocorre devido a sua influéncia no eixo
hipotalamico-hipofisiario-gonadal (HHG), apresentando um importante papel na regulacio
indireta da foliculogénese ovariana, por meio do controle do horménio luteinizante (LH) e da
secre¢do do hormonio foliculo estimulante (FSH) (GENTRY et al., 2002; FERREIRA-DIAS
et al., 2005), agindo ainda no mecanismo que envolve a ovulacdo e luteiniza¢do folicular
(ABDELNABY et al., 2016), bem como a maturagdo dos oodcitos (LANGE-CONSIGLIO et
al., 2009).

No entanto, niveis plasmaticos elevados de leptina, juntamente com condig¢des clinicas

de obesidade, estdo correlacionados com ciclos estrais alterados, devido a intervalos
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interovulatorios aumentados (SESSIONS et al., 2004) com um periodo prolongado de
aumento de progesterona sérica circulante (37 a 78 dias) (VICK et al., 2006), relacionado com
a presenca de corpo luteo persistente e/ou a maior incidéncia de luteinizagdo de foliculos
anovulatorios (MCCUE e SQUIRES, 2002), causados pela supressdo ou inibicao da ovulacao
em éguas obesas (MCCUE, 2000; VICK et al., 2006).

O aumento da concentracdo sérica de leptina em equinos estd normalmente
relacionado ao excesso de acimulo de gordura corporal (BRAY, 1996; BUFF et al., 2002;
GENTRY et al, 2002a), no entanto, outros fatores como o desequilibrio hormonal
(ROMERO e ZANESCO, 2006; MELO et al., 2011), idade (BUFF et al., 2002; GENTRY et
al., 2004), disponibilidade alimentar (FITZGERALD e MCMANUS, 2000), periodo do dia
(RADIN et al., 2009), estacionalidade (FITZGERALD e MCMANUS, 2000; FERREIRA-
DIAS et al., 2005) e o estimulo realizado pela acdo de glicocorticéides (GENTRY et al.,
2002; CARTMILL et al., 2003), também podem influenciar nas concentragdes séricas desse
horménio.

Nos mamiferos, os corticosterdides em geral desempenham um importante papel na
estimulagdo da sintese de leptina pelo tecido adiposo (GENTRY et al., 2002a; CARTMILL et
al., 2003), porém poucos autores publicaram artigos relacionando a interacdo desses dois
importantes hormonios na espécie equina (CARTMILL et al., 2006).

O Cortisol € um horménio da familia dos esteroides, produzido pela parte superior
da glandula supra-renal, cuja sintese ¢ estimulada em situacdes de desequilibrio da
homeostase corporal, estando diretamente envolvido na resposta ao estresse, podendo em
muitas espécies de mamiferos, como equinos (MALSCHITZKY et al., 2015), bovinos (DE
RENSIS ¢ SCARAMUZZI, 2003), ovinos (MACFARLANE et al., 2000) ¢ mulheres
(SAKETOS et al., 1993) influenciar negativamente a atividade reprodutiva, quando em
excesso na circulagdo sanguinea.

Fatores estressantes para equinos, como altas temperaturas e umidade (OLIVEIRA et
al., 2015), transporte prolongado (FAZIO et al., 2008; TATEO et al., 2012; THARWAT ¢
SOBAYIL, 2014), o manejo ambiente/animal inadequado e a perda dos companheiros sociais
(MALSCHITZKY et al., 2015), esfor¢o fisicos exacerbados ou a falta de treinamento
adequado (MARC et al., 2000) podem elevar os niveis séricos de cortisol e consequentemente
prejudicar o desempenho reprodutivo.

Portanto, ambos os horménios influenciam direta ou indiretamente a funcdo

reprodutiva em equinos, estando suas concentragdes séricas correlacionadas positivamente


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hormona
https://pt.wikipedia.org/wiki/Esteroide
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A2ndula_supra-renal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estresse
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com os niveis encontrados no fluido folicular (FF) (GASTAL et al., 2010; SCARLET et al.,
2017).

O objetivo deste estudo foi: a) verificar a presenca de leptina e do seu receptor
funcional (Ob-Rb) no endométrio e avaliar a influéncia da obesidade ¢ das fases do ciclo
estral nesses marcadores, b) avaliar em uma condigdo de manejo adverso e estressante, a
influéncia do cortisolintrafolicular, nos niveis foliculares de leptina e nos marcadores de

leptina e seu receptor (Ob-Rb) no endométrio durante as fases do ciclo estral.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. LEPTINA

Descoberta pela equipe do Dr Jeffrey Friedman, na Universidade Rockefeller, em
1994, a leptina, do grego leptos (magro), ¢ uma adipocitocina produto do gene (Ob)
(KUMAR et al., 1998), que foi encontrada apds clonarem o gene dessa substancia isolada de
camundongos obesos.

Secretada principalmente pelo tecido adiposo branco, localizado nas porgdes
subcutaneas, a leptina pode ser sintetizada também, em menores quantidades, pelo estomago,
placenta, ovarios, células epiteliais da glandula mamaria e tecido adiposo marrom
(FRIEDMANN ¢ HALAAS, 1998; BUFF et al., 2002; BERNE et al., 2004), sendo ainda
sintetizada pelo tecido adiposo branco visceral, porém com menor expressdo do RNAm
(HUBE et al., 1996), apresentando niveis plasmaticos fortemente e positivamente
correlacionados com a massa total de tecido adiposo corporal (BRAY, 1996 ; FITZGERALD
e MCMANUS, 2000; GENTRY et al., 2002).

A aglo da leptina ocorre mediante sua ligacdo aos seus receptores, 0s quais se
apresentam nas formas curta (Ob-Ra, ¢, e, d, f) e longa (Ob-Rb) (RIBEIRO et al., 2007). No
entanto, somente esta ultima ¢ capaz de transmitir o sinal de ligacdo com a leptina para dentro
da célula (TARTAGLIA et al., 1995), pois possui o segmento transmembrana, ligando-se a
leptina, ainda em dominio extracelular, ocorrendo uma dimerizagdo dos receptores, havendo a
fosforilagdo em residuos de tirosina pela Janus kinase - JAK2. Em dominio intracelular, a
leptina passa a se ligar com aos Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcrigdo - STAT
(3,5 ¢ 6) (YAMASHITA et al., 1998), as quais fosforiladas também pela JAK2, se dissociam
do seu receptor no citoplasma formando homo ou heterodimeros, os quais seguem para o
ntcleo, aonde vao se ligar a sequéncias especificas no DNA, para expressdao de genes alvo e

especificos (LIMA e CURI, 2008; CATUNDA et al., 2014).
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A leptina pode circular ligada a receptores soluveis (Ob-Re), que tém por finalidade
postergar a meia-vida deste hormoniona circulacdo sanguinea ou na forma livre, a qual ¢é
biologicamente a mais ativa (RIBEIRO et al., 2007).

Uma forte expressdo do gene do receptor Ob-Rb ¢ observada nos diversos nucleos
hipotaldmicos que regulam a ingestdo de alimentos e o controle do gasto energético
(MERCER et al., 1996), sendo identificado também, através de técnicas como a imuno-
histoquimica ou reagdo em cadeia da polimerase (PCR), em tecidos do aparelho reprodutivo
como adenohipofise (BUFF et al., 2002) e ovarios (células luteinicas, fluido folicular e
oocitos) (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013).

Considerada um hormdénio multifuncional, a leptina regula além da homeostase
corporal, a termogénese, angiogénese, fun¢des neuroendocrinas e imunologicas,
desempenhando também, importante papel no equilibrio das fung¢des reprodutivas, através da
regulacdo da atividade ovariana, maturacdo oocitaria, desenvolvimento e implantagdo
embrionaria, bem como no mecanismo de placentagdo (BARASH et al., 1996; CERVERO et
al., 2005; VICK et al., 2006).

2.1.1 Fatores que influenciam os niveis séricos de Leptina

A adiposidade corporal é o fator que melhor se correlaciona com os niveis de leptina,
uma vez que a expressdo desse horménio em animais reflete a quantidade de gordura e o
tamanho dos adipocitos (FITZGERALD ¢ MCMANUS, 2000; GENTRY et al., 2002a),
servindo como um sinalizador do sistema nervoso central (SNC) sobre quantidade de energia
armazenada, auxiliando o organismo na manuten¢do do equilibrio homeostatico. No entanto,
em situagdes de jejum prolongado (mais de 48hs), os niveis de leptina diminuem
independentemente do escore corporal dos animais (FITZGERALD e MCMANUS, 2000).

Alteragdes hormonais, como os niveis séricos de glicocorticdides e insulina,
estimulam diretamente o adip6cito na transcricao do gene da leptina (SALADIN et al., 1995).
Outro fator que influencia nas concentragdes dessa adipocitocina é a idade dos animais, uma
vez que animais jovens possuem menor deposicdo de tecido adiposo, devido ao
desenvolvimento corporal e com isso, menores niveis de leptina (BUFF et al., 2002;

GENTRY et al., 2004).
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Apresentando variacdo estacional, a leptina apresenta um padrdo circadiano de
secrecdo com picos ocorrendo durante o periodo noturno (RADIN et al., 2009), com a
diminui¢@o da concentragdo sérica desse hormonio, nos periodos anovulatorios do ciclo estral
dos equinos, mesmo quando a condi¢do corporal ¢ mantida (FITZGERALD e MCMANUS,
2000; FERREIRA-DIAS et al., 2005). No entanto, as fémeas que possuem niveis altos de
leptina (> 5Sng/ml) durante o inverno podem chegar a apresentar atividade ovariana ciclica
durante o ano todo, enquanto as éguas que apresentam baixos niveis de leptina (< 3 ng/ml)
tendem a ser aciclicas neste periodo (GENTRY et al., 2002; FERREIRA-DIAS et al., 2005;
WALLER et al., 2006).

2.1.2 Mecanismos de acio da Leptina na funcio reprodutiva

A principal ag@o da leptina no organismo ¢ a sinalizagdo do sistema nervoso central
(SNC), induzindo a redug@o do consumo de alimentos, via supressdo do apetite, promovendo
a utilizacdo das reservas de gordura e controlando a homeostase energética (BRAY, 1996;
BUFF et al., 2002; CAVINDER et al., 2007). Exerce também, um papel metabdlico, pois
estimula a gliconeogénese e inibe a glicogendlise, além de facilitar o consumo de glicose e
melhorar a sensibilidade a insulina (ALMEIDA et al., 2009; MELO et al., 2011; RICCI ¢
BEVILACQUA, 2012).

Em condi¢des de armazenagem de reservas energéticas suficientes para reproducao, a
leptina se torna disponivel, manifestando efeito estimulatorio direto no eixo HHG, ativando
interorreceptores de leptina nos neurdnios, que provocam liberacdo de alfa-endorfinas,
neuropeptideo Y (NPY), bem como a sensibilizacdo de regides do cérebro, sensiveis a
glicose, as quais influenciam a secrecdo de Hormoénio Liberador de Gonadotrofina (GnRH)
estimulando sua sintese de forma dose dependente (CUNNINGHAM et al., 1999;
CAVINDER et al., 2007; PEREZ-PEREZ et al., 2015) (Figura 1).

Na hipofise, a leptina estimula a secre¢do de LH e FSH (BARASH et al., 1996;
BUDAK et al., 2006; CAVINDER et al., 2007), havendo também um efeito luteotréfico nas
gonadas, através da modulacdo da atividade secretora de progesterona (P4) e prostaglandina
E, (PGE2), de forma dose dependente (GALVAO et al., 2014).

Dessa forma, além do estimulo direto no SNC, a leptina na espécie equina, participa

também de funcdes periféricas que envolvem o sistema reprodutivo, influenciando o
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crescimento folicular, ovulacdo e desenvolvimento do corpo liteo, maturagdo oocitaria, bem
como a modulacdo do fluxo sanguineo uterino antes e depois da ovulagdo (LANGE-
CONSIGLIO et al., 2013; GALVAO et al., 2014; ABDELNABY et al., 2016).

Em outras espécies de mamiferos, a leptina desempenha um importante papel na
atividade reprodutiva, atuando na modulagdo da esteroidogénese ovariana em ruminantes
(KENDALL et al., 2004), mulheres (MOSCHOS et al., 2002), suinos (BARB et al., 2004) ¢
roedores (DUGGAL et al., 2000), na regulacdo do desenvolvimento dos foliculos ovarianos e
desenvolvimento do corpo luteo em suinos (SPICER, 2001; SMOLINSKA et al., 2013) e
bovinos (SARKAR et al., 2010), na maturacdo de oocitos em mulheres (CIOFFI et al.,1997),
bovinos (BOELHAUVE et al., 2005) e suinos (CHAPPAZ et al., 2008), no desenvolvimento
embrionario em suinos (CRAIG et al., 2005), bovinos (MAILLARD et al., 2010), bufalos
(PANDA et al., 2017), e ovinos (HERRID et al., 2006) e na prevencdo do efeito do estresse
térmico e nutricional nas fungoes das células do ovario de suinos (SIROTKIN, 2010).

