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A EPIGENETICA E O COLAGENIO EM PLACENTAS DE EGUAS JOVENS E VELHAS

Resumo

O desenvolvimento placentario depende grandemente do ambiente intrauterino. Na égua, a
plasticidade da placenta, que ja foi descrita em situacdes fisioldgicas e patoldgicas, influencia
profundamente o desenvolvimento fetal. Em geral, éguas mais velhas produzem poldros mais
pesados e com uma maior deposi¢éo de colagénio, sobretudo no corno gravido da placenta.
Em humanos, a regulagdo epigenética é fundamental para o desenvolvimento e funcao
placentaria, bem como em situacdes de fibrose. O objetivo principal foi avaliar a possivel
relacdo entre a modelacdo da metilacdo de DNA e a deposicao de colagénio na placenta
equina, em funcdo da idade materna. As amostras foram recolhidas de diferentes porgdes da
placenta (corno gravido, ndo gravido e corpo da placenta) de éguas jovens (n=10; 4-6 anos)
e velhas (n=10; 12-18 anos), logo apés o parto, tendo sido examinadas e pesadas. Através
de gRT-PCR, os niveis de transcricdo de mRNA foram quantificados para os genes COL1A1,
COL3A1, DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. A determinag&o quantitativa dos colagénios do tipo
| (COL 1) e lll (COLII) foi realizada pelo método de ELISA. Nas éguas velhas em comparacao
com as éguas jovens, os niveis de mMRNA de COL1A1 e COL3AL foram superiores no corno
gravido e ndo gravido (p<0,05); os niveis de MRNA de DNMT3A e DNMT3B foram inferiores
no corno gravido (p<0,05); niveis de mMRNA de DNMT3A foram inferiores no corno néao gravido
(p<0,05) e os niveis de MRNA de DNMT1 e DNMT3B foram inferiores no corpo da placenta
(p<0,05; p<0,001, respetivamente). Os niveis proteicos de COL | foram menores no corno
gravido (p<0,05) das éguas velhas em relagdo as jovens. Dentro de cada grupo, verificou-se
um aumento significativo dos niveis de mMRNA no corno gravido em relacéo ao nao gravido no
COL1A1, DNMT1, DNMTS3B e nos niveis proteicos, nas éguas jovens, de COL | e COL lll; um
aumento significativo dos niveis de mMRNA no corpo da placenta em compara¢ao com o corno
ndo gravido em ambos grupos, nos DNMT1 e DNMT3B, e nas éguas jovens, no COL1A1; os
niveis de mRNA foram significativamente superiores no corpo da placenta em relacao ao
corno gravido nas éguas jovens, nos COL1A1 e DNMT1, e nas velhas no DNMT3A. Nas éguas
velhas, a transcricdo do gene DNMT3A teve valores superiores no corno ndo gravido em
comparagdo com o gravido (p<0,05). Os niveis proteicos de colagénio ndo foram
concordantes como os niveis de transcritos de mMRNA dos genes respetivos, possivelmente
devido a uma intensa regulacdo pés-transcricional. Nao obstante, com o envelhecimento das
éguas e uma possivel hipometilacdo, devido a uma redugédo dos transcritos de DNMTS,
acompanhado de um aumento dos transcritos no corno gravido e nédo gravido dos genes do
colagénio, podera sugerir uma regulacdo epigenética diferenciada na placenta equina em
funcéo da idade materna. No entanto, mais estudos séo necessarios para melhor interpretar
as particularidades da modelagéo epigenética do colagénio na placenta equina.

Palavras-chave: Epigenética, Metilagcdo do DNA, Colagénio, Placenta equina, Idade materna
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EPIGENETICS AND COLLAGEN IN THE PLACENTA OF YOUNG AND OLDER MARES

Abstract

Placental development mainly depends on the intrauterine environment. In the mare, placenta
plasticity, already described in physiological and pathological conditions, deeply influences
foetal development. In general, older mares produce heavier foals with greater collagen
deposition, especially in the pregnant horn of the placenta. In humans, epigenetic regulation
is fundamental for placental development and function, as well as in fibrosis. The main
objective was to evaluate the possible relationship between DNA methylation modulation and
collagen deposition in the equine placenta, as a function of maternal age. Samples were
collected from different portions of the placenta (gravid horn, non-pregnant horn and placental
body) of young (n=10; 4-6 years) and old (n=10; 12-18 years) mares, soon after parturition and
were examined and weighed. By gRT-PCR, mRNA transcript levels were quantified for
COL1A1, COL3A1, DNMT1, DNMT3A and DNMT3B genes. Quantitative determination of type
| (COL I) and Il (COLIII) collagens was performed by ELISA method. In old mares compared
with young mares, COL1A1 and COL3A1 mRNA levels were higher in the pregnant and
non-pregnant horn (p<0.05); DNMT3A and DNMT3B mRNA levels were lower in the pregnant
horn (p<0.05); DNMT3A mRNA levels were lower in the non-pregnant horn (p<0.05) and
DNMT1 and DNMT3B mRNA levels were lower in the placental body (p<0.05; p<0.001,
respectively). COL | protein levels were lower in the gravid horn of old mares compared to
young ones (p<0.05). Within each group, there was a significant increase in mRNA levels in
the pregnant horn relative to the non-pregnant horn in COL1A1, DNMT1, DNMT3B and in
protein levels of COL | and COL lll, in young mares; a significant increase in mRNA levels in
the placental body compared to the non-pregnant horn in both groups in DNMT1 and DNMT3B,
and in young mares in COL1A1; mRNA levels were significantly higher in the placental body
compared to the pregnant horn in young mares in COL1A1 and DNMT1, and in old mares in
DNMTS3A. In old mares, the DNMT3A gene had higher transcript values in the non-pregnant
horn compared to the pregnant horn (p<0.05). Collagen protein levels were not concordant
with the mRNA transcript levels of the respective genes, possibly due to intense
post-transcriptional regulation. Nevertheless, with the ageing of mares and a possible
hypomethylation, due to a reduction of DNMTs transcripts, accompanied by an increase of
transcripts in the pregnant and non-pregnant horn of collagen genes, may suggest a
differentiated epigenetic regulation in the equine placenta, as a function of maternal age.
However, further studies are needed to better interpret the particularities of epigenetic

modelling of collagen in the equine placenta.

Keywords: Epigenetics, DNA methylation, Collagen, Equine placenta, Maternal age
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gRT-PCR — PCR em tempo real

RASAL1 — RAS protein activator like 1

RMG — Reconhecimento Materno da Gestacao
RNA — Ribonucleic acid

ROS — Reactive Oxygen Species

RPL32 — Proteina ribossdmica L32

RTL1 — Retrotransposon like 1

SAM - S-anedosilmetionina

SCUE - Servigo de Cirurgia e Urgéncia de Equinos
Sppl — Secreted Phosphoprotein 1

TET — Ten-Eleven Translocation

TGF-B — Transforming Growth Factor type 8

Th-1 — Linfécitos t-helper tipo 1
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TNFa — Tumor Necrosis Factor Alpha
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a-SMA — Alpha Smooth Muscle Actin

B2M — Beta-2-microglobulina

Mg — micrograma

ML —microlitro
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| — Enquadramento da Dissertacao

1. Relatorio de estagio
1.1. Estégio curricular

O estagio curricular decorreu no Laboratério de Fisiologia do Departamento de
Morfologia e Fungéo e no Laboratério do Centro de Investigacao Interdisciplinar de Sanidade
Animal (CIISA) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa e no Centre
de Reproduction Equine Haras de la Gesse, Toulouse, Franga. Ambos os estagios ocorreram
entre 10 de janeiro e 29 de julho de 2022, com uma duracao total de 900 horas.

Esta dissertacdo foi financiada pela Fundagéo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT)
através da bolsa UIDB/0027/2020 (CIISA) com o objetivo de avaliar a possivel relacdo entre
a epigenética, nomeadamente, atraves da quantificacdo de DNA metiltransferases (DNMTSs),
e a distribuicdo das fibras de colagénio na placenta equina, em éguas de grupos etarios
distintos.

No laboratério de Fisiologia do Departamento de Morfologia e Funcdo tive a
oportunidade de aprender ndo s6 as técnicas laboratoriais, mas também avaliar resultados e
retirar conclusdes que acabaram por influenciar o meu protocolo de recolha de amostras em
Franca. A familiarizagdo com a prética laboratorial de 10 de janeiro a 28 de fevereiro de 2022
permitiu desenvolver um protocolo de recolha e processamento de amostras mais adequado
aos objetivos do estudo. Apds o estagio no Haras de la Gesse, regressei ao laboratério e
conclui a analise das amostras, durante o periodo de 28 de maio a 30 de novembro de 2022.
As atividades laboratoriais permitiram-me realizar técnicas de biologia molecular, como a
extracdo de RNA, sintese de cDNA, quantificacdo de mRNA por PCR em tempo real
(gRT-PCR) e quantificagdo dos colagénios dos tipos | e lll, pelo método de enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA).

Entre 28 de fevereiro e 28 de maio de 2022, estive no Haras de la Gesse onde
desenvolvi a prética clinica focada na reproducéo e obstetricia equina. Ao longo dos 3 meses
pude aplicar os conhecimentos teéricos de uma forma pratica e adaptada a realidade do
centro de reproducdo. As atividades realizadas neste estagio passaram pelas principais areas
da reproducao equina, desde o garanhdo, até a égua e ao poldro. Os procedimentos incluiram
a colheita e avaliacdo de sémen, processamento de sémen refrigerado, congelacdo de
sémen, as andlises microbioldgicas obrigatérias para a exportacdo de sémen congelado,
inseminacéo artificial, transferéncia de embrides, diagnostico de gestagéo, gestdo de éguas

problema e 0 acompanhamento dos partos e dos neonatos, sobretudo nas primeiras 24 horas.



1.2. Estagios extracurriculares

Os estagios extracurriculares tiveram como objetivo abordar as restantes areas da
medicina equina. O primeiro estagio teve lugar no Servico de Cirurgia e Urgéncia de Equinos
(SCUE) na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. Neste estagio com
uma duracao de 5 semanas, sob a orientacao do Professor Doutor Luis Lamas, Dr. Gongalo
Silva, Dra. Mariana Magalhdes e Dra. Teresa Rosa, foi possivel desenvolver competéncias
sobretudo na area da ecografia abdominal e toracica, tendo-se promovido a discussédo de
casos em conjunto com a bibliografia existente, entre outras. Algumas das praticas mais
recorrentes foram a preparacdo pré-cirirgica dos pacientes, monitorizacdo da anestesia,
ajudante de cirurgido, monitorizagdo poés-cirurgica, gastroscopia, endoscopia das vias areas
superiores, radiologia, ecografia, exame oftalmolégico, exame e ferragcéo ortopédica. Atraves
dos turnos noturnos foi possivel acompanhar constantemente a evolugao dos casos, bem
como a adaptacdo do plano terapéutico consoante o caso.

De seguida, visitei o0 Moore Equine Hospital em Calgary, Canada. A Moore Equine é
hospital de referéncia na provincia com mais equinos do Canada, tendo uma casuistica
consideravel e uma equipa de cerca de 20 médicos veterinarios. Ao longo de duas semanas,
pude auxiliar na recec¢é@o de emergéncias clinicas, no acompanhamento dos casos clinicos e
participar no journal club mensal. Entre outras atividades foi possivel também auxiliar os
médicos veterinarios nos servigos de ambulatério, principalmente para exames ortopédicos e
exames pré-compra. A minha experiéncia no Canada permitiu-me também assistir a equinos
com doencas infeciosas, que ndo sdo uma realidade comum na Europa, tais como a
mieloencefalite protozoéria equina. As principais atividades incluiram maioritariamente
exames ortopédicos e em ato de compra, cirurgia ortopédica e de tecidos moles.

O terceiro e Ultimo estagio extracurricular decorreu no Liphook Equine Hospital,
Liphook, Reino Unido. Neste estagio de 4 semanas, foquei-me na area da cirurgia, mais
concretamente, como ajudante de cirurgido. Por conseguinte, foi possivel assistir a diversas
cirurgias, tais como artroscopias, cirurgias abdominais, remocdo de melanomas com laser,
laparoscopias e cirurgia em estacao. Este estagio permitiu-me entrar na rotina da cirurgia,
comecando pela preparacao e pré-medicacao dos pacientes, preparacao do material cirtrgico
a utilizar, observacao das diferentes técnicas cirurgicas e do funcionamento de toda a equipa.
O Liphook Equine Hospital conta com 7 cirurgides e desse modo foi-me possivel trabalhar
com diferentes profissionais, o0 que me permitiu observar diferentes abordagens aos mesmos

problemas.



2. Introducéao

A deposicdo de colagénio no endométrio e no oviduto da égua predispbe para a
infertilidade, sobretudo com o envelhecimento (Hoffmann et al. 2009; Pinto-Bravo et al. 2018).
Paralelamente, a placenta demonstra também um aumento da vasculariza¢do e da deposicao
de colagénio, mais marcado no corno gravido, em éguas velhas (Neto da Silva et al. 2022). A
regulacdo epigenética, especificamente a metilacdo do DNA, é fundamental para o
desenvolvimento e funcao placentaria em humanos (Apicella et al. 2019) e em situacdes de
fibrose possui também um papel ativo comprovado em vérios tecidos (O’Reilly 2016), inclusive
no endométrio da égua. Na endometrose foi observado que os padrées de metilagdo estavam
alterados em genes essenciais para a progressao desta patologia (Alpoim-Moreira et al.
2022). Posto isto, este estudo pretende compreender a possivel relacao entre a modelagéo
epigenética e a deposi¢cao de colagénio na placenta equina, em funcdo da idade materna. De
acordo com as fontes bibliogréaficas de que dispomos este é o primeiro estudo a aprofundar a
expressao génica das principais metilases do DNA na placenta equina e a relaciona-la com a
deposicéo de colagénio.