No entanto, quando em excesso na circulacdo, principalmente em situacdes de
actiimulo excessivo de gordura corporal, a leptina em equinos, pode influenciar negativamente
a funcdo reprodutiva, alterando o ciclo estral, havendo intervalos interovulatorios aumentados
(SESSIONS et al., 2004), com um periodo prolongado de aumento de progesterona sérica
circulante (37 a 78 dias) (VICK et al., 2006), relacionado com a presenca de corpo liteo
persistente e/ou a maior incidéncia de luteinizacdo de foliculos anovulatérios (MCCUE e
SQUIRES, 2002), causados pela supressdo ou inibi¢do da ovulagdo (CARNEVALE et al.,
2000; VICK et al., 2000).

Em humanos, os elevados niveis de leptina influenciam negativamente a fungdo
ovariana e/ou o desenvolvimento e a viabilidade embrionaria, estando correlacionados com

elevados indices de massa corporal e maior prevaléncia de infertilidade (DEMIR et al., 2007).
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FIGURAL. Representag@o esquematica dos efeitos da leptina no eixo hipotalamico-hipofisiario.
Fonte: WILLIAMS et al., (2002)

2.1.3 Leptina e alteracdes no ciclo estral

Apesar dos diversos estudos que comprovam a acdo direta e indireta da leptina nas
fungdes reprodutivas, ainda sdo poucos e contraditorios os estudos publicados que avaliam a
influéncia da leptina durante as fases do ciclo estral em equinos. AboEl-Maaty et al. (2013),
observaram em éguas da raga Arabe, que a leptina sérica ndo apresenta variagdes durante as
fases do ciclo estral observadas (estro, fase lutea dia 7 e 14 e o 14° dia de prenhez), no
entanto, em 2016, Abdelnaby e colaboradores, observaram nesta espécie, um aumento
significativo das concentragdes de leptina, observadas a partir do D - 5 até o D 0 (ovulacao)
do ciclo estral, seguido por uma diminui¢do significativa das concentra¢des desse hormonios,
do dia da ovulagdo até o D 9 do diestro.

Segundo este autor, o aumento da leptina circulante durante o estro, ocorreu devido a
acdo da leptina na regulacdo ndo apenas do fluxo sanguineo uterino durante o ciclo estral, mas
também na preparacao do Utero para receber o futuro embrido apos a ovulagdo. A presenca de
receptores de leptina em células foliculares e o aumento da leptina sérica durante o periodo de
maturagdo do foliculo dominante e ovulagdo sugerem um papel da leptina durante a ovulagéo

e acOes regulatorias diretas sobre o foliculo em desenvolvimento.
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Em outras espécies de mamiferos, como em bovinos (GARCIA et al., 2002) e nas
mulheres (HARDIE,1997), as concentracdes de leptina apresentam um aumento inverso ao
observado em equinos, manifestando pico plasmatico durante o diestro, havendo uma

diminuicdo nos seus niveis durante a fase lttea tardia e o comeco da fase folicular.

2.1.4 Leptina no fluido folicular

Em 2010, Gastal e colaboradores, observaram que a concentragdo de leptina presente
no FF de éguas, correlacionava-se de forma positiva com os niveis séricos e com a condigdo
do escore corporal. Na sequéncia, Sessions-Bresnahan e Carnevale (2014) realizaram um
estudo, cuja hipotese era que éguas com Sindrome Metabdlica Equina (SME), teriam um
ambiente folicular alterado quando comparadas a individuos normais, afetando a regulacao
génica no foliculo e maturagdo do oocito. Os resultados encontrados demonstraram que as
concentragdes de leptina foram altamente correlacionadas entre soro e FF, sendo observados
menores niveis desse hormonio no FF do grupo controle do que no grupo SME, comprovando
que animais que sofrem dessa sindrome apresentam distirbios hormonais que podem
prejudicar seu desempenho reprodutivo.

Em outras espécies, como humanos e bovinos, existe correlacdo entre a leptina
intrafolicular ¢ hormdnios esterdides, como o estradiol. Em bovinos, Sarkar et al. (2010),
observaram a expressao da leptina e de seu receptor durante diferentes estagios fisiologicos do
ovario e perceberam uma maior expressdo do RNAm do Ob-Rb nos foliculos menores em
relagdo aos maiores, os quais tem maiores quantidades de estradiol, indicando nessa espécie,
uma relagdo inversa com esse hormonio (SOSA et al., 2010). Em mulheres, Moschos et al.
(2002), observaram que as altas concentragcdes de leptina no ovario podiam suprimir a
produgdo de estradiol e interferir no desenvolvimento do foliculo dominante ¢ maturagdo
oocitica.

Em equinos, Lange-Consiglio et al. (2013), observando as concentragdes de leptina
sérica e intrafolicular durante o ciclo estral perceberam que nao houve diferenca nos niveis de
leptina nos momentos do ciclo estral avaliados (estro e diestro), porém aindasdo escassos 0s

relatos publicados sobre tal tema nessa espécie.
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2.1.5 Leptina no endométrio

A presenca de leptina (Ob) no endométrio foi demonstrada em diversas espécies como
mulheres, roedores, coelhas, leitoas e vacas (GONZALEZ et al., 2000; KAWAMURA et al.,
2002; BOGACKA et al., 2006; SMOLINSKA et al., 2007; THORN et al., 2007;). Thorn et
al., em 2007, constataram a presenga de genes dos receptores curtos (Ob-Ra) e longos (Ob-
Rb) no tutero de novilhas, percebendo que existe um sistema de “down-regulation” apds o
tratamento com estradiol, sugerindo que a leptina tem um papel uterino, como descrito em
humanos e ratos (ALFER et al., 2000; GONZALEZ et al., 2000; KAWAMURA et al., 2002).

Sosa et al. (2010), demonstraram pela primeira vez em bovinos, que a expressao do
gene do receptor da leptina variava durante o ciclo estral, havendo uma maior expressdo do
Ob-R na fase lutea média-final, sugerindo que a alta sensibilidade & esse hormoénio no
ambiente uterino nos dias 12 e 19 do ciclo, pode ocorrer pela influéncia da leptina na
preparacdo do ambiente uterino para uma eventual prenhez, além de indicar um possivel
envolvimento dos hormonios esterdides sexuais na sua regulacdo (THORN et al., 2007).

Em suinos, Moreira et al. (2014), observaram que a imunomarca¢do do receptor de
leptina no utero, era mais intensa no epitélio glandular quando os ovarios dos animais
estavam na fase lutea em relago a fase folicular e Wang et al. (2014), encontraram receptores
para leptina principalmente no epitélio luminal e glandular do endométrio de porcas vazias.

Segundo Budak et al. (2006), a leptina encontrada na cavidade uterina pode ser
oriunda de diferentes origens: a leptina produzida e secretada pelo tecido adiposo age no
endométrio de maneira endoécrina ou no caso de animais prenhes, a leptina de origem
embriondria desempenharia seu papel de forma paracrina no endométrio. Além destas, a
leptina pode ser produzida no utero, podendo exercer sua fun¢do de maneira autocrina. Estes
achados sugerem que o endométrio também pode ser considerado um tecido alvo para agdo da
leptina nos animais, porém segundo os autores, os efeitos da leptina sobre a atividade
reprodutiva ainda devem ser melhor esclarecidos.

Kitawaki et al. (2000) e Cervero et al. (2004) demonstraram a expressdao do RNAm de
receptores de leptina (Ob-Rb) no endométrio de mulheres, com um aumento da expressdo
deste na fase lutea. Alfer et al. (2000), perceberam uma deficiéncia desses receptores (Ob-R)
no endométrio de mulheres subférteis. Segundo o autor, a leptina produzida no ttero também
atua no processo de implantacdo e desenvolvimento embriondrio precoce, participando ainda,

segundo Wendremaire et al. (2011), de mecanismos que atuam na inibi¢do de contragdes do
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miométrio, apoptose e remodelacdo de células miometriais, além da transformacgdo e
diferenciacdo endometrial.

Nos equinos, at¢ o momento, ndo foi possivel encontrar artigos publicados que
comprovem a presenca de leptina e seu receptor funcional no endométrio. O que se observa
em outras espécies, ¢ que esse hormonio tem um importante papel na atividade reprodutiva,
servindo como um marcador em humanos, em problemas de ordem reprodutiva, como a

infertilidade.

2.2. CORTISOL

O cortisol ¢ um hormonio produzidono cortex da adrenal a partir do colesterol, sendo
classicamente utilizado em pesquisa para medir a respostas dos animais ao estresse, sendo

este, o corticosteroide de maior predominancia nesta espécie (BOTTOMS et al., 1972).

2.2.1. Estresse na espécie equina

O estresse ¢ uma resposta fisiologica do organismo provocada por uma quebra do
equilibrio organico, também chamado de homeostase, onde existe uma resposta fisioldgica ou
comportamental contra o estimulo nocivo, condi¢do adversa do meio ambiente ou do proprio
organismo animal, a qual demanda uma capacidade adaptativa organica a tais situacdes
(MOBERG, 2000; MAZIERO et al., 2012).

A presenca de um agente estressor altera a homeostasia, desencadeando trés principais
reacdes bioldgicas: no comportamento, no sistema nervoso autébnomo € no sistema
neuroendocrino (MOBERG, 1987). A ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal
(HHA), ¢ um mecanismo estimulatério, que culmina com a sintese e secre¢do de
glicocorticoides (SAPOLSKY et al., 2000), predominantemente o cortisol na espécie equina,
o qual em conjunto com as catecolaminas, irdo provocar alteragdes metabdlicas visando
mobilizar e fornecer energia para o organismo, através da lipolise, da glicogendlise e da
degradacdo de proteinas, dando subsidios para que o corpo possa restabelecer o equilibrio

(GONZALEZ e SILVA, 2003).
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Em niveis fisiologicos, o cortisol esta envolvido diretamente na diferenciacdo e
maturacgdo dos tecidos corporais (SCHMID et al., 1995), inclusive no ambito reprodutivo, mas
em excesso, como nos casos de estimulo de sintese por agentes estressores ou pela
administracdo exogena inadequada, atua de forma negativa no sistema reprodutivo (DEBUS
et al., 2002).

A resposta ao estresse depende da intensidade e duracdo do agente estressor
(DOBSON e SMITH, 2000), podendo este ser considerado agudo ou cronico. O estresse
agudo ¢ considerado o estresse que tem uma duracdo breve (segundos, minutos ou até
algumas horas) e o estresse prolongado ¢ continuo (ndo repetido), e dura muito mais tempo
(dias, semanas ou meses).

Segundo Grandin (1997), os animais podem apresentar as seguintes formas de
estresse: psicologico (novidade, medo, frustracdo) ou estresse fisico (conten¢do, manejo,
fome, sede, fadiga, injuria, temperaturas extremas); além disso, a linhagem genética também
altera a susceptibilidade ao estresse.

O estresse denominado social ocorre quando os vinculos e ordens sociais, como
dominéncia e alteragdo na densidade populacional sdo interrompidas, predispondo a reducao
do bem-estar (FRASER, 1992). Os vinculos formados entre os individuos da espécie equina
sd0 muito estaveis e permanecem por anos (DIERENDONCK et al., 2004), pois estes animais
costumam viver em bandos de no maximo 20 individuos (TAROUCO et al., 2009), com uma
hierarquia social clara e bem estabelecida (MILLS e NANKERVIS, 1999).

A influéncia do estresse social vem sendo estudada na espécie equina. Irvine e
Alexander (1994, 1998), observaram que o estresse social aumentou imediatamente o cortisol
plasmatico em equinos recém-chegados a um local novo e a ativacdo aguda do eixo HHA
persistiu na segunda semana, demonstrando que os cavalos ndo se acostumaram aos
procedimentos.

Malschitzkyet al. (2015) realizaram um estudo retrospectivo do registro do histdrico
ginecologico de 1206 éguas, durante dez temporadas reprodutivas, com o intuito de avaliar o
efeito da reducdo de situacdes estressantes sobre o desempenho reprodutivo das éguas. Em
conclusdo, os autores observaram que as estratégias de manejo destinadas a reduzir o estresse
social, puderam diminuir as perdas gestacionais e a quantidade média de ciclos por prenhez,

melhorando o desempenho reprodutivo em éguas.
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2.2.2. Mecanismo de Liberaciao do Cortisol

O principal método para verificar o grau de estresse em equinos ¢ através da aferigdo
sérica de cortisol (TERLOUW et al., 1997), que em equinos se encontra na circulacio em
quantidades fisiologicas entre 2,9 ¢ 6,6 mg/dL. (DUGAT et al., 2010).

A sintese de glicocorticoides contribui para aumentar a resisténcia do organismo
contra ameagas, pois estes possuem a¢do anti-inflamatéria e atuam promovendo a
gliconeogénese hepatica, aumentando a glicose sanguinea e estimulando a lipolise,
mecanismos estes, utilizados para incrementar a energia para o metabolismo celular
(CUNNINGHAN, 2004; GONZALES e SILVA, 2003).

Frente a agentes estressores, ocorre ativacdo do eixo HHA, onde o nucleo
hipotaldmico paraventricular (NPV), libera Arginina Vasopressina (AVP) e o Hormdnio
Liberador de Corticotrofina (CRH), que atuam sobre a adenohipéfise estimulando a liberagao
de Hormoénio Adrenocorticotréfico (ACTH), o qual ¢ liberado na corrente sanguinea, agindo
sobre as zonas fasciculada e reticular do cortex da adrenal, secretando glicocorticoides em
grandes quantidades, como o cortisol (CUNNINGHAN, 2004; RIVIER e VALE et al., 1984).