A gestacao equina tem uma duragéo de cerca 320-360 dias, sendo em média de 340
dias (Rossdale e Silver 1982). A sua duragéo é influenciada por diversos fatores como a raga,
a localizacdo geogréfica, o género do poldro e a estagcdo do ano em que ocorre 0 parto
(Clothier et al. 2017). As primeiras observagdes sobre a placenta equina datam desde 1598
em Anatomia del Cavallo por Carlo Ruini. Na mesma época, Girolamu Fabrici no De Formato
Foetu descreve pela primeira vez os microcotilédones. Os equinos possuem duas
placentacdes, na placentagdo definitiva a circulacdo sanguinea fetal comunica estreitamente,
através do microcotilédone, com a circulagcdo materna, através da microcartncula, sem nunca
entrar em contacto diretamente. A esta interface fetomaterna recaem func¢des nutritivas,
enddcrinas, de defesa e eliminacdo de detritos, sendo um 6rgédo ativo e central para a
manutencédo da gestacao até ao seu termo (Morresey 2011).

A deposicdo de fibras de colagénio no endométrio, a endometrose, € uma das
principais causas de infertiidade em éguas, especialmente éguas a partir dos 12 anos
(Pycock 2009). Esta acumulacao excessiva de colagénio ira levar a uma degenerescéncia
glandular e consequentemente a uma alteracédo de funcdo, com diminuicdo de producédo de
histotrofo, crucial para o suporte nutricional do feto nas primeiras 4 semanas
(Katila e Ferreira-Dias 2022). O envelhecimento tem sido relacionado com a gravidade da
endometrose, mesmo em éguas nuliparas, que nunca ficaram gestantes, e sem qualquer
historial de patologia reprodutiva (Ricketts e Alonso 1991). Nao obstante, a diminuicdo da
fertilidade ndo é linear com o aumento da idade da égua, existindo uma grande discrepancia
na idade em que a queda da mesma é significativa, em fungéo da raca, do animal e da prépria

gestao reprodutiva por parte dos criadores (Derisoud et al. 2021).
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A epigenética regula multiplos processos bioldgicos, como a diferenciacdo celular
(Laskey e Gurdon 1970), a inativacdo do cromossoma X, o envelhecimento e o
desenvolvimento embriondrio e placentario. Em humanos, os padrdes de metilacdo ja foram
observados em placentas demonstrando intervir nos processos ja mencionados, mas também
no peso a hascenga, nhas patologias placentdrias e nas doencas em adultos
(Apicella et al. 2019; Tekola-Ayele et al. 2020). A modelacdo epigenética é um processo
dindmico que néo so se altera com o desenvolvimento e em varias patologias, mas também
com o envelhecimento (Jung e Pfeifer 2015). A fibrose ao nivel epigenético demonstra uma
alteracdo dos padrdes de metilacdo do DNA podendo resultar tanto numa ativagao génica dos
genes pro-fibréticos (Komatsu et al. 2012), como numa diminuicdo da expressao de genes
anti-fibréticos. Deste modo, poderd promover indiretamente a fibrogénese, como
demonstrado no endométrio da égua (Alpoim-Moreira et al. 2022).

O desenvolvimento placentario esté relacionado com o ambiente uterino onde ocorre,
sendo que a placenta equina possui capacidades de adaptacéo tanto em situacdes onde a
area uterina é inferior (Allen et al. 2002), como em casos de endometrose (Wilsher et al. 2021).
A adaptacdo nem sempre € possivel, podendo levar a um desenvolvimento intrauterino
deficiente, com reducéo do peso do poldro e até mesmo morte fetal (Bracher et al. 1996). Os
principais fatores maternos que influenciam a gestacéo séo a dimensdo, a idade e a paridade
materna. Na generalidade, existe uma relacdo positiva entre estes fatores e a area
microcotiledonéaria e 0 aumento do peso do poldro & nascenca. Uma das teorias justifica este
fendmeno pela falta de elasticidade do Utero de éguas primiparas que precisa de ser
capacitado para atingir a sua eficiéncia reprodutiva maxima (Wilsher e Allen 2003; Meirelles
et al. 2017).

3. Objetivos

O objetivo principal desta dissertacao foi avaliar a possivel relacao entre a modelacéo
da metilacdo de DNA e a deposicdo de colagénio na placenta equina, em funcéo da idade
materna. Este estudo inovador segue-se ao trabalho publicado por Neto da Silva et al. (2022),
mas agora com um foco especifico na regulacédo epigenética da deposicéo de colagénio em
placentas equinas. Os objetivos especificos deste projeto foram os seguintes:

1) Examinar as membranas fetais post-partum, registando o seu peso, bem como o do

poldro e da égua 24h apds o parto;

2) Quantificar os niveis de mRNA de colagénio do tipo | (COL1A1), do tipo Il

(COL3A1), de DNA metiltransferase 1 (DNMT1), 3A (DNMT3A) e 3B (DNMT3B) no

corno gravido, ndo-gravido e no corpo da placenta equina;

3) Determinar quantitativamente o colagénio do tipo | (COL I) e do tipo Il (COL IIl) por

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) em diferentes por¢des da placenta.



Il — Revisao Bibliografica
1. A placenta equina

A placenta € um 6rgdo transitério e complexo, com origem em tecidos fetais e
maternos. A sua complexidade advém das multiplas fungcbes que desempenha, sendo a sua
funcgéo central a sintese e a transferéncia de nutrientes. Nao obstante, para a manutencéo da
gestacdo € essencial considerar ainda a sua importancia como barreira fisica e imunologica,
orgao enddcrino temporario e responsavel pela eliminagdo de detritos (Morresey 2011).

A placenta equina classifica-se como epitéliocorial, microcotiledonéria, difusa e
ndo-decidua (Amoroso 1952). O tipo epitéliocorial consiste na aposi¢cao do epitélio uterino
com o epitélio corionico, deste modo a circulagdo materna e fetal mantém-se separadas, por
seis camadas de tecido, ao longo de toda a gestacdo (Enders e Blankenship 1999).
Microcotiledonaria, pois as trocas hemotréficas ocorrem através dos microplacentomas que
incluem o microcotilédone fetal e a microcarincula materna. A classificagdo de difusa é em
virtude de existir um extenso envolvimento da corioalantoide por toda a superficie uterina.
N&o-decidua, pois a expulsédo placentaria ndo provoca destruigdo do tecido endometrial visto
gue a desagregacdo do microplacentoma n&o compromete a mucosa uterina
(Morresey 2011).