A regulagdo do eixo HHA ¢ regulada por um mecanismo de retroalimentacdo negativa
(feedback negativo) pelos glicocorticoides, que atuam sobre o hipotalamo, inibindo a
liberacdo de CRH, e na adenohipdfise, inibindo a secrecdo de ACTH (DOBSON e SMITH,
2000).

2.2.3. Cortisol na reproducio

Quando em niveis fisiologicos, ocortisol tem papel fundamental no desenvolvimento
dos tecidos reprodutivos, bem como na sua manutencdo (SCHMID et al., 1995). A influéncia
dos glicocorticdides a nivel gonadal pode ocorrer de forma indireta, através da inibicdo do
eixo HHG ou de forma direta, por meio de receptores de glicocorticoides presentes no ovario,
podendo atuar de forma negativa na fungdo reprodutiva durante periodos de hiperatividade
adrenal (GONZALES e SILVA, 2003).

Nos equinos, os ovarios expressam receptores de glicocorticoides, porém nao possuem

as enzimas necessarias para a sintese de cortisol (OMURA e MOROHASHI, 1995), o qual ¢
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transportado através da circulacdo sanguinea, ligada as proteinas plasmaticas e apenas uma
pequena por¢do circula na forma livre e ndo vinculada. A globulina ligadora do cortisol
(CBGQG) ¢ a principal transportadora desse glicocorticoide, apresentando alta afinidade com a
molécula de cortisol e com progestagenos, como a progesterona e a 17 alfa-hidroxi-
progesterona (17-OHP) (DUNN et al.,1981; ANDERSEN, 2002).

Os foliculos ovarianos modulam a atividade bioldgica do cortisol através da produgdo
de progesterona e 17-OHP que, dentro do foliculo, atingem niveis que deslocam o cortisol de
suas proteinas de ligacdo, em particulara CBG, tornando-a disponivel para acdo biologica e
regulando a expressdo das enzimas 11f hidroxiesteroide desidrogenase (tipo 1 e tipo 2), que
se opdem a a¢do uma da outra, onde a 11 B-HSD tipo 2 predominantemente inativa cortisol
para cortisona, enquanto 11 B-HSD tipo 1 inverte essa reacdo (TETSUKA et al., 1997).

Além desses dois mecanismos, Hammond et al. (1990, 1997) propuseram que as
enzimas proteoliticas geradas para que o oocito seja liberado do foliculo, liberem CBG
durante o processo de lise e causem a liberacdo de cortisol, aumentando a quantidade da
fragdo livre no foliculo pré-ovulatério. Segundo Andersen (2002), a concentracdo de cortisol
livie no FF pré-ovulatério de mulheres, atinge niveis dez vezes superiores aos valores
correspondentes no soro.

Em humanos e roedores (HILLIER ¢ TETSUKA, 1998; YONG et al., 2000) foram
observadas maiores concentracdes de cortisol nos foliculos pré-ovulatorios, sugerindo que o
cortisol possa funcionar para reduzir a reacdo inflamatoéria que ocorre em conexdo com a
ovulacdo, num mecanismo que modula a reagdo inflamatoria induzida pelo pico de LH na
parede folicular, de forma independente dos niveis sistémicos deste glicocorticoide,
promovendo cicatrizagdo rapida da ferida, deixada pela ruptura folicular. Além disso, pode
proteger o oviduto da invasdo por leucdcitos, participando também, das complexas interagdes
entre os diferentes tipos de prostaglandina, permitindo a fertilizagdo e desenvolvimento
precoce do embrido (ANDERSEN, 2002; ACOSTA et al., 2005; MALSCHITZKY et al.,
2015).

Em mulheres, uma concentracdo de cortisol no FF maior foi observada em foliculos
que produziram um odcito fertilizado e implantado, quando comparado com foliculos cujo
odcito fertilizado ndo implantou (KEAY et al., 2002).

Estudos realizados na espécie equina por Scarlet e colaboradores (2015, 2017),
demonstraram pela primeira vez o envolvimento de glicocorticdides no crescimento folicular
e maturagdo de oobcitos. Segundo os autores, uma maior concentracdo de cortisol foi

observada nos foliculos pré-ovulatérios< 25mm, ndo sendo observado no entanto, o aumento



30

da expressdo da 11 B-HSDI1 nos foliculos dessa categoria, diferentemente dos resultados
encontrados em bovinos, onde Tetsuka et al. (2010) observaram que a expressdo de 11 f-
HSD1 aumentava com a progressdo da maturacdo folicular, enquanto a expressdo do RNAm
de 11 B-HSD2 nas células da granulosa eram baixas e permaneciam praticamente inalteradas.

No entanto, apesar das benéficas influéncias do cortisol na fung¢io reprodutiva, quando
em excesso na circulagdo, este desempenha um papel negativo nessa atividade. O aumento
plasmatico desse corticosteroide seja ele motivado por um agente estressor (IRVINE e
ALEXANDER, 1994; ALEXANDER e IRVINE, 1998; BERGHOLD et al., 2007), ou pela
administracdo inadequada desse principio ativo (ASA e GINTHER, 1982), leva a alteracdes
na fungdo do eixo HHG, através da inibicdo e/ou redugdo da liberacdo de GnRH pelo
hipotdlamo e consequentemente, diminuicdo da secre¢do de LH e FSH, pela hipofise,
prejudicando a secrecdo de esterdides gonadais, o desenvolvimento folicular e a ovulagdo.
Como consequéncia das alteragdes no eixo HHG, ocorrem falhas na ovulagdo, diminui¢do do
desempenho reprodutivo, podendo ainda estar relacionado & maior incidéncia de perdas
embrionarias (ASA et al., 1980; ASA e GINTHER, 1982; FERRIS ¢ MCCUE, 2010;
ALEXANDER e IRVINE, 2011).

Em outras espécies de mamiferos, a elevacdo plasmatica nos niveis de cortisol também
afeta negativamente a fun¢o reprodutiva, levando a inibicdo da secrecdo de gonadotrofinas
em ovinos (MACFARLANE et al., 2000; BREEN et al., 2005; BREEN ¢ KARSCH, 2006),
suinos (DANIELSEN e VESTERGAARD, 2001) e bovinos (DE RENSIS e SCARAMUZZI,
2003), interferindo nesta espécie, na dinamica folicular (alterando os foliculos no inicio do
estagio antral e causando prejuizo no foliculo subsequente) (GUZELOGLU et al., 2001),
alterando o mecanismo ovulatorio, reduzindo a qualidade do oo6cito e do embrido,
modificando o ambiente uterino (WILSON et al.,1998; DE RENSIS ¢ SCARAMUZZI, 2003)
e diminuindo a probabilidade da implantagio do embriio (HANSEN e ARECHIGA, 1999).
Sendo, no entanto, as respostas organicas dependentes da intensidade e/ou duragdo do agente

estressor ou da dose e frequéncia do corticosterdide administrado.



31

2.2.4. Mecanismo de acio na estimulaciio da sintese de leptina

Existe um consenso entre diversos estudos em humanos (MIELL et al.,, 1996;
JANSSEN et al., 1998; LEE e FRIED, 2006), roedores (ZAKRZEWSKA et al., 1999) e
equinos (CARTMILL et al., 2003), de que os glicocorticoides, em especial o cortisol,
estimulam a biossintese e secrecdo de leptina no tecido adiposo.

Elimam et al. (1998), estudaram a relagdo em humanos entre niveis endogenos de
cortisol e leptina, bem como os efeitos agudos e cronicos de uma baixa dose de dexametasona
(DEX) nos niveis plasmaticos de leptina em voluntarios do sexo masculino saudaveis e
concluiram que os glicocorticdides, mesmo dentro do intervalo fisioldgico de referéncia para
a espécie, regulam os niveis plasmaticos de leptina.

Em equinos, Cartmill et al. (2003), observaram que a administragdo de dexametasona,
em diferentes doses e vias de administragdo, estimulam a secre¢do de leptina. O efeito da
dexametasona nos niveis de leptina pode ser devido a uma influéncia direta sobre a producao
desse hormdnio nascélulas adiposas, estimulando a transcrigdo do gene da leptina. Esta visdo
¢ suportada pelo efeito direto de estimulagdo dos glicocorticoides na expressdo do RNAm de
leptina e secregdo in vitro (MURAKAMI et al., 1995; WABITSCH et al., 1996) ¢ pela
presenga de um receptor de glicocorticdides, elemento promotor do gene OB no tecido
adiposo (MURAKAMI et al., 1995; GONG et al., 1996).

Portanto, torna-se claro, que ambos os hormonios, leptina e cortisol, atuam de forma
direta e indireta na fungdo reprodutiva, interferindo negativamente, quando em excesso e/ou
desequilibrio na circulagdo. Em outras espécies como bovinos (SOSA et al., 2010), esses dois
marcadores variam durante o ciclo estral, agindo possivelmente na preparagdo do utero para
uma eventual prenhez. Em humanos, os receptores de leptina estdo expressos em menor
quantidade em mulheres com sobrepeso e niveis de leptina elevados (UOTANI et al., 1999;
OGIER et al., 2002), havendo segundo Alfer et al. (2000) uma ligagdo entre a diminui¢do de
expressdo de receptores de leptina e a infertilidade. A presenca de leptina e seu receptor (Ob-
Rb) ainda nao foi estudada no endométrio da espécie equina demonstrando a importancia
desse estudo, que teve por objetivo verificar a influéncia do perfil hormonal, ciclo estral e do

escore corporal nesses marcadores no endométrio equino.
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Imunomarcacio de leptina e seu receptor no endométrio de éguas com diferentes
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenga de leptina (Ob) e seu receptor (Ob-Rb)
no endométrio de éguas, avaliando a influéncia da obesidade e do ciclo estral nessas citocinas.
Foram utilizadas 20 éguas, divididas em 2 grupos: GrN: grupo de éguas com escore corporal
(EC) moderado (EC = 6) e GrO grupo de éguas gordas/obesas (EC =8/9). Os animais foram
selecionados com base na escala de escore corporal e monitorados através do peso (PC) e
observagdes ultrassonograficas da espessura de gordura na base da cauda (EGBC) e na crista
do pescoc¢o (ECP). Os animais de ambos os grupos foram submetidos a coleta de sangue, para
analise de triglicerideos e leptina, além da extracdo de um fragmento do endométrio no 8° dia
apos a ovulacao e durante o estro, momento em que a égua apresentava um foliculo de 35mm
e o utero, caracteristicas clinicas e ultrassonograficas de estro. As amostras foram
encaminhadas para imuno-histoquimica (IHQ) com anticorpos policlonais anti-leptina e seu
receptor. Na THQ foi verificado que houve imunomarcacdo de Ob e Ob-Rb no epitélio luminal
(IL) e glandular (IG), nos dois momentos avaliados em todos os grupos. Foi verificada uma
imunomarcagdo mais intensa de Ob-Rb no IG durante o diestro, em ambos os grupos (GrN e
GrO). A marcagao de Ob no epitélio glandular entre estro e diestro, diferiu apenas nas éguas
do GrO. Quando o GrN e o GrO foram comparados, foi observada uma maior imunomarcacao
no GrN, tanto para Ob como Ob-Rb. Como observado nas glandulas endometriais, no epitélio

luminal, também se verificou uma maior imunomarcacdo do receptor de leptina durante o
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diestro, e quando os grupos foram comparados, houve uma marcacdo mais intensa no GrN,
durante o diestro. As analises bioquimicas demonstraram que ndo houve diferenca nos niveis
séricos de triglicerideos e leptina nos grupos e periodos avaliados, havendo, no entanto,
diferenca nos padrdoes morfométricos de PC, EGBC e ECP entre os grupos. Nao foram
observadas alteragdes no periodo do ciclo estral ou disturbios clinicos, nos animais
examinados. Os resultados confirmam a presenca de leptina e seu receptor funcional de cadeia
longa no endométrio equino, havendo uma imunomarcagdo de Ob-Rb mais intensa durante o

diestro em éguas de escore corporal moderado.