1.1. Embriologia e desenvolvimento
1.1.1. Desenvolvimento embrionério inicial

O embrido equino demora, aproximadamente, 6,0-6,5 dias a chegar ao Utero, no final
do estadio de mérula ou no inicio do estadio de blastocisto (Battut et al. 1997). Em seguida,
inicia a sua movimentag&o ao longo do limen uterino estimulada pelo proprio embrido que,
através da libertacdo pulsatil de prostaglandina Fz (PGF2q), responsavel pela contracdo do
musculo liso, e de prostaglandina E; (PGE>), que causa relaxamento do musculo liso, induz
contracdes peristalticas no miomeétrio até aos dias 16-17, quando ocorre a fixa¢do na base de
um dos cornos uterinos (Stout e Allen 2001). Um aspeto essencial para um correto movimento
intrauterino da vesicula embrionéria € a manutencdo da sua forma esférica pela cipsula
blastocistica. Ap0Os a sua entrada no Utero, nas primeiras 12 horas, as células trofoblasticas
secretam uma membrana proteinacea, a capsula, que envolve completamente o embrido até
por volta dos dias 20-25 quando comeca a fragmentar-se (Oriol 1994).

O reconhecimento materno da gestacdo (RMG) na égua € um mecanismo que ainda
nao foi completamente compreendido, ndo obstante, existe a no¢cdo que este ocorre apés o
dia 10 e termina por volta do dia 16 (Swegen 2021). O RMG centra-se na supressao da
producdo de PGF2 pelo endométrio, inibindo a lutedlise que normalmente se daria no final do
diestro e permitindo a manutencdo de um ambiente com reduzidos fatores inflamatdrios

(Sharp et al. 1984). A forma como o embrido sinaliza a sua presenca sugere que seja o
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resultado de um conjunto de estimulos, sendo os mais descritos os estimulos mecéanico e
guimico. A mobilidade do embrido, estimulo mecanico, parece ter como funcao, entre outras,
difundir a sinalizacdo por todo o endométrio (Mcdowell et al. 1988). No entanto, a sua
importancia é inconsistente ao longo dos estudos, mostrando que nem sempre € necessaria
quer in vivo (Wilsher et al. 2010) ou in vitro (Sharp et al. 1984), para ocorrer a inibicdo da
PGF2 secretada pelo endométrio. O estimulo quimico foi observado em estudos in vitro com
embrides de 13 e 14 dias, onde concluiram que o possivel fator secretado pelo embrido teria
entre 1-10 kDa e que n&o seria de natureza proteica (Sharp et al. 1989; Ababneh et al. 2000).

1.1.2. Placentagao coriovitelina

A placenta coriovitelina assegura as trocas necessérias entre o embrido e o
endométrio durante as primeiras 3-4 semanas (Latshaw 1987), até ao desenvolvimento
definitivo da placenta alantocoriénica. Durante este periodo as necessidades nutricionais do
embrido sdo garantidas apenas através do histotrofo secretado pelas glandulas endometriais
(Allen e Wilsher 2009). A endoderme embrionaria comecga a expandir-se no interior do
trofoblasto até por volta do dia 8, quando se agrega completamente e forma o saco vitelino
(Enders et al. 1993). Cerca do dia 12, a mesoderme inicia o seu desenvolvimento a partir do
disco embrionario, entre a trofoectoderme e a endoderme do saco vitelino. A sua fungéo
centra-se na vascularizacdo vitelina e na produgcdo das primeiras células sanguineas,
nomeadamente, eritrécitos, macrofagos e megacariocitos (Ginther 1998). Apesar da extensa
vascularizagéo, o saco vitelino ndo consegue suportar o rapido crescimento embrionério e é
gradualmente substituido pelo alantocérion a partir, aproximadamente, do dia 25 (Vilaregut et
al. 2021).

1.1.3. As tacas endometriais e a placentacao alantocoriénica

A alantoide surge a partir de uma por¢ao caudal do intestino embrionario cerca dos
dias 20-21. Aproximadamente no dia 25, inicia a formacdo da placenta alantocorionica,
através da fusdo com a superficie corionica (Van Niekerk e Allen 1975). Previamente a
conclusdo da segunda placentacdo ocorre o desenvolvimento da goteira coridnica e a
formagé&o das tacas endometriais. Por volta do dia 25, observa-se um aumento da espessura
da vesicula embrionaria somente entre a jun¢éo do saco alantoico e do saco vitelino, que esta
em regressao. Este aumento de espessura em anel, a goteira corionica, deve-se ao aumento
da multiplicacdo das células trofoblasticas nesta regido (Allen et al. 1973). De seguida, entre
os dias 36 e 38, a estrutura separa-se das membranas fetais e vai aderir ao endométrio
justaposto, onde as células trofoblasticas binucleadas invadem o endométrio e formam as
tacas endometriais (Wooding et al. 2001). Estas estruturas estdo dispostas em circulo em

torno da vesicula embriondria, inseridas na base do corno gravido. A sua funcao consiste na



producdo da Equine chorionic gonadotropin (eCG) que, através do seu efeito luteinizante e
estimulador da formacgéo de corpos lateos secundarios, mantém os niveis de progesterona
necessarios para a manutencao da gestacdo. As tacas endometriais persistem por 60 a 80
dias, sendo que séo destruidas pelos leucécitos maternos por volta do dia 120 de gestacdo
(Allen 1982).

A partir do dia 40, as microvilosidades constituidas por células trofoblasticas
ndo-invasivas iniciam a sua interdigitacdo com a superficie endometrial. Este processo de
interdigitacdo continua a desenvolver-se em paralelo com o crescimento do feto até ocupar
todo o limen uterino, entre os dias 80-85. As microvilosidades desenvolvem mudltiplas
ramificacdes para aumentar a area de contacto na interface feto-materna, constituindo o
microcotilédone. Entre os microcotilédones, o trofoblasto restante é especializado na
absorcdo do  histotrofo, superficie coribnica que €& designada por “areolae”
(Samuel et al. 1975; 1976). Desta forma, o feto passa a usufruir de duas formas de interagédo

com a égua, hemotrofica e histotrofica, até ao termo da gestagdo (Wilsher e Allen 2011).

1.2. Estruturas vasculares

Ao longo da gestacdo, ocorrem alteragbes significativas na vascularizagdo dos
microcotilédones. Ocorre um aumento progressivo da atividade pinocitética durante os
primeiros 200 dias, permitindo uma maior captacao de nutrientes e oxigénio com o avanc¢o da
gestacdo. Na face materna da placenta, a principal adaptacao € a reducao da espessura do
epitélio uterino, a qual por volta do dia 300 esta reduzida trés vezes, em relagdo a espessura
inicial (Samuel et al. 1976). A morfologia dos microplacentomas néo esta sé dependente da
fase da gestacdo, mas também da idade e estado higido da égua. Em éguas primiparas, a
densidade de microplacentomas é inferior em relacdo a éguas multiparas. Nas éguas de idade
mais avangada e com endometrose, verifica-se uma densidade ainda mais reduzida (Abd-
Elnaeim et al. 2006).

O padréo de vascularizacdo também pode variar, estando descritos trés padroes
principais segundo Whitehead et al. (2005), considerando que o tipo | é observado em cerca
de 70% dos casos, seguido do tipo Il com cerca 20% e do tipo Il com cerca 3%. No tipo |, a
implantacdo ocorre entre os dois cornos uterinos e no tipo I, no corno ndo gravido. O tipo Il
esta associado a corddes umbilicais de maior comprimento. Os corddes umbilicais longos
(>85cm) predispdem a torsdes umbilicais, acrescendo o risco para mortes fetais e abortos. Os

padrbes vasculares estdo representados ho Anexo 2.



1.3. Ainfluéncia dos fatores maternos no desenvolvimento placentario

Os fatores maternos, como a dimensao corporal, a idade e a paridade, influenciam
significativamente o desenvolvimento intrauterino. Entre 2002 e 2004, Allen et al. estudaram
os efeitos da dimenséo uterina em transferéncias de embrides entre cavalos da raga Puro
Sangue Inglés e poneis. As transferéncias de embrides de pbénei para éguas recetoras
resultaram em poldros de maior peso, com placentas mais pesadas e de maior area
microscopica microcotilédonaria, em comparagdo com 0s parametros normais em poneis. Em
contrapartida, os embrides de cavalos em recetoras poneis, resultaram em poldros e
placentas de menor peso, porém com uma maior densidade de &rea microscopica
microcotilédonéria, comparado com o cruzamento normal entre poéneis. Este estudo, em
consonancia com o trabalho pioneiro de Walton e Hammond (1938), ao cruzar poneis
Shetland com cavalos Shire, e mais recentemente com Tischner (2000) e Peugnet et al.
(2014), concluiu que parece existir um controlo do desenvolvimento placentario, quer por parte
do feto de forma a crescer, quer por parte da mae de forma a controlar esse crescimento, em
fungéo da &rea uterina disponivel e da sua capacidade em manter a gestacao.

A fertilidade da égua diminui com o0 aumento da idade, de tal forma que as éguas sao
mais férteis entre 0s 4 e 0s 6 anos e a partir dos 25-26 anos possuem uma fertilidade quase
nula (Langlois e Blouin 2004). Acresce que a diminuicdo da fertilidade ndo é linear com o
aumento da idade da égua, existindo uma grande discrepancia na idade em que a queda da
mesma é significativa, em funcdo da raga, do animal e da propria gestéo reprodutiva por parte
dos criadores (Derisoud et al. 2021). Se o Unico critério a considerar para a gestdo da égua
reprodutora fosse a fertilidade, a idade 6tima para reformar estas éguas estaria a volta dos 10
anos (Palmer e Chavatte-Palmer 2020). No desenvolvimento placentario, verificamos que
éguas com mais de 8 anos apresentam um maior namero total de microcotilédones e de vasos
alantoicos e uma maior espessura dos microcotilédones na regido do corpo uterino
(Meirelles et al. 2017).

A paridade define-se como o nimero de gestacdes que chegaram a termo durante a
vida de uma égua. Os efeitos na eficiéncia reprodutiva ndo estdo bem esclarecidos, mas no
estudo de Squires et al. (2006) verificou-se que as nuliparas com mais de 7 anos tiveram uma
taxa de gestacao inferior quando inseminadas com sémen congelado. Ao nivel da placenta,
as éguas jovens multiparas produzem placentas com uma area microcotiledonéria maior que
as éguas velhas multiparas. As éguas primiparas demonstraram também possuir placentas
com menor superficie microcotiledonéria comparando com as éguas multiparas. Uma possivel
explicacdo para este fendmeno é a falta de elasticidade do Utero de éguas primiparas que
precisa de ser capacitado, para atingir a sua eficiéncia reprodutiva méaxima
(Wilsher e Allen 2003; Meirelles et al. 2017).



1.4. Exame post-partum das membranas fetais

As membranas fetais devem ser avaliadas logo apds o parto e a subsequente expulsao
da porcao fetal da placenta. As estruturas de interesse devem ser protegidas da excessiva
contaminagéo por areia, fenos, fezes e outros detritos. O exame detalhado é especialmente
importante quando ocorrem abortos, nados-mortos, fetos de reduzidas dimensbes para o
tempo de gestacdo ou poldros fracos (Schlafer 2011). Nao obstante, a avaliacdo destas
estruturas ndo se deve limitar aos casos supramencionados, mas sim incluir-se no exame de
rotina post-partum da égua e do poldro (Chenier 2011).

Antes do exame post-partum, as membranas fetais devem ser pesadas. O peso normal
€ aproximadamente 11% do peso do poldro. O seu peso ligeiramente inferior (<4,5 Kg)
sugere que area de superficie € inferior ao normal, dando, por conseguinte, um aporte
nutricional insuficiente. O peso superior a 6,2 kg pode estar associado a processos infeciosos
e edema (Volkmann 2005; Chenier 2011).

A confirmacao da integridade da placenta é uma das principais prioridades, uma vez
que mesmo um fragmento de corioalantoide retido no Utero materno possui efeitos tao letais
como a retencéo da totalidade da placenta. Os efeitos incluem metrite, endotoxémia, laminite
e prolapso uterino (Chenier 2011; Pozor 2016). De modo a averiguar a integridade placentaria,
primeiro é necessario lavar toda a superficie do 6rgao com agua fria a uma pressdo moderada.
Em segundo lugar, é necessario identificar o corddo umbilical e dispor as membranas num
padrdo em “F”, colocando os dois cornos perpendiculares ao corpo uterino (Figura 1). A
integridade, geralmente esta comprometida nas extremidades dos cornos uterinos, sendo o

corno nao gravido o que esta mais frequentemente em falta (Pozor 2016).
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Figura 1. Corioalantoide equina disposta em F (original)
Face alantoideia (l); face corionica (Il), corno gravido (A), base do corno gravido (a); corpo uterino (B); corno nao
gravido (C); base do corno néo gravido (c); estrela cervical (D); corddo umbilical (E); &mnios (F).



A avaliacdo das duas faces, a alantoica e a coridnica, deve ser feita com o mesmo
detalhe ap6s a verificacdo da presenca das membranas fetais na sua totalidade.
Normalmente, a placenta apresenta-se invertida, com a face alantoideia exteriorizada, exceto
quando ocorre um deslocamento prematuro da placenta e nesse caso é a face coridnica a
que esta visivel (Schlafer 2011). A face alantoideia deve ser suave e transparente
(Figura 1-1), podendo haver acumulacéo de fluido no estroma formando vesiculas alantoicas,
sem significado clinico. A face corionica deve ser avermelhada e de superficie aveludada
(Figura 1-I1). Uma correta analise da face coridnica implica um conhecimento prévio das areas
sem vilosidades para que ndo sejam confundidas com nenhuma patologia. As &reas de
degenerescéncia placentaria observam-se em outras zonas sem vilosidades que né&o
possuem significado clinico, causadas por uma pressao crénica dos cascos fetais contra a
placenta no dltimo trimestre da gestacdo (Pozor 2016). A superficie coribnica constitui um
reflexo do endométrio materno, pelo que fornece informacao relevante sobre a saude uterina
e a possibilidade de a égua suportar uma nova gestacao (Volkmann 2005).