Palavras-Chave: leptina, endométrio, equinos, obesidade

Leptin and its receptor immunostainingon the endometrium of mares with different

body scores during the estrous cycle

Abstract

The objective of this study was to evaluate the presence of leptin (Ob) and its receptor
(Ob-Rb) in the endometrium of mares, evaluating the influence of obesity and estrous cycle
on these cytokines. Twenty mares were used, divided into 2 groups: GrN: group of mares
with moderate body score (EC = 6) and group of fat/obese mares (EC = 8/9). The animals
were selected based on the body score scale and monitored by weight (PC) and
ultrasonographic observations of the fat thickness at the base of the tail (EGBC) and at the
neck crest (ECP). The animals of both groups were submitted to blood collection for
triglycerides and leptin analysis, in addition, a sample of the endometrium was collected on
the 8th day after ovulation and during estrus, when the mare showed a 35mm ovarian follicle
and the uterus, with clinical and ultrasonographic features of estrus. The samples were
processed to immunohistochemistry (IHC) with anti-leptin polyclonal antibodies and their
receptor. In the [HQ it was verified that there was an immunolabeling of Ob and Ob-Rb in the
luminal epithelium (IL) and glandular epithelium (IG), in the moments evaluated in all

groups. More intense expression of Ob-Rb in the IG was observed during the diestrus in both
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groups (GrN and GrO). The labeling of Ob in the glandular epithelium between estrus and
diestrus, differed only in the mares of GrO. When GrN and GrO were compared, a greater
expression was observed in GrN for both Ob and Ob-Rb. As observed in the endometrial
glands, in the luminal epithelium, there was also a greater immunolabeling of the leptin
receptor during the diestrus, and when the groups were compared, there was a more intense
labeling in the GrN, during the diestrus. The biochemical analysis showed that there was no
difference in the serum levels of triglycerides and leptin in the groups and periods evaluated,
but there were differences in the morphometric patterns of PC, EGBC and ECP between the
groups. No changes were observed in the estrous cycle period or clinical disorders in the
animals examined. The results confirm the presence of leptin and its long-chain functional
receptor in the equine endometrium, with a more intense Ob-Rb immunolabeling during

diestrous in mares of moderate body score.

Key words: Leptin, endometrium, horses, obesity
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INTRODUCAO

A leptina ¢ uma proteina hormonal com peso molecular de 16-kDa, composta por 167
aminoacidos (ZHANG et al., 1994), produzida principalmente pelo tecido adiposo subcutineo
(GUERRE-MILLO, 2006). Atua na regulagdo do apetite (CHILLIARD et al., 2001), em todo
balango energético corporal e na fungdo reprodutiva. A expressdo do marcador de leptina
(ODb) e do seu receptor (Ob-Rb) foi observada em diversos tecidos do corpo, demonstrando
que este hormonio tem ag¢do multisistémica (CHELIKANI et al., 2003).

Os receptores de leptina pertencem a classe de receptores de citocinas I, e se
apresentam comseis isoformas conhecidas, classificadasem longa (Ob-Rb), curta (Ob- Ra, c,
d, f) e soluvel (Ob-Re). Porém somente a forma longa do receptor (Ob-Rb), contém um
dominio intracelular que ¢ capaz de transmitir o sinal de ligagdo com a leptina para dentro da
célula (TARTAGLIA et al., 1995).

Nos equinos, a forma longa do receptor tem sido encontrada em muitos 6rgaos,
incluindo hipotalamo, adenohipofise (BUFF et al., 2002), ovarios (células foliculares, liquido
folicular e células luteinicas), bem como em oo6citos imaturos (LANGE-CONSIGLIO et al.,
2013), sendo dessa forma responsavel por atividades biologicas distintas, tanto a nivel central,
como periférico (MERCER et al., 1996).

Em algumas espécies, como suinos, a leptina também ¢é expressa no endométrio e
miométrio, durante o ciclo estral, desempenhando papel importante na fun¢do reprodutiva
(SMOLINSKA et al., 2007). Em mulheres, Moschos et al. (2002), observaram que a leptina
produzida no endométrio atua no processo de implantagdo e desenvolvimento embrionario
precoce, participando do processo de transformagdo e diferenciacdo endometrial (ALFER et
al., 2000). Segundo Budak et al. (2006), a leptina presente no endométrio pode agir de 3
formas, autocrina, paracrina e endocrina. Em equinos, até o presente momento, ndo foi
possivel encontrar artigos publicados que confirmassem a presenga de Ob ¢ Ob-Rb no
endométrio.

A acdo da leptina na atividade reprodutiva ocorre devido a sua influéncia no eixo
hipotalamico-hipofisiario-gonadal (HHG), apresentando um importante papel na regulagio
indireta da foliculogénese ovariana, por meio do controle do horménio luteinizante e da
secre¢do do hormdnio foliculo estimulante (GENTRY et al., 2002; FERREIRA-DIAS et al.,
2005), agindo ainda, no mecanismo que envolve a ovulagdo e luteinizacdo folicular
(ABDELNABY et al., 2016), bem como a maturacao dos ovocitos (LANGE-CONSIGLIO et
al., 2009).
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No entanto, niveis plasmaticos elevados de leptina, juntamente com condi¢des clinicas
de obesidade, estdo correlacionados com ciclos estrais alterados, devido a intervalos
interovulatorios aumentados (SESSIONS et al., 2004) com um periodo prolongado de
aumento de progesterona sérica circulante (37 a 78 dias) (VICK et al., 2006), relacionados
com a presenca de corpo luteo persistente e/ou a maior incidéncia de luteinizagdo de foliculos
anovulatorios (MCCUE e SQUIRES, 2002), causados pela supressao ou inibi¢do da ovulacao
em éguas obesas (MCCUE, 2000; VICK et al., 2006).

Com o intuito de verificar o grau de adiposidade desses animais, técnicas subjetivas
aliadas a avaliagdo ultrassonografica da base da cauda e a espessura da adiposidade na crista
do pescogo, podem ser utilizadas a campo, facilitando a identificagdo de animais predispostos
a alteragdes metabolicas e reprodutivas (JOHNSON, 2002; TREIBER et al., 2006).

Outro método indicador do status energético em equinos ¢ a quantificagdo sérica de
triglicerideos (FRANK et al., 2006). Varios estudos (JOHNSON et al., 2009; THATCHER et
al., 2008;. WYSE e MCNIE, 2008) tem sido publicados sobre a incidéncia de obesidade em
equinos, demonstrando ser este um problema em potencial na espécie.

Este aumento no indice de animais obesos € reflexo dos novos métodos de criacdo
desses animais, sendo muitos deles alimentados com racdes inadequadas para o intervalo
nutricional ao qual sdo geneticamente adaptados e o tipo de atividade que praticam, causando
um aumento dramatico na incidéncia de obesidade e doengas metabolicas (DUGDALE et al.,
2011). Foi proposto que os cavalos modernos herdaram genes que evoluiram para apoiar um
estilo de vida fisicamente ativo e que a domesticag@o contribui para o risco de doenca cronica

(JOHNSON et al., 2009; MORLEY e MURRAY, 2014).

Sabe-se que o excesso de armazenamento de gordura corporal ¢ um fator
predisponente para diversos disturbios clinicos, metabolicos e reprodutivos. Portanto, torna-se
relevante avaliar a influéncia da obesidade no ciclo estral e no ambiente uterino da égua.

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de leptina e seu receptor no endométrio

de equinos e verificar a influéncia da obesidade e do ciclo estral nesses marcadores.
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MATERIAL E METODOS

Animais e grupos experimentais

O estudo foi realizado em uma propriedade localizada no municipio de Pedras Altas
(La -31.7325, Lo -53.5849, 31°43'57" S, 53°35'6" O), na regido da campanha meridionl do Rio
Grande do Sul, durante os meses de setembro a dezembro de 2015. Foram utilizadas 20 éguas
da raca Crioula, sem cria ao pé, com idades variando de 6 a 10 anos.

As éguas foram categorizadas conforme a condi¢@o corporal, que foi avaliada por um
mesmo observador treinado através do sistema de avaliagdo da condigdo corporal (EC)
originalmente descrito por HENNEKE et al. (1983) e modificado por KOHNKE (1992) que
inclui uma escala de 9 pontos, sendo o EC 1 (muito magro) e o EC 9 (extremamente gordo).
Além da condi¢do corporal, a medida da gordura subcutinea na base da cauda (EGBC)
(GENTRY et al., 2004), a espessura da crista do pescoco (ECP) e o peso corporal (PC) foram
obtidas.

As éguas com EC 6 (moderado), compuseram o grupo controle (GrN) e as que
apresentaram EC 8 e 9 (gordas ou obesas), formaram o grupo obeso (GrO). Os animais
pertencentes a este estudo estavam em distinto manejo nutricional, sendo 10 fémeas do GrN
no manejo extensivo em campo nativo (bioma pampa) e 10 fémeas do GrO, em campo nativo
melhorado, onde houve a correcdo de acidez e fertilidade do solo, e a implantacdo de capim
do Género Cynodon, recebendo também, alimento concentrado (Fibra Bruta (méx) 100g/kg,
Proteina Bruta (min) 120g/kg, Energia Digestivel (3.300kcal)), duas vezes ao dia, totalizando
1,5% do peso vivo.

A EGBC foi avaliada através de um aparelho ultrassonografico da marca SIUI, com
frequéncia variando entre 5.0 a 7.5MHz e sonda linear, medindo a regido da base da cauda,
especificamente 7,62 cm cranial a base da cauda e 5 cm lateral, com a sonda posicionada
transversalmente a linha média (GENTRY et al., 2004).

As estimativas de deposito de gordura na regido da crista do pescogo foram obtidas
através da identificacdo do ligamento nucal, o qual serviu como limite ventral da medida. A
altura da crista do pescoco foi medida na por¢do média do comprimento total do pescoco
(medida aferida da base da orelha até a por¢ao mais alta da cernelha), estando este em posicao
relaxada a um angulo de aproximadamente 45°. Estabelecida a por¢cdo média, o ligamento

nucal foi localizado com o auxilio do aparelho ultrassonografico, e uma fita métrica
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posicionada dorsalmente ao ligamento nucal até a porcao final do pescoco (CARTER et al.,
2009).

As éguas selecionadas foram submetidas a exame clinico, ginecoldgico e
ultrassonografico transretal, a fim de identificar possiveis anormalidades no trato reprodutivo.
Além disso, foi realizada uma avaliacdo bacteriologica, através do lavado uterino de baixo
volume, e histopatologia do endométrio, a fim de descartar éguas cujo endométrio
apresentava alteragdes moderadas a graves, segundo classificagdo descrita por Kenney e Doig
(1986).

As ¢éguas foram monitoradas diariamente através da palpacdo transretal e
ultrassonografia, a fim de observar o desenvolvimento da onda folicular para identificar o
momento ideal de coleta dos dados. A primeira coleta foi realizada durante o diestro,
especificamente no oitavo dia ap6s a ovulacdo e a segunda coleta foi feita no estro, quando o
foliculo dominante atingia um didmetro de 35 mm e o utero apresentava caracteristicas
clinicas e ultrassonograficas compativeis com esta fase.

No momento de cada coleta, os animais tiveram o PC, EC, EGBC e ECP avaliados,
para monitorar possiveis mudangas no padrao corporal durante o seguimento do estudo.

Diante da distribuicdo dos animais e das analises de imunomarcacao realizadas, os
grupos foram montados da seguinte forma: GrNE: Grupo de éguas de escore corporal
moderado no estro, GrND: Grupo de éguas de escore corporal moderado no diestro, GrOE:
Grupo de éguas gordas/obesas no estro, GrOD: Grupo de éguas gordas/obesas no diestro, IG-
Ob: Imunomarcacdo glandular da leptina, IG-ObRb: Imunomarcagdo glandular do receptor
de leptina, IL-Ob: Imunomarcacio do epitélio luminal da leptina, IL-ObRb: Imunomarcacao

do epitélio luminal do receptor de leptina.

Coleta das amostras

No dia anterior ao momento identificado para coleta das amostras, as éguas ficavam
em jejum alimentar de 8 horas e na primeira hora da manha, eram realizadas as coletas de
sangue, através da pungdo externa da veia jugular, para analise sérica de leptina e
triglicerideos. Logo apds esse procedimento, os animais eram submetidos a nova avaliagdo
ginecologica e na sequéncia era feita a coleta de secre¢do endometrial através da lavagem
uterina (apenas no estro) e a biopsia uterina, além da pesagem (em balanga manual para
animais de grande porte), avaliagdo do escore corporal, juntamente com a ultrassonografia da

base da cauda e a avaliagdo da espessura da crista do pescoco.
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O exame de cultura endometrial foi realizado durante o estro, através do lavado
uterino em baixo volume (300 ml) com Ringer Lactato. Apos a recuperacdo da amostra em
um tubo Falcon de 50 ml, as amostras foram resfriadas e encaminhadas para o laboratorio em
12 horas, para entdo ser realizada a centrifugagao e a retirada do sobrenadante, sendo semeada
apenas a por¢ao final do liquido residual.

As biopsias endometriais foram realizadas com o auxilio de uma pinga de Yeoman. O
material coletado foi fixado em paraformaldeido 4% em PBS durante 24-48hs. No laboratério
de histopatologiaas amostras foram submetidas a desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em
parafina liquida (Paraplast®, Sigma, USA), cortadas em micrétomo e coradas com

Hematoxilina-Eosina (HE) ou processadas para a técnica de imuno-histoquimica.

Avaliacio de Leptina Sérica e Triglicerideos

A coleta de 15ml de sangue foi realizada, apds antissepsia prévia, através de puncao
externa da veia jugular utilizando sistema de tubos estéreis Vacutainer” sem anticoagulantes.
As amostras sanguineas coletadas foram centrifugadas a 1300 x g durante 15 minutos para
separagao de soro.