A estrela cervical (Figura 1-D) é a regido mais afetada por infe¢bes, sobretudo
ascendentes devido a sua proximidade com o cérvix, que podem causar um espessamento,
fibrose e necrose da area da mesma, sendo das regides mais importantes para a recolha de
amostras (Schlafer 2004). As placentites representam cerca de 10% dos casos submetidos
para diagnéstico laboratorial, sendo os problemas associados ao corddo umbilical a causa
mais frequente de aborto, em aproximadamente 40% dos casos (Smith et al. 2003).

O cordéo umbilical (Figura 1-E) nos equinos tem um comprimento médio de 55 cm,
em cavalos Puro-Sangue Inglés. Esta estrutura deve ser medida pois alteragbes no
comprimento, como serem excessivamente longos (>85cm), podem estar associadas a
insuficiéncia placentéria e alteracdes degenerativas nos microcotilédones (Schlafer 2004). A
avaliagcdo do corddo umbilical deve distinguir a tor¢do do normal entrelacar dos vasos
umbilicais. Uma torcao ligeira pode ndo apresentar efeitos prejudiciais, mas a partir de um
certo grau podera comprometer a circulacao fetal com morte fetal ou resultar em insuficiéncia
placentaria crénica. O amnios néo esta aderente a corioalantoide, favorecendo a torsao dos
vasos umbilicais. Deve-se apresentar como uma membrana fina e branca. Ao ser estendido,

as duas faces amnidticas devem ser observadas (Volkmann 2005).
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2. Epigenética

A epigenética abrange todas as alteracdes da expressdo génica, sem alterar a
sequéncia de Deoxyribonucleic Acid, DNA (O’Reilly 2016). A sua definicdo sofreu multiplas
alteracdes desde Conrad Waddinton (1942), que considerava a epigenética como o conjunto
de processos complexos que estdo entre o gendtipo e a sua expressdo no fendtipo.
Atualmente, a epigenética, para além de ter um papel comprovado na diferenciacao celular
(Laskey e Gurdon 1970), possui também uma componente de heritabilidade, na medida em
gue estes mecanismos podem passar para a geracdo seguinte (Tollefsbol 2014). Segundo
Bird (2007) a epigenética define-se como as adaptacgdes estruturais de regides cromossomais
para registar, sinalizar ou perpetuar estados de atividade alterados, considerando para além
dos genes, o papel dos cromossomas. Os principais mecanismos epigenéticos incluem a
metilacdo de DNA, as modificagdes em histonas e os ribonucleic acids (RNA) ndo codificaveis
(O’Reilly 2016). A metilacdo do DNA é o mecanismo mais compreendido entre os restantes e

0 que sera objeto de estudo nesta dissertagédo.

2.1. Metilacdo do DNA

O DNA pode ser covalentemente alterado pela metilagdo da citosina, que consiste na
transferéncia de um grupo metil da S-anedosilmetionina (SAM) para o quinto carbono do anel
da citosina (5-metilcitosina (5mC)). Em mamiferos, a metilacdo ocorre maioritariamente, entre
60-80%, em dinucledtidos de citosina e guanina (5’-C-phosphate-G-3’ (CpG)). A metilacao é
crucial para o desenvolvimento dos mamiferos em multiplos processos biolégicos, tais como
a regulacdo da expressdo génica, a inativacdo de transposdes, 0 imprinting genémico e a
inativacdo do cromossoma X (Smith e Meissner 2013). O padrao de 5mCs néo esté distribuido
de forma aleatéria ao longo do genoma. As zonas hipermetiladas, em geral, encontram-se
nos exdes e em sequéncias de DNA repetitivas. As zonas hipometiladas, normalmente, sdo
observadas nas regifes promotoras dos genes, mais precisamente em CpG islands (CGIs),
regides de CpG com 1-2 kilobases (Kb). Uma das excec¢Bes nestas regibes promotoras
verifica-se na inativagdo do cromossoma X em fémeas, onde estas CGls estdo
hipermetiladas. Em geral, quanto mais metilada for uma regido reguladora do gene, mais
reduzida seré a atividade desse gene (Jones 2012). Outra excecao verifica-se no cancro onde
ocorre uma hipermetilacdo local, inativando genes supressores de tumores
(Veland e Chen 2017).

A metilagdo do DNA possui trés fases: o estabelecimento, a manutencdo e a
desmetilacéo. As primeiras duas fases sao catalizadas pelas DNA metiltransferases (DNMTS).
Existem trés DNMTs principais: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. A DNMT1 é responséavel pela
manutencdo da metilagdo que ocorre entre cada ciclo celular, onde o DNA é replicado e

origina uma nova hélice de DNA ndo metilada. Os dinucle6tidos CpG hemimetilados séo as
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regides preferenciais onde esta enzima atua, ndo obstante ter também atividade em
substratos ndo metilados (Pradhan et al. 1999). A DNMT1 é especialmente importante na
diferenciacao celular e na manutencdo dessa diferenciacdo. Um estudo de Liao et al. (2015)
demonstrou que as células estaminais humanas apenas necessitavam para sobreviver, de
entre as trés enzimas, da DNMT1. A proteina Ubiquitin like with PHD and Ring Finger Domains
1 (UHRF1) é também essencial para a manutencao da metilacdo, na medida em que a sua
deficiéncia provoca morte embrionaria e hipometilagdo global do genoma. Em adicdo, esta
proteina parece ter um papel critico em direcionar a DNMT1 para os locais com CpGs
hemimetilados (Bostick et al. 2007). As DNMT3A e 3B tém maior atividade na metilagao de
novo, onde sao inseridos novos 5mCs em locais do genoma que néo estavam metilados
previamente. Ambas as enzimas sdo intensamente expressas no desenvolvimento
embrionario inicial e em células germinativas, em oposi¢do, a sua expressao é bastante
reduzida em células somaticas e apos a diferenciacdo das células estaminais embrionarias
(Okano et al. 1998) (Figura 2 — (A)).

A desmetilacéo pode ser passiva ou ativa. A desmetilacédo passiva ocorre quando nao
existe uma suficiente manutencdo da metilacdo, pela DNMT1 e a UHFR1, no momento da
replicacdo do DNA. A desmetilagéo ativa € mediada por enzimas Ten-Eleven Translocation
(TET), que oxidam o 5mC nos produtos 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) e
5-carboxilcitosina (5caC). Todos os produtos promovem a desmetilagdo durante a replicacédo
(Zhao e Chen 2013) (Figura 2 — (B)).

(A) (B) pmmmmm————— N
! Desmetilagdao K
DNA nao metilado mm \___atva
N i DNA metilado 200 > DNA desmetilado
I Metilagdo | l ® Joo 3
1 denovo !
Snmmnenes 4 Replicacio do DNA l
DNA metilado WJ—?—IL
DNA hemimetilado ettt " Desmetilagdo \
Replicacdao do DNA 3 3 3 3 ' passiva "
Replicagéo do DNA /\ __________
DNA hemimetilado _6—?%
I Metilagdo de | LYY LYY al
! manutengdo

DNA metilado _?_?J_Lm

Figura 2. Resumo dos mecanismos de metilagcdo (A) e desmetilacdo (B) de DNA.
Adaptado de Veland e Chen (2017).
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2.2. O efeito do envelhecimento na metilacdo do DNA

Os padrdes de metilacdo ndo séo estéticos e alteram-se com a idade de uma forma
complexa. Existe um consenso de que as modificacdes epigenéticas direcionadas afetam o
envelhecimento e o tempo de vida (Huidobro et al. 2013). De facto, apenas 20-30% do tempo
de vida humano é atribuido a fatores genéticos, o que implica que a maior parte da variacdo
seja devido a fatores ndo genéticos (Zampieri et al. 2015).

Em geral, os niveis totais de 5mCs tendem a diminuir com o envelhecimento na maioria
dos tecidos em vertebrados. A desmetilacdo j& foi descrita em salmdes, ratos, vacas e
humanos, e em varios tecidos, tais como o cérebro, figado, mucosa do intestino delgado, baco
e coracdo. Em contraste, nos pulmdes de ratos o DNA ndo desmetila como um todo e em rins
da mesma espécie os niveis totais de 5mCs aumentam com a idade (Richardson 2003). Em
sintese, as alteracbes de metilacdo de DNA relacionadas com a idade podem ser divididas
em hipometilagdo global e hipermetilacdo local, sobretudo nas regides promotoras
(Jung e Pfeifer 2015).

As doengas relacionadas com o envelhecimento sdo uma vasta area de investigacao,
onde a metilacdo de DNA ja tem um papel fundamental. O cancro é a doenca com mais
impacto neste grupo, sendo que um dos preditores de tumores mais relevante é a idade do
paciente (Finkel et al. 2007). Na maioria dos cancros observa-se uma hipometilacao global do
DNA, que pode ser um fator potencial para a reducéo da estabilidade do genoma e aumento
de aberragbes cromossomais (Jung e Pfeifer 2015). Outro exemplo s&o as doencas
inflamatorias, como a colite ulcerativa, que demonstram um aumento da metilagdo com o
aumento da idade (Issa et al. 2001). Ao nivel dos mediadores inflamatérios, o gene do Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNFa) parece ter uma diminuigdo gradual da metilacdo nas regides
promotoras, o que podera ser um fator crucial para o estabelecimento de inflamacdes crénicas
em humanos idosos (Gowers et al. 2011). Nos tecidos periodontais humanos, segundo
Takatsu et al. (1999), ocorre uma diminuicdo da expressdo de colagénio do tipo | alfa 1
(COL1A1) com o aumento da idade, a qual se correlaciona com um aumento especifico da

metilacdo em dois locais de restricdo para endonucleases.

2.3. Metilagdo do DNA na placenta

Os primeiros passos na placentac&o sédo reminiscentes das propriedades invasivas de
tumores malignos. Estudos em humanos tém demonstrado as semelhangas entre o0s
epigenomas das células cancerigenas e as células placentarias, nomeadamente, com uma
hipometilacdo global e uma hipermetilacdo focal nas CpG islands (Apicella et al. 2019). As
semelhancgas epigendmicas entre estes dois tipos celulares sdo particularmente interessantes
pois adoptam respostas a nivel da metilagdo do DNA similares para atingir comportamentos

andlogos, como o crescimento rapido, a remodelagdo vascular e a invasdo celular
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(Lorincz e Schibeler 2017). A hipometilacdo na placenta ndo é uniforme e ocorre em porcdes
extensas do genoma (>100 kb) denominadas Partially Methylated Domains (PMDs), regibes
estas de metilacao reduzida no DNA que envolvem cerca de 40% do genoma placentario. As
PMDs séo especificas de trés tipos celulares: células placentarias, cancerigenas e células
mantidas em culturas (Schroeder et al. 2013). Apesar da hipometilagédo global, a metilacdo do
DNA ¢é indispensavel para o desenvolvimento dos tecidos extra-embrionarios,
especificamente no comportamento invasivo das células trofoblasticas. A administracdo de
inibidores da metilacio do DNA em ratos gestantes, em diferentes estadios de
desenvolvimento, provocou a disrupcéo da proliferacdo dos trofoblastos (Serman et al. 2007).

O imprinting genémico é um mecanismo de regulacao epigenética que promove a
expressao monoalélica do gene materno ou paterno, consoante a caracteristica que sera
herdada. Existem cerca de 200 genes imprinted descritos no ser humano e no rato, sendo
muitos destes genes expressos na placenta (Frost e Moore 2010). Através de estudos em
embrides de ratos, sugeriu-se que genes imprinted paternos poderiam ser responsaveis pela
funcéo e formacado das membranas extraembrionarias (Barton et al. 1984). Na generalidade,
0S genes paternos expressos tendem a maximizar os recursos que sao recebidos pelo feto,
estimulando o seu crescimento. Por outro lado, 0os genes maternos expressos tendem a
reduzir a distribuicdo desses recursos, de forma a regular a rececdo de nutrientes maternos
durante a gestacdo. Este fendbmeno € conhecido como a teoria do “conflito parental’
(Frost e Moore 2010). No estudo de Dini et al. (2021), foram identificados 254 possiveis genes
imprinted e avaliada a sua expressdo ao longo da gestacdo na égua. Os resultados
demonstraram que os genes maternos tenderam para a reducdo da duracdo da gestacao,
engquanto 0s genes paternos promoveram o aumento da duracéo da gestacgao.

Em equinos, num estudo de Allen (1969), foi notado um padré&o invulgar de producéo
de eCG entre gestacdo de equinos, burros e hibridos. Os resultados demonstraram que a
gestacado de equinos e de hibridos resultantes de um garanhdo com uma burra, apresentaram
elevados niveis séricos de eCG, enquanto a gestagao de burros e de hibridos resultantes de
um burro com uma égua apresentaram niveis séricos no sangue materno inferiores. Nao
sendo um estudo com foco na epigenética, parece mostrar que os niveis de eCG no sangue
materno aparentam ser determinados por genes paternos. Ao nivel da corioalantoide foi
identificado também que o retrotransposon like 1 (RTL1) paterno promove a angiogénese,
reforcando o papel dos genes paternos na placentacdo, especificamente em equinos
(Dini et al. 2021).
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3. A relevancia do desenvolvimento intrauterino segundo a Developmental
Origins of Health and Diseases (DOHaD)

A teoria da DOHaD baseia-se no conceito de plasticidade durante o desenvolvimento,
isto é, um organismo durante o desenvolvimento pré-natal possui a capacidade de alterar o
seu feno6tipo para se adaptar ao seu ambiente. Tendo em conta que esta capacidade diminui
gradualmente com o crescimento, qualquer estimulo durante o desenvolvimento inicial do
organismo pode levar a uma alteracdo permanente. Um peso inferior ao nascimento podera
ser explicado por uma redugéo no crescimento fetal como resposta a um ambiente pré-natal
desfavoravel (Barker 2007). A estratégia de adaptacdo ao ambiente materno altera o
organismo permanentemente. A plasticidade dos fendtipos serd uma ajuda para a
sobrevivéncia ao longo do decurso da vida. Porém, se as condi¢cdes ambientais se alterarem,
o fen6tipo adaptado para o suposto ambiente pds-natal, pode ndo ser adequado ao ambiente
real. O desfasamento entre este fendétipo e o ambiente pés-natal podera levar ao
desenvolvimento de doencas na fase adulta (Hanson e Gluckman 2008).