O material coletado foi congelado a -20°C para posterior avaliacdo de trigliceridios
pelo método Enzimatico (Trigliceridios — Labtest Diagnostica S.A) e Leptina sérica pela
técnica de Radioimunoensaio (RIA) kit de RIA de leptina multiespécies 1251 (Catalogo num.:
XL-85K), disponivel comercialmente (Linco Research, Inc., St. Charles, MO, USA), como
descrito por Pelleymounter et al. (1995). O coeficiente de variagdo (CV) intra e inter-ensaio

dos dois controles foram 2% e 8% e 6% e 7%, respectivamente.

Imuno-histoquimica (IHQ)

A técnica de THQ foi realizada em cortes de 5 pm obtidos em micréotomo automatico e
distendidos em laminas impregnadas com parafina liquida (Paraplast®,Sigma, USA). Para a
realizacdo da técnica foram utilizados anticorpos priméarios policlonais (Ob A-20, Santa Cruz
Biotechnology, C.A. USA): anticorpo anti-leptinaOb (A-20, SC-842 - rabbit) em dilui¢do
1:500 o anticorpo anti-receptor da leptina OB-Rb (H-300 - rabbit), em diluicdo de 1:100. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com o Hydrogen Peroxide Block (kit Spring
Bioscience, Biogen) e a recuperagdo antigénica em solucgao de citrato pH 6,0, em calor umido

sob pressdo. O bloqueio da marcacdo inespecifica foi realizado com o Protein Block (kit
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Spring Bioscience, Biogen) e para a diluicdo dos anticorpos foi utilizada albumina sérica
bovina (BSA) a 1,5%.

Apo6s a adi¢do dos anticorpos primarios, as laminas foram incubadas overnight em
camara umida a 4°C. Logo apds, foi adicionado um conjugado de anticorpo secundario-HRP,
sendo as laminas instiladas com o Kit Spring Reveal Complement® (10 min) e Kit Spring
Reveal Conjugado® (15min) (kit LSAB - Dako K0690 Corporation, CA, USA). A incubagdo
foi realizada a temperatura ambiente em camara umida tampada. A reacdo foi revelada por
meio da adi¢do de solucdo de diaminobenzidina-peroxidase (DAB® - peroxidase, Corporation
CA, USA), acrescentada em tempo padrio para cada um dos cortes. Os cortes foram
contracorados com Hematoxilina de Mayer filtrada por 1 minuto e as laminulas foram fixadas

com resina sintética (Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, USA)

Classificacao e analise das estruturas selecionadas

Foram avaliadas nas amostras de endométrio as glandulas endometriais e o epitélio
luminal, descritos na literatura em outras espécies como principais sitios de atuagdo da leptina
€ seu receptor.

As imagens analisadas foram capturadas por camera digital (Moticam 5.0MP)
acoplada a um microscopico de campo claro (Nikon Eclipse E200, Tokyo, Japan) utilizando a
objetiva de 40X. Foram capturados 5 campos contendo 10 estruturas em cada aumento. No
total, foram avaliadas cerca de 2000 glandulas endometriais. As analises foram realizadas a
partir do software ImagelJ® utilizando-se o aplicativo 16-bit Histograma para a obtencdo do
valor de moda para cada area selecionada. Este aplicativo utiliza uma escala de 0 a 255, onde

0 indica maior intensidade de marcagao ¢ 255 indica auséncia de marcacao.

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e os valores das
modas, de cada uma das analises das estruturas classificadas, foram submetidos ao teste de
ANOVA e realizada comparacdo de médias através do teste de Tukey pelo software
Statistix® (2008). Para todas as andlises estatisticas diferencas com p<0,05 foram

consideradas significativas.
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RESULTADOS

Nas avaliagoes de IHQ foram observadas marcagdes Ob e Ob-Rb no epitélio luminal e

glandular em todos os momentos do ciclo estral analisados (Figura 1).

FIGURA 1. Micrografia de 40x do endométrio, demonstrando a imunomarcagido de Ob-Rb no epitélio
luminal e glandulas endometriais. EL: Epitélio Luminal e EG: Epitélio Glandular.

Nas andlises da imunomarcacdo de leptina nas glandulas endometriais se verificou que
no GrN ndo houve diferenga na intensidade de marcagdo durante os periodos do ciclo estral
avaliados, porém no GrO houve uma maior intensidade de marcagdo durante o diestro.
Quando os periodos analisados foram comparados entre os grupo de éguas do GrN e GrO,
houve diferenca na imunomarcagdo durante o estro, sendo mais intensa no GrN (Tabela 1).

Nas analises de imunomarcacao glandular com o receptor de leptina, houve em ambos
os grupos (GrN e GrO) uma intensidade maior na imunomarcagdo durante o diestro ¢ quando
os periodos do ciclo estral foram comparados entre os grupos, houve diferenga entre as
médias em ambos periodos avaliados, sendo mais intensa a marcac¢do nas éguas do GRN
(Tabela 1).
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TABELA 1. Valores médios (+ erro padrao da média) das modas das varidveis das
imunomarcagdes™® nas glandulas endometriais de leptina e do receptor de leptina.

GRUPOS 1G-Ob IG-ObRb
GrNE 162.09+0.39A 147.19+£0.71aA
GrND 163.60+4.88 121.70+£3.71bC
GrOE 176.59+2.97aB 166.70+1.18cB
GrOD 166.04+1.38b 133.57+£2.73dD

Médias seguidas por letras minusculas e maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente
(p<0.05). Letras minusculas representam as diferengas estatisticas dentro de cada grupo e letras maitisculas
representam as diferencgas estatisticas entre os grupos (GrN x GrO).

*0: marcagdo intensa; 255: sem marcagao

GrNE: Grupo de éguas de escore corporal moderado no estro, GrND: Grupo de éguas de escore corporal
moderado no diestro, GrOE: Grupo de éguas gordas/obesas no estro, GrOD: Grupo de éguas gordas/obesas no
diestro, IG-Ob: Imunomarcacdo glandular de leptina, IG-ObRb: Imunomarcacdo glandular do receptor de
leptina.

Como observado nas glandulas endometriais, no epitélio luminal, também se verificou
uma maior imunomarcacdo do receptor de leptina durante o diestro no GrN. Quando os
grupos foram comparados (GrND e GrOD) na imunomarcagdo de Ob-Rb, houve uma

marcacdo mais intensa no grupo de EC moderado e quando Ob foi considerado entre os

grupos, a marcac¢ao foi mais intensa no GrNE (Tabela 2).

TABELA 2. Valores médios (+ erro padrdo da média) das modas das variaveis
imunomarcagdes* do epitélio luminal de leptina e do seu receptor funcional.

GRUPOS IL-Ob IL-ObRb
GrNE 166.80+2.72A 164.8044+2.56a
GrND 170.92+5.38 142.68+4.97bA
GrOE 183.80+3.16B 168.47+0.90
GrOD 176.96+2.43 164.41+7.82B

Médias seguidas por letras minusculas e maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente
(p<0.05). Letras minusculas representam as diferengas estatisticas dentro de cada grupo e letras maiusculas
representam as diferencgas estatisticas entre os grupos (GrN x GrO).

*(0: marcagdo intensa; 255: sem marcagao

GrNE: Grupo de éguas de escore corporal moderado no estro, GrND: Grupo de éguas de escore corporal
moderado no diestro, GrOE: Grupo de éguas gordas/obesas no estro, GrOD: Grupo de éguas gordas/obesas no
diestro. IL-Ob: imunomarcagio do epitélio luminal com leptina, IL-ObRb: imunomarcagio do epitélio luminal
do receptor de leptina.

As variaveis morfométricas apresentaram diferenca entre os grupos de éguas de EC
moderado e obeso, ndo havendo diferenca entre os periodos do ciclo estral analisados dentro

de cada grupo (Tabela 3). Os niveis de leptina sérica e de triglicerideos ndo apresentaram
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diferenca entre os periodos do ciclo estral nos grupos, e ndo diferiram entre éguas do GrN e

do GrO.

TABELA 3. Valores médios (+ erro padrao da média) das varidveis peso corporal,
espessura de gordura na base da cauda, espessura da crista do pescoco, triglicerideos e leptina.

GP PC (Kg) EGBC (mm) ECP(cm) TAG (mg/dL) LEP(ng/mL)

GrNE  39133+7.88a  6.56+0.39a 4.41+£0.10a 27.26+2.45 5.8+ 0.07
GrND  383.20+6.76a  6.60 £ 0.35a 4.18+0.06a  28.07 +£3.07 5.4+0.05
GrOE 476.71 £5.13b  15.73+ 1.07b 6.5+0.33b 30.04 £4.43 7.7+ 0.06
GrOD 478.40+4.79p 1543+1.75b  6.62+0.40b  34.46+3.39 6.6 +0.05

Médias seguidas por letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0.05).

GrNE: Grupo de éguas de escore corporal moderado no estro, GrND: Grupo de éguas de escore corporal
moderado no diestro, GrOE: Grupo de éguas gordas/obesas no estro, GrOD: Grupo de éguas gordas/obesas no
diestro, PC: Peso Corporal, EGBC: Espessura de gordura na base da cauda, ECP: Espessura dacrista do
pescoco, TAG: Triglicerideos, LEP: Leptina.

DISCUSSAO

A diferenca nas variaveis morfométricas observadas em nosso estudo entre os grupos
de EC moderado e obesas vem ao encontro do que a literatura referencia, o peso corporal, a
espessura de gordura na base da cauda e a espessura da crista do pescogo se correlacionam
positivamente com as alteragdes no escore corporal (KEARNS et al., 2006; CAVINDER et
al., 2007).

Niao houve diferenca nos niveis séricos de triglicerideos e leptina entre os grupos de
¢guas com diferentes escores corporais. Esses resultados podem ser justificados pelo fato de
que os animais obesos presentes nesse estudo, apresentavam os valores de TAG e LEP dentro
de um padrao de normalidade fisiologica, ndo havendo uma diferenga suficientemente grande
no acumulo de gordura corporal entre as éguas dos dois grupos, capaz de promover uma
elevagdo significativa nos niveis dessas suas variaveis, sendo estas mantidas, portanto, dentro
dos valores de referéncia (TAG: 4-44mg/dL; LEP <10,0 ng/ml)(GONZALES e SILVA, 2006;
WALLER et al., 2006).

Nas analises dos niveis de leptina sérica durante o ciclo estral, ndo foram observadas
diferengas no padrio de secrecdo nos periodos avaliados. O resultado encontrado em nosso
estudo concorda com as observacdes realizadas por AbolEl-Maaty et al. (2013), os quais
avaliaram os niveis de leptina sérica durante o estro e diestro em éguas da raga Arabe e

observaram que nao houve diferenca entre os periodos avaliados, embora tenham verificado
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uma correlagdo positiva entre os niveis séricos de leptina e estradiol (» = 0.58, p < 0.025).
Cavinder et al. (2007), avaliando a leptina sérica em éguas pds-parto em diferentes estagios
do ciclo estral (estro e diestro)e distinta condi¢do corporal (normais e obesas), também nao
observaram diferencas entre os grupos nos momentos avaliados.

No entanto, Abdelnaby et al. (2016) perceberam maiores niveis de leptina sérica em
¢guas entre o dia -5 da ovulagdo até o dia da ovulagdo (dia 0), sugerindo que essa elevacdo
acompanharia o aumento do fluxo sanguineo no corpo uterino, havendo dessa forma, uma
influéncia da leptina na regulacdo do fluxo sanguineo para o trato reprodutivo da égua.

Em outras espécies, como em bovinos ¢ humanos, foram observadas diferencas nos
niveis de leptina sérica durante o ciclo estral. Em bovinos, Garcia et al. (2002) observaram
que a leptina sérica tendeu a decrescer durante a fase lutea tardia e comeco da fase folicular,
ndo sendo observadas diferencas no restante das fases do ciclo estral. Nas mulheres, as
concentragdes sanguineas de leptina se correlacionam com as concentragdes de progesterona
durante o ciclo menstrual, coincidindo com o pico de concentracdo de ambos os hormonios na
fase lutea (HARDIE, 1997).

Alteracdes na intensidade das imunomarcagdes de leptina e seu receptor nas glandulas
endometriais durante o ciclo estral, também estdo documentados na literatura em algumas
espécies. Em equinos, até o presente momento, ndo foram encontradas publicagdes sobre a
presenga de imunomarcadores de leptina e seu receptor no endométrio. Neste estudo,
percebemos que houve uma imunomarcacdo de Ob no epitélio glandular mais intensa durante
o diestro, porém tal resultado foi verificado apenas no GrO. No entanto, quando Ob-Rb
foiavaliado, pode-se perceber uma marca¢do imunoldgica celular mais intensa durante o
diestro, em ambos os grupos. As mesmas tendéncias puderam ser percebidas na marcacao
imunoldgica de leptina e seu receptor no epitélio luminal.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com os observados por Sosa et al.
(2010), em bovinos, os quais demonstraram pela primeira vez que a expressao do gene do
receptor da leptina variava durante o ciclo estral, indicando um possivel envolvimento dos
horménio esterdides sexuais na sua regulacdo. Os autores observaram que a expressdo do
receptor foi maior durante a fase lutea, sugerindo que a alta sensibilidade a leptina no
ambiente uterino nos dias 12 e 19 do ciclo estral, pode ocorrer pela influéncia da leptina na
preparacao do ambiente uterino para uma eventual prenhez.

Em suinos, a imunomarcagao do receptor de leptina no titero ¢ mais intensa no epitélio
glandular quando os ovarios dos animais estavdo na fase lutea (p<0,05) em relagdo a fase

folicular (MOREIRA et al., 2014). Kitawakiet al. (2000) e Cervero et al. (2004) também
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relataram maior expressdo do RNAm dos receptores de leptina (Ob-Rb) no endométrio de
mulheres durante a fase luteal.

Quando os grupos foram comparados de acordo com o EC, houve uma marcagdo
imunoldgica mais intensa nos animais de EC moderado. Tal resultado corrobora com os
encontrados em humanos, onde a expressdao da forma longa do receptor de leptina na placenta,
mais especificamente no sinciciotrofoblasto e estroma viloso, foi significativamente menor
nas mulheres obesas (FARLEY et al., 2010), resultado este, que confirma os dados publicados
por Ogier et al. (2002), os quais perceberam uma expressdao menor do receptor de leptina em
mulheres que apresentavam niveis de leptina mais elevados. Segundo os autores, esses
achados podem ser justificados pelo fato de a leptina exercer uma regulagdo negativa em seu
receptor, ocorrendo uma situacdo analoga a de resisténcia a leptina. Estudos in vitro,
comprovaram que a exposicdo a leptina induz uma regulagdo negativa dos receptores de
leptina Ob-Ra e Ob-Rb, nas linhagens celulares avaliadas (UOTANI et al., 1999).

Tais resultados, corroboram com o observado por Wang et al. (2014) em suinos, que
perceberam que a leptina pode auto-regular o seu receptor de cadeia longa, tanto
positivacomo negativamente, dependendo do status fisiologico do animal, tipo e funcdo dos
tecidos envolvidos.

A expressao da leptina e de seu receptor no endométrio de equinos, ainda deve ser
melhor elucidada. A participacdo desse horménio na preparacdo uterina para gestagdo e
fixacdo embriondria ¢ bastante sugestiva. Muitos estudos em diferentes espécies relatam a
participacdo da leptina no fluxo sanguineo endometrial, na transformacgdo e diferenciagdo
uterina (ALFER et al., 2000), apoptose celular, e receptividade endometrial, estando presente
em algumas espécies como suinos e roedores, em maior intensidade nos locais de implantacao

embrionaria (MOREIRA et al., 2014; YOON et al., 2005).

CONCLUSAO

Neste estudo foi comprovado a presenga de leptina e seu receptor funcional no
endométrio de equinos, sendo observada marcagdo no epitélio glandular ¢ luminal, em todos
os momentos do ciclo estral avaliados. Pode-se perceber que a imunomarcagdo do Ob-Rb foi
mais intensa durante o diestro, independente do escore corporal, no entanto, apresentou-se de
forma mais destacada no grupo de EC moderado, sugerindo que em éguas obesas, da mesma
forma como ocorre em mulheres com sobrepeso, os receptores de leptina podem ser regulados

negativamente pela leptina, sendo, portanto, expresso em menores quantidades.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar em uma condicdo de manejo adverso e estressante,
a influéncia do cortisol intrafolicular, nos niveis foliculares de leptina e nos marcadores de
leptina (Ob) e seu receptor (Ob-Rb) no endométrio durante diferentes fases do ciclo estral.
Foram coletados 36 tratos reprodutivos (o ttero e seus respectivos ovarios), oriundos de éguas
sem raca definida, abatidas em frigorifico, e agrupadas em uma condi¢do predisponente ao
estresse social, apresentando escore corporal considerado moderado (EC=06) ¢ idade
variando entre 05 e 10 anos. Os grupos foram distribuidos conforme a dimensdo do maior
foliculo encontrado em cada trato reprodutor, ficando assim divididos: 08 éguas no G1 (13-
22mm), 11 éguas G2 (25-34mm) e 17 éguas G3 (35-45mm). O liquido do maior foliculo foi
extraido para avaliagdo de leptina e cortisol, e dois fragmentos uterinos foram retirados e
encaminhados para avaliagdo histopatologica e para realizagdo da técnica de imuno-
histoquimica, com anticorpos policlonaisanti-leptina e seu receptor. Nao houve influéncia do
cortisol intrafolicular nas variaveis avaliadas, provavelmente porque os niveis de cortisol
mantiveram-se dentro dos valores fisioldgicos para a espécie, apesar da condi¢do ambiental
adversa. No entanto, pode-se verificar uma correlagdo positiva entre os niveis intrafoliculares
de cortisol e leptina, havendo uma elevagdo, dentro dos valores de referéncia, nos niveis de
cortisol (30.1+£0.07ng/ml, P<0,05) nos foliculos mais proximos a ovulagdo. Pode-se perceber

também, que a marcagdo imunolédgica do receptor de leptina foi mais intensa (144.52+3.17,
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P<0,0001) nos animais que apresentavam foliculos até 22 mm, estando ambos Ob e Ob-Rb
correlacionados de forma negativa (r: -0.7836; P < 0.0001, r:-0.7343; P < 0.0001), com os

niveis de cortisol no fluido folicular.

Palavras-Chave:Cortisol, leptina, estresse, endométrio

Influence of cortisol and leptin the follicular fluid on leptin markers in the

endometrium.

Abstract

The objective of this study was to evaluate in a hostile and stressful handling
condition, the influence of intrafollicular cortisol in follicular levels of leptin and leptin
markers (ob) and its receptor (OB-Rb) in the endometrium during different stages of the
estrous cycle..Thirty six reproductive tracts (the uterus and in ovaries) were collected from
mixed breed mares in an abattoir, grouped in a predisposing condition to social stress, with
good body condition (06) and aged between 5-10 years. The groups were divided according to
the size of the largest follicle found in each reproductive tract: 08 mares in G1 (13-22mm), 11
mares G2 (25-34mm) and 17 mares G3 (35-45mm). The largest follicle fluid was extracted
for evaluation of cortisol and leptin, and two uterinefragments were removed and sent for
histopathological evaluation and immunohistochemical technique using anti-leptin polyclonal
and its receptor. There was no influence of intrafollicular cortisol on the variables evaluated,
probably because cortisol levels remained within the physiological values for the species,
despite the adverse environmental condition. However, a positive correlation was
demonstrated between intrafollicular cortisol and leptin, with an increase within the reference
values, in cortisol levels (30.1 = 0:07ng/ml, P <0.05) in the folliclesnear ovulation. It can also
be noticed that the immunological labeling of the leptin receptor was more intense (144.52 +
3.17, P <0.0001) in animals with follicles up to 22 mm, both ob and Ob-Rb correlating
negatively (r: -0.7836; P <0.0001, r: -0.7343; P <0.0001), with cortisol levels in follicular
fluid.

Key Words: Cortisol, leptin. stress, endometrium
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INTRODUCAO

Considerado o glicocorticéide mais potente do organismo, o cortisol ¢ um dos
principais fatores que intermedeiam efeitos supressores do estresse nas funcdes reprodutivas
(BOTTOMS et al., 1972). Interagdes entre os eixos hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG)
e hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) sdo normalmente benéficas, pois mantém um equilibrio
de liberagdo hormonal, que reflete positivamente na atividade reprodutiva. No entanto, em
situacdo de desequilibrio da homeostase corporal, como nos casos de stress agudo ou cronico,
a ativacdo do eixo HHA resulta na elevagdo dos niveis séricos de cortisol, o qual em excesso
na circulacdo, atua de forma negativa no eixo HHG, inibindo a secre¢cdo de hormodnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e, consequentemente, diminuindo a liberagdo do
hormoénio foliculo estimulante (FSH) e do hormoénio luteinizante (LH) (ASA e GINTHER,
1982), alterando o efeito estimulatorio das gonadotrofinas (RIVIER e RIVEST, 1991;
PEREIRA, 2005), interferindo nas agdes dos esterdides ovarianos nos tecidos alvo (ASA e
GINTHER, 1982; FERRIS e MCCUE, 2010).

O estresse ¢ definido como o estado gerado pela percepgao de estimulos que provocam
excitagdo emocional e desequilibrio da homeostasia. Situacdes de estresse como o transporte
prolongado (FAZIO et al., 2008), a perda do ambiente normal e dos companheiros sociais
(ALEXANDER e IRVINE, 1998; MALSCHITZKY et al., 2015), esforgo fisico (KELLEY et
al., 2011), podem influenciar negativamente a atividade reprodutiva na criagdo de equinos,
devido ao aumento das concentracdes séricas de cortisol (>100-150ng/ml) (KEDZIERSKI e
CYWINSKA, 2014).

Em outras espécies, como mulheres (RABIN et al., 1990), roedores (SMITH et. al,
1971), ovelhas (MACFARLANE et al., 2000) e bovinos (MANN, 2001), a influéncia
negativa do cortisol na reproducao também foi observada.

Apesar dos inumeros estudos que abordam a influéncia do estresse na reproducdo em
mamiferos, poucos sdo os artigos publicados avaliando a a¢do do cortisol no fluido folicular
(FF). Scarlet et al. (2017), observaram que o cortisol presente no FF de equinos, se
correlaciona com os niveis séricos deste hormdnio, provavelmente devido ao fato de que o
cortisol nessa espécie, ndo ser produzido pelos ovarios (OMURA ¢ MOROHASHI, 1995),
chegando aos foliculos ovarianos através da circulagdo sanguinea, onde ¢ em grande parte
ligado a globulina de ligacdo dos corticosterdides (CBG) (GAYRARD et al., 1996;
SCARLET etal., 2017).
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Segundo Scarlet et al. (2017), quando em niveis fisiolégicos normais, o cortisol
presente no FF auxilia na diminui¢do do processo inflamatério durante a ovulagdo e na
maturacdo do oodcito.

Outro hormoénio que possui influéncia na reproducdo de equinos € a leptina, a qual ¢
produzida principalmente pelo tecido adiposo subcutianeo, havendo um estimulo direto dos
corticosterdides na estimulacdo de sua sintese (GENTRY et al., 2002; CARTMILL et al.,
2003). No entanto, a elevagdo plasmatica do cortisol ndo ¢ sempre refletida por um aumento
simultaneo da leptina circulante, em equinos essas elevacdes podem ser independentes
(GORDON et al., 2007; STORER et al., 2007; VAN WEYENBERG et al., 2008).

A leptina, codificada pelo gene OB, ¢ uma proteina sinalizadora, uma vez que tem
como principal fun¢do transmitir ao cérebro informagdo sobre as reservas de gordura corporal,
possuindo também diversas fung¢des metabodlicas e reprodutivas (ZHANG et al., 1994;
BARASH et al., 1996; VICK et al., 20006).

O mecanismo de acdo da leptina (Ob-R) ocorre através de sua ligagdo aos receptores
especificos, os quais se apresentam em seis diferentes isoformas, porém apenas a forma longa
do receptor, Ob-Rb, um receptor transmembrana, ¢ capaz de efetivar transducdo de sinal para
as células especificas (HAKANSSON et al., 1998; MOREIRA et al., 2014 ).

Receptores para leptina em equinos sdo encontrados em diversos tecidos, incluindo
hipotalamo, adenohipdfise (BUFF et al., 2002) e ovarios (fluido folicular, células luteinicas e
oocitos imaturos) (LANGE-CONSIGLIO et al., 2013). Nos seres humanos (GONZALEZ et
al., 2000), suinos (SMOLINSKA et al, 2007; MOREIRA et al., 2014) ¢ bovinos (THORN et
al., 2007), a leptina e seu receptor também foram encontrados em tecidos do aparelho
reprodutivo, incluindo o endométrio, mais especificamente na porcao glandular e no epitélio
luminal.

A leptina tem um papel regulador no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal quando se
encontra na circulagdo sanguinea em concentracdes fisiologicas normais (<10,0 ng/mL)
(WALLER et al., 2006; FERREIRA-DIAS et al., 2005), porém quando em excesso, pode
apresentar uma a¢do negativa no sistema reprodutivo, estando correlacionada com aumento
do periodo interovulatorio (SESSIONS et al., 2004) ¢ maior incidéncia de foliculos
anovulatorios (VICK et al., 2006), interferindo no potencial reprodutivo.

Niveis séricos de leptina se correlacionam positivamente com as concentragdes
intrafoliculares (GASTAL et al., 2010), e elevados niveis desse hormonio, causados pelo
estimulo de glicocorticoides ou por fatores que promovem sua sintese, como o acumulo

excessivo de gordura corporal, podem ocasionar também em outras espécies, um
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desequilibrio da funcdo reprodutiva, sendo observado em mulheres, alteragdes na
esteroidogénese dos ovarios e no processo de luteinizagdo (CIOFFI et al., 1997; TAMER e
SENTURK, 2009).

O objetivo do estudo foi avaliar em uma condi¢cdo de manejo adverso e estressante, a
influéncia do cortisol presente no fluido folicular, nos niveis de leptina intrafolicular e nos
marcadores de leptina (Ob) e seu receptor (Ob-Rb) no endométrio, durante diferentes fases

do ciclo estral.

MATERIAL E METODOS

Selecio dos animais e tratos reprodutivos

Foram coletados 60 tratos reprodutivos de equinos, compostos pelo utero e seus
respectivos ovarios, oriundos de um abatedouro na regido sudoeste do Rio Grande do Sul,
entre o periodo de novembro a janeiro de 2015. Os animais pertencentes a este estudo
chegaram ao abatedouro, provenientes de diversos locais do estado do Rio Grande do Sul, em
caminhdes, ficando aleatoriamente distribuidos em piquetes durante 05 dias e 24 horas antes
do abate, foram recolhidos para mangueiras de alvenaria, com a finalidade de jejum alimentar.
Os animais pertencentes ao estudo foram previamente selecionados conforme o escore de
condicdo corporal (EC) e a idade.

O EC foi avaliado por um mesmo observador treinado, através do sistema de avaliagdo
da condigdo corporal (EC), originalmente descrito por HENNEKE et al. (1983) e modificado
por KOHNKE (1992), que inclui uma escala de 9 pontos, sendo o EC 1 (muito magro) e o EC
9 (extremamente gordo). O sistema EC, segundo KOHNKE (1992), consiste na analise tatil e
visual de seis regides anatdmicas do corpo (pescoco, cernelha, lombo, base da cauda, costelas,
ombro). Para cada regido ¢ definida uma nota e através da média das seis pontuagdes se chega
ao resultado final.

Apenas éguas com escore corporal moderado (EC 6) foram incluidas no projeto. Os
animais escolhidos apresentavam idade que variava entre 05 a 10 anos, conforme dados do
abatedouro de identificacdo individual dos animais.

O material coletado foi identificado com o niimero do animal e levado ao laboratorio
para avaliagdo macroscopica dos orgdos genitais. Das amostras que ndo apresentavam
alteracdes macroscopicas, foi realizada a coleta para exame bacteriologico, através de swab

ginecoldgico, preservado em meio “Stuart” , além de dois fragmentos do corpo do utero.
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Um dos fragmentos foi colocado em solug¢do de Bouin, para exame histopatoldgico prévio e
selecdo das amostras e a outra fracdo, fixada em paraformolaldeido 4% em PBS durante 24-
48hs, para realizacdo da técnica de imuno-histoquimica (IHQ).

Foi realizada também, a medi¢do dos foliculos dos ovarios correspondentes, através de
um paquimetro e aspiragdo do liquido intrafolicular do maior foliculo presente nos ovarios,
com o auxilio de uma agulha 0,80 x 25 mm e uma seringa de 5 ml.

Os tratos reprodutivos que apresentavam alteragdes macroscopicas, como gestacao,
coloracdo alterada e/ou presenga de secrecdo purulenta, que apresentaram exame
bacterioldgico positivo ou que no exame histopatologico apresentavam endométrio com
alteragdes moderadas a graves como: infiltrado difuso por neutréfilos, infiltrado mononuclear
moderado, com ou sem formacdo deacumulos linfoides e presenga de lacunas linfaticas,
fibrose focal moderada associada ou ndo com dilatacdo discreta ou moderada de algumas
glandulas (de acordo com Kenney e Doig, 1986), foram retiradas do estudo.

Ap0s a avaliacdo inicial, 36 amostras foram selecionadas, sendo estas distribuidas em
03 grupos conforme o tamanho folicular: 08 ¢guas no Gl (13-22mm), 11 éguas G2 (25-
34mm) e 17 éguas G3 (35-45mm).

Processamento do Material

As amostras do FF foram centrifugadas durante 10 min a 1300 x g e o liquido folicular
sobrenadante foi devidamente identificado, dividido em 02 eppendorfs, os quais foram
conservados a temperatura de -20°C. As amostras foram encaminhadas para processamento
em laboratorio, com o intuito de quantificar os niveis intrafoliculares de leptina e cortisol.

Os fragmentos uterinos destinados a técnica de imuno-histoquimica foram fixados em
paraformaldeido 4% em PBS durante 24-48hs e processados primeiramente no laboratorio de
histopatologia, onde passaram pelo processo de desidratacdo, diafanizagdo e inclusdo em

parafina liquida (Paraplast®, Sigma, USA).

Avaliacio da Leptina e Cortisol do fluido folicular

Para aferir os niveis intrafoliculares de leptina foi realizada a técnica de
Radioimunoensaio (RIA), kit de RIA de leptina multiespécies 1251 (Catalogo: XL-85K),
disponivel comercialmente (Linco Research, Inc., St. Charles, MO, USA), como descrito por

PELLEYMOUNTER et al. (1995).
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O Cortisol foi medido pela técnica de Quimioluminescéncia (CRUZ et al., 2012), kit
comercializado pela Siemens®, sendo utilizado o aparelho Immulite 1000%. As dosagens
foram realizadas em duplicata. O coeficiente devariagdo intra e inter-ensaio em ambas as

analises foram inferiores a 10%.

Imuno-histoquimica (IHQ)

A técnica de THQ foi realizada em cortes de 5 pm obtidos em micréotomo automatico e
distendidos em laminas impregnadas com parafina liquida (Paraplast®, Sigma, USA). Para a
realizacdo da técnica, foram utilizados anticorpos primarios policlonais (Ob A-20, Santa Cruz
Biotechnology, C.A. USA): anticorpo anti-leptina Ob (A-20, sc-842 - rabbit) em dilui¢do
1:500 e o anticorpo anti-receptor da leptina Ob-Rb (H-300 - rabbit), em dilui¢ao de 1:100. O
bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com o Hydrogen Peroxide Block® (kit Spring
Bioscience, Biogen) e a recuperagdo antigénica em solucdo de citrato pH 6.0, em calor umido
sob pressdo. O bloqueio da marcacio inespecifica foi realizado com o ProteinBlock™ (kit
Spring Bioscience, Biogen) ¢ para a diluicdo dos anticorpos foi utilizado albumina sérica
bovina (BSA) a 1,5%.

Apds a adi¢do dos anticorpos primarios, as laminas foram incubadas overnight em
camara umida a 4°C. Logo apds, foi adicionado o anticorpo secundario, sendo as laminas
instiladas com o Kit Spring Reveal Complement® (10 min) e Kit Spring Reveal Conjugad0®
(15min) (kit LSAB - Dako K0690 Corporation, CA, USA). A incubagdo foi realizada a
temperatura ambiente em camara umida tampada. A reacdo foi revelada por meio da adigao
de solugdo de diaminobenzidina-peroxidase (DAB® - peroxidase, Corporation CA, USA),
acrescentada em tempo padrdo para cada um dos cortes. Os cortes foram contracorados com
Hematoxilina de Mayer® filtrada por 1 minuto e as laminulas foram fixadas com resina
sintética (Sigma Chemical Company®, St. Louis, MO, USA).

Foram avaliadas nas ladminas do endométrio, as glandulas endometriais, descritas na
literatura em outras espécies, como um dos principais sitios de atuacdo da leptina e seu
receptor (LIN et al., 2001; SMOLINSKA et al., 2007; MOREIRA et al., 2014).

As imagens analisadas foram capturadas por camera digital (Moticam 5.0MP)
acoplada a microscopico de campo claro (Nikon Eclipse E200, Tokyo, Japan) utilizando a
objetiva de 40X. Foram capturados 5 campos contendo 10 estruturas glandulares em cada
aumento. No total, foram avaliadas cerca de 1800 glandulas endometriais. As analises foram

realizadas a partir do software Image Je utilizando-se o aplicativo 16-bit Histograma para a
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obtencdo do valor de moda para cada area selecionada. Este aplicativo utiliza uma escala de 0
a 255, onde 0 indica maior intensidade de marcacdo e 255 indica auséncia de marcag¢ao, sendo
este, um método eficaz para quantificar as alteracdes nas imunomarcagdes celulares

(MOREIRA et al., 2014).

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e os valores
intrafoliculares de leptina e cortisol, bem como das modas, de cada uma das estruturas
classificadas, foram submetidos ao teste de ANOVA e realizada comparacdo de médias
através do teste de Tukey pelo software Statistix® (2008). Para todas as analises estatisticas
diferencas com p<0,05 foram consideradas significativas.

A Anadlise de Correlagdo de Pearson foi realizada a fim de estimar o grau de
associacdo do cortisol no FF, com os niveis de leptina no FF e a intensidade da

imunomarcagdo da leptina e seu receptor no endométrio.

RESULTADOS

Os resultados obtidos demonstraram que houve imunomarcagdo para o receptor de
leptina (Ob-Rb) no epitélio glandular nos trés periodos do ciclo estral avaliados, havendo, no
entanto, uma maior intensidade de imunomarcacao de (Ob-Rb) (144.52+3.17, P<0,0001) em

¢guas que apresentavam foliculos de 13 a 22mm (Tabela 1).

TABELA 1. Valores médios (+ erro padrio da média) das modas das imunomarcagdes™
glandulares de leptina (Ob) e do receptor de leptina (Ob-Rb) no endométrio.

GRUPOS Ob Ob-Rb
G1:13 a 22mm (08) 162.43+3.07 144.52+3.17a
G2:25-34mm (11) 174.75+4.87 169.19+1.80b
G3:35-45 mm (17) 184.56+2.42 178.81+2.75b

Médias seguidas por letras mintisculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0.05).
*(0: marcagdo intensa; 255: sem marcagao

Na avaliacdo da imunomarcacdo celular para leptina, ndo foi observada diferenga na

intensidade de marcagdo (Tabela 1), apesar de estar presente no epitélio glandular em todos os
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grupos avaliados. Na Figura 1, é possivel visualizar as imagens das imunomarcagdes de Ob,
Ob-Rb, ¢ o controle (auséncia de imunomarcagdo) no epitélio glandular, de um dos individuos

analisados.

Figura 1. Imunomarcagido de Ob e Ob-Rb no epitélio glandular do endométrio de éguas. A) Marcagdo
imunolodgica de Ob no epitélio glandular, durante o periodo pré-ovulatério (G3), B) Marcagdo imunoldgica de
Ob-Rb no epitélio glandular, durante o periodo pré-ovulatorio (G3) C) Controle negativo, auséncia de
imunomarcagdo no epitélio glandular endometrial. (Fotomicrografia de 40X).

Os niveis intrafoliculares de leptina ndo diferiram entre os trés grupos, no entanto, os
niveis de cortisol no FF, foram estatisticamente diferentes nos 03 grupos avaliados, sendo
maiores (30.1£0.07 ng/ml, P<0,05) em éguas que apresentavam foliculos entre 35-45 mm,
pertencente ao G3, grupo de éguas com foliculos pré-ovulatorios (Tabela 2), demonstrando

um aumento gradativo a medida que os foliculos aumentam de tamanho.

TABELA 2. Valores médios (+ erro padrao da média) dos niveis de Leptina (ng/ml) e
Cortisol (ng/ml) no fluido folicular.

GRUPOS LEP (ng/ml) CORTISOL (ng/ml)
G1:13 a 22mm (08) 2.87+0.29 15.2+0.13a
G2:25-34mm (11) 3.16+0.19 20.5+0.21b
G3:35-45 mm (17) 3.50+0.08 30.1£0.07.c

Meédias seguidas por letras minusculasdiferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0.05).

Na correlagdo de Pearson, pode-se perceber uma forte associagdo entre a
imunomarcagdo glandular de Ob e Ob-Rb (» = 0.6435; P < 0.0001) e entre os niveis de
cortisol no FF e a marcagdo imunolédgica de Ob e Ob-Rb (» = -0.7836; P < 0.0001, r = -
0.7343; P < 0.0001, respectivamente). Verificou-se também, uma correlagdo entre leptina e
cortisol no FF (» = 0.3928, P =0.0177) e leptina no FF ¢ imunomarcagdo do Ob-Rb (» = -
0.4517; P =0.0057. Dessa forma,se torna claro que a medida que o cortisol aumenta,
aumentam os niveis de leptina no FF, e quanto maiores os niveis no FF de cortisol, menor a

intensidade de imunomarcacdo de leptina e seu receptor no endométrio.
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DISCUSSAO

Os niveis intrafoliculares de cortisol neste estudo, foram mais elevados em éguas que
apresentavam foliculos com diametro maiores, pertencendo ao grupo dos animais na fase pré-
ovulatéria (G3), (médiats.e.m.:G1: 15.2+0.13, G2: 20.5+0.21, G3: 30.1£0.07 ng/ml; P <
0.01). Estes resultados corroboram com dados publicados em equinos por Scarlet et al.
(2017), os quais verificaram que as concentragdes de cortisol no fluido folicular em éguas,
eram maiores naqueles foliculos que apresentavam didmetro > 25mm. Segundo os autores,
ndo foi verificado aumento nos niveis séricos de cortisol nesse periodo, concluindo que os
mecanismos intrafoliculares que levam ao aumento do cortisol devem ser melhor elucidados.

Sao escassas as publicagdes a respeito da presenca do cortisol no FF de equinos. Em
outras espécies como em mulheres (HARLOW et al., 1997) e bovinos (ACOSTA, 2005),
também foi observado um aumento da concentragdo de cortisol nos foliculos pré-ovulatorios.
Uma das formas do ovario modular a acdo dos gliciocorticdides nos foliculos maduros, €
através da agdo das isoenzimas 11 B-hidroxiesterdide desidrogenase (11 B-HSD), dos tipos 1
e 2, as quais desempenham um papel fundamental no controle da concentracdo local de
cortisol no tecido, pois modificam a exposicdo ao cortisol por interconversdo entre
glicocorticdides ativos e inativos, onde a 11B-HSD 2, inativa o cortisol, enquanto a 113-HSD
1, inverte esta reagdo, predominantemente convertendo cortisona em cortisol (MONDER e
LAKSHMI, 1989; MICHAEL et al., 1997).

Em bovinos, a expressdo de ambas enzimas foi detectada nas células da granulosa e
da teca, no entanto, a expressdo da 11 -HSD tipo 1 aumentou nas células da granulosa com
o aumento do didmetro dos foliculos, enquanto a 11 B-HSD tipo 2, permaneceu baixa e
praticamente inalterada (ACOSTA et al., 2005).

Em humanos, a expressdo dessas enzimas ¢ influenciada pelos niveis plasmaticos de
LH, havendo uma maior expressdo de 11 B-HSD tipo 2, nos foliculos antes da elevagdo nos
niveis de LH na circulagdo, havendo na sequéncia, junto com o amadurecimento folicular,
uma maior expressdo de 11 B-HSD tipo 1, resultando em um aumento transitério de
glicocorticoides no fluido folicular (YONG et al., 2000; TETKUSA et al., 1997).

Scarlet et al. (2017), observaram que a expressao génica de 11 B-HSD 1 e 11 B-HSD
2, estava presente nas células da granulosa dos foliculos de equinos, porém diferentemente do
observado nas espécies citadas acima, ndo foi observado alteragdes na expressdo das
isoenzimas com o aumento do tamanho folicular. Os autores sugeriram, que o nivel minimo

ou auséncia das isoenzimas 11 B-hidroxiesterdide desidrogenase (11 B-HSD), dos tipos 1 e 2,
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nos foliculos dominantes em equinos, permite fisiologicamente altos niveis de cortisol no FF
in vivo, sugerindo um papel importante na maturacdo dos ovocitos e provavelmente também
para mediagdo da reacdo inflamatoria na parede folicular precedendo a ovulagdo (HILLIER e
TETSUKA, 1998; ANDERSEN, 2002).

Segundo Hillier e Tetsuka (1998), Andersen (2002) e Acosta et al. (2005), maiores
concentragdes de cortisol nos foliculo pré-ovulatorio, sugerem que o cortisol possa funcionar
para reduzir as reagdes inflamatorias que ocorrem em conexdo com a ovulagcdo, num
mecanismo que modula a reac¢do inflamatdria induzida pelo pico de LH na parede folicular, de
forma independente aos niveis sist€émicos deste glicocorticdide, promovendo cicatrizagdo
rapida da ferida, deixada pela ruptura folicular. Além disso, pode proteger o oviduto da
invasdo por leucocitos, participando também, das complexas interagdes entre os diferentes
tipos de prostaglandina, permitindo a fertilizagdo e desenvolvimento precoce do embrido.

Berghold et al. (2007) observaram o efeito do cortisol sistémico durante o manejo dos
exames ginecoldgicos e inseminagdes de rotina na temporada reprodutiva, através da analise
dos niveis de metabdlitos de cortisol nas fezes de 50 éguas, de 04 categorias distintas. Os
animais foram submetidos a palpag@o retal, exame ultrasonografico e inseminacao artificial.
Na avaliacdo dos resultados foi observado que este manejo atua como um fator estressante,
pois aumentou os niveis de cortisol, principalmente nas éguas que ndo estavam acostumadas
com esse tipo de manejoe naquelas que viajaram e ficaram afastadas dos seus parceiros
“sociais” habituais, ndo acarretando, no entanto, alteragdes negativas na fertilidade. No
entanto, Malschitzky et al. (2015) realizaram um estudo retrospectivo do registro historico
ginecologico de 1206 éguas, durante dez temporadas reprodutivas, com o intuito de avaliar o
efeito das mudangas de manejo, visando observar os efeitos da redugcdo de situagdes
estressantes sobre o desempenho reprodutivo das éguas. Em conclus@o, observaram que as
estratégias de manejo destinadas a reduzir o estresse social podem reduzir as perdas
gestacionais ¢ os ciclos médios por prenhez, melhorando o desempenho reprodutivo em
éguas.

Asa e Ginther (1982) encontraram uma relagcdo negativa do cortisol exdgeno, através
da administragdo de dexametasona, nas fungdes reprodutivas. Os autores observaram em
equinos, que a administracdo de dexametasona (30mg/dia) bloqueou e retardou a ovulagao,
interferindo no crescimento de foliculos acima de 20 mm, reduzindo também as
concentracdes maximas de LH. Kelley et al. (2011), observaram que éguas submetidas a

exercicios fisicos moderados (30 min — 6 dias/sem), apresentavam maiores niveis de cortisol
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quando comparadas ao controle (6,29 ng/dL e 5,62 ng/dL, respectivamente), menores
concentracoes maximas de LH e uma dindmica folicular ovariana alterada.

Nos mamiferos, os corticosteréides em geral desempenham um importante papel na
estimulagdo da sintese de leptina pelo tecido adiposo (GENTRY et al., 2002; CARTMILL et
al., 2003). Em nosso estudo, houve uma correlagdo positiva (» = 0.3928, P =0.0177) entre os
niveis de leptina e cortisol no FF. Tal resultado, corresponde ao encontrado por Cartmill et al.
(2006), os quais observaram que a inje¢do endovenosa de 125, 62.5, 31.2, ¢ 15.6 ug/kg /PV
em éguas elevou significativamente (P<0.01) os niveis plasmaticos de leptina no dia 0 (dia da
administracdo da dexametasona), independente da dose.

Em um estudo in vitro, Kedzierski et al. (2017), verificaram que a incubagéo de tecido
adiposo tratado com dexametasona, em diferentes concentracdes, estimulava a produgdo de
leptina pelos adipocitos, principalmente nos animais jovens. Isso pode ser explicado, segundo
o autor, por uma diminui¢do da sensibilidade dos adipdcitos ao cortisol com o passar dos
anos, da mesma forma como encontrado em humanos (BOSCARO et al., 1998), ou em
animais em treinamento fisico adequado, onde o exercicio continuado resultou em um
downregulation na sintese de receptores de glucocorticdides (BONIFAZI et al., 2009;
FRAGALA et al., 2011).

Em nosso estudo, ndo foram observadas alteracoes nos niveis intrafoliculares de
leptina nos momentos do ciclo estral avaliados, igualmente ao publicado por Lange-Consiglio
et al. (2013), os quais observaram 03 grupos de éguas com diferentes didmetros
foliculares(Grupo: < 10mm, Grupo: 11-20mm, Grupo: 21-30mm, Grupo: > 30 mm) e ao
analisarem a concentragdo de leptina sérica e intrafolicular, verificaram ndo haver diferenga
na concentragdo de leptina sérica e no fluido intrafolicular entre os grupos avaliados.
Concluiram também, assim como Gastal et al. (2010), Sessions-Bresnahan e Carnevale.
(2014) e Session- Bresnahan et al. (2016), que existe uma correlagdo positiva entre os niveis
séricos e intrafoliculares de leptina.

Em mulheres, as concentragdes séricas e do FF de leptina estdo altamente
correlacionadas, servindo de marcador para o sucesso na reproducao assistida, onde mulheres
com altos niveis de leptina intrafolicular, tiveram um grau de sucesso menor na fertilizagdo in
vitro, comparado com aquelas que apresentavam menores concentracdes desse hormdnio
(SPICER et al., 1993).

Poucos sdo os estudos que correlacionam os niveis de leptina intrafolicular ao ciclo
estral, no entanto, quando a leptina sérica ¢ utilizada para tal fim, observam-se resultados

paradoxais entre os autores. Lange-Consiglio et al. (2013), conforme descrito acima, ndo
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encontraram diferenca nos niveis séricos de leptina no decorrer dos periodos do ciclo estral
observados. No entanto, Abdelnaby et al. (2016), perceberam maiores niveis de leptina sérica
em éguas, entre o dia 05 antes da ovulagdo até o dia da ovulagdo (dia 0), sugerindo que essa
elevagdo acompanharia o aumento do fluxo sanguineo no corpo uterino. Dessa forma, ha uma
influéncia da leptina na regulacdo do fluxo sanguineo para o trato reprodutivo da égua.

Em niveis séricos ou foliculares adequados, dentro dos valores fisiologicos para a
espécie, a leptina desempenha um importante papel na regulagdo indireta da foliculogénese
ovariana, através do estimulo de producdo do hormoénio luteinizante ¢ da secrecdo do
hormoénio foliculoestimulante (BUFF et al., 2002), agindo no mecanismo que envolve a
ovulag¢do e luteinizagdo folicular (ABDELNABY et al., 2016), bem como na melhoria da
maturacdo dos ovocitos (LANGE-CONSIGLIO et al., 2009).

Na andlise imunoldgica celular do epitélio glandular no endométrio, se percebe uma
imunomarcagdo mais evidente do receptor de leptina em éguas que apresentavam foliculos até
22 mm (144.52+3.17, P< 0,001), n3o havendo no entanto, diferenca estatistica nas
imunomarcagdes de leptina, apesar de possuir marcagao nos trés momentos avaliados.

Em recente trabalho realizado pela nossa equipe, dados nao publicados, foi observada
a existéncia na espécie eqiiina da marca¢do imunologica de Ob e Ob-Rb no endométrio de
éguas de escore corporal normal versus obesas e a expressdo desses marcadores no ciclo
estral. Foi possivel verificar a presenca de leptina e seu receptor funcional no epitélio
glandular e luminal durante o estro e diestro (8° dia apos a ovulagdo), havendo uma maior
expressdao da marcacdo imunologica de Ob-Rb no epitélio glandular durante o diestro, em
éguas de escore corporal normal.

Em outras espécies como bovinos e suinos, a expressao do receptor de leptina também
foi maior durante a fase Iutea (THORN et al., 2007; MOREIRA et al., 2014), sugerindo que a
alta sensibilidade a leptina no ambiente uterino nesse periodo, pode ocorrer pela influéncia da
leptina na prepara¢dao do ambiente uterino para uma eventual prenhez.

Em humanos, Cervero et al.(2004; 2006), observaram que os receptores de leptina
parecem estar disponiveis o tempo todo no endométrio, mas precisam ser ativados. A
expressao do RNAm do receptor de leptina no endométrio humano ¢ mais intenso no periodo
de implantagdo embrionaria (KITAWAKI et al., 2000; CERVERO e SIMON, 2009), o que
sugere um possivel papel funcional da leptina na ativagdo desse processo, através de sua
ligacdo ao seu receptor funcional (BARTEL et al., 2014).

Alfer et al. (2000), observou em um grupo de mulheres que apresentavam problemas

de infertilidade, que havia uma diminui¢do da expressio de Ob-Rb no endométrio,
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acompanhada de defeito na maturacdo endometrial, apresentando uma adequada concentracao
de hormonios séricos e expressdo normal de receptores de hormonios esterdides no
endométrio, correlacionando assim, a infertilidade a uma redugdo na expressdo dos receptores
funcionais para leptina e atribuindo a este fato, as alteragdes encontradas.

Apesar das amostras utilizadas serem oriundas de éguas que estavam em um ambiente
adverso, imensamente estressante, ndo foi possivel identificar niveis de cortisol no FF que
excedessem os niveis fisiologicos descritos na literatura para a espécie (50ng/ml) (SCARLET
et al., 2017), ndo sendo observado portanto, influéncia desse horménio nos niveis de leptina e
na resposta dos marcadores endometriais avaliados durante o ciclo estral. A utilizacdo de
pecas anatdmicas do aparelho reprodutivo oriundas de frigorifico serviu para facilitar a coleta
de amostras com a finalidade de rastrear marcadores que possam melhorar o

compreendimento da influéncia de diferentes hormdnios na fung¢o reprodutiva.

CONCLUSAO

Nao foi observado influéncia do aumento do cortisol intrafolicular nas varidveis
avaliadas, pois o mesmo manteve-se dentro dos valores fisiologicos para a espécie. No
entanto pode-se verificar uma correlagdo positiva entre os niveis intrafoliculares de cortisol e
leptina, estando o cortisol em maiores niveis nos foliculos pré-ovulatorios. Além disso, que a
marcacdo imunologica do receptor de leptina foi mais intensa nos animais que apresentavam
foliculos até 22 mm, estando correlacionado de forma negativa com os niveis de cortisol no

fluido folicular.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi possivel comprovar a presenga de leptina e seu receptor funcional no
endométrio de equinos, sendo observada marcag@o no epitélio glandular e luminal em todos
os momentos do ciclo estral avaliados. A expressdo do receptor de leptina foi mais intensa
durante o diestro, estando diminuido em éguas obesas. Foi observado ainda, que os equinos
apresentam niveis de cortisol intrafoliculares maiores, a medida que o foliculo se aproxima do
momento da ovulagdo, porém os niveis de cortisol se mantiveram dentro dos valores
fisiologicos, mesmo quando os animais foram submetidos a uma situacdo de estresse fisico.
Nao sendo possivel observar, portanto, a influéncia da elevagao do cortisol no fluido folicular,

nos marcadores endometriais observados.
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