Em equinos, 0 excesso ou a restricdo alimentar da mée ndo parecem alterar o peso
do poldro & nascencga, excepto em casos de subnutricdo extrema. Por outro lado, a nutricdo
inadequada da mée pode afetar o metabolismo da glucose e o desenvolvimento osteoarticular
do poldro (Peugnet et al. 2016). O risco de desenvolver lesbes de osteocondrose, patologia
com grande impacto em equinos de desporto, estd aumentado aos 6 meses de idade. A
osteocondrose tem sido associada a uma maior concentracdo plasmatica de glucose e
insulina pés-prandiais em poldros, o que revela um controlo menos eficiente do metabolismo
da glucose (Chavatte-Palmer et al. 2017).

A placenta é capaz de se adaptar ao seu ambiente uterino para otimizar as suas
funcbes e promover a sobrevivéncia fetal, como ja foi descrito anteriormente a proposito da
transferéncia de embribes entre equinos e pdneis (Allen et al. 2002; 2004). Nesse estudo
interveio ndo s6 na morfologia placentaria, como ainda influenciou o desenvolvimento do
poldro nos primeiros anos. No caso de insuficiéncia placentéria, o crescimento fetal pode estar
alterado e levar a um maior risco de desenvolver uma sindrome metabdlica. Neste
encadeamento, a placenta pode ser considerada um agente central de programacéao fetal
(Fowden et al. 2009). A plasticidade da placenta é possivel gracas a modificacdes
epigenéticas que vao influenciar diretamente o fenétipo. Em humanos, ja estdo descritos
alguns fatores ambientais, revistos recentemente por Lapehn e Paquette (2022), capazes de
influenciar o epigenoma placentario e com efeitos na saude do recém-nascido,
nomeadamente No peso a nascenga, no crescimento fetal e no desenvolvimento de alteracdes
neurocomportamentais. Os principais fatores ambientais incluem o tabagismo materno,

fatores de stress, o0 ar poluido e a exposi¢ao a quimicos e metais.
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4. A fisiopatologia da fibrose

A fibrose define-se por uma acumulacéo de tecido fibrético excessivo, composto por
componentes da matriz extracelular (MEC), como o colagénio e a fibronectina, no interior e
ao redor de um tecido inflamado ou danificado. Esta resposta exacerbada pode levar a uma
cicatrizacao croénica, disfuncdo do 6rgdo e por ultimo a morte do organismo, como se pode
observar nas insuficiéncias cardiaca, renal, hepatica cronicas e na fibrose pulmonar idiopética
(Wynn e Ramalingam 2012). Existem multiplos fatores desencadeadores desta resposta
inflamatdria, muito embora todas as doengas fibroticas tenham na sua origem a diferenciacéo
de fibroblastos quiescentes na forma de miofibroblastos, responsaveis pela producao da MEC
(Gabbiani 2003).

As reacdes inflamatérias e imunoldgicas comegam nos estadios iniciais e promovem
subsequentes processos pro-fibroticos, onde os mecanismos de imunidade inata e adquirida
tém um papel fundamental no estabelecimento da fibrose (Wick et al. 2013). A fibrose resulta
sobretudo de uma resposta inflamatoria cronica. Os mecanismos de regeneracgao e reparacao
tecidular iniciam-se pela ativagdo da cascata de coagulagéo, seguida pela inflamag&o aguda,
ativacdo da resposta imunitaria inata, e a ativagdo de células residentes como macréfagos,
neutréfilos e células dendriticas. Seguidamente, ocorre a resposta da imunidade adquirida
mediada por citocinas, derivadas de células de imunidade inata e dos tecidos danificados, os
guais libertam ainda quimiocinas e radicais livres. Com isto, ocorre a diferenciacdo dos
fibroblastos em miofibroblastos, responsaveis pela angiogénese e sintese de componentes
da MEC. A faléncia na eliminag&o dos fatores agressores pode exacerbar a inflamacéao e levar
a uma resposta inflamatoria crénica, consistindo num estado ciclico de dano tecidular e
reparacao, resultando num desequilibrio e estabelecimento da fibrose (Wynn e Ramalingam
2012).

4.1. Aimunidade inata

Os receptores celulares, capazes de reconhecer padrées moleculares associados a
presenca de organismos patogénicos, sdo a primeira linha de defesa da resposta pela
imunidade inata. Um dos receptores mais comuns séo os Toll-Like Receptors (TLRs), que
promovem o desencadear de mecanismos pro-fibréticos, como por exemplo a diferenciacéo
de fibroblastos em miofibroblastos (Meneghin e Hogaboam 2007). Os tecidos lesionados vao
libertar fatores inflamatdrios, quimiocinas e fatores de crescimento, que vao induzir a cascata
de coagulagéo e atrair células inflamatérias, como os neutréfilos, mondcitos e, por ultimo,
linfocitos e mastdcitos (Stramer et al. 2007).

Ao nivel das plaquetas, as suas funcdes estendem-se para além da formagéo de
coagulos, verificando-se que as mesmas promovem respostas inflamatérias sistémicas,

cardiacas e remodelacdo ventricular (Liu et al. 2011). As plaquetas sao responsaveis pela
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secrecdo de Transforming Growth Factor type 8 (TGF-B), promotor da deposicdo de MEC, e
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), um potente agente quimiotactico (Sinno e Prakash
2013). A desregulacdo da propria cascata de coagulacdo pode contribuir também para o
desenvolvimento da fibrose (Chambers 2008).

Os neutrdfilos sédo as primeiras células atraidas para o tecido afetado e a sua resposta
primaria consiste na fagocitose de células mortas e de debris tecidulares, de forma a facilitar
a regeneracao tecidular. Contudo, a infiltracdo persistente de neutrofilos ou o atraso na sua
eliminacdo exacerba a resposta inflamatéria através de mediadores e proteinases
(Bratton e Henson 2011). Uma elevada quantidade de radicais livres, nomeadamente,
Reactive Oxygen Species (ROS), é libertada pelos neutrofilos. Os ROS sdo mediadores
pro-fibréticos comprovados em doencas como a esclerose sistémica, fibrose pulmonar e
hepatica (Van Linthout et al. 2014). Além disto, os granulos secretados pelos neutrdfilos, que
contém Matrix Metalloproteases (MMPs), elastase e catepsinas, tém a capacidade de
degradar os componentes do colagénio e os restantes componentes do tecido conjuntivo,
essenciais na remodelacéo tecidual durante a fibrose (Ma et al. 2013). Por outro lado, os
neutrofilos tém ainda uma fungéo pro-fibrética indireta promovendo, por exemplo, a ativagado
dos macréfagos (Lefkowitz e Lefkowitz 2001).

Os macrofagos sao a principal fonte de diversos tipos de MMPs (MMP-1,-2, -7,-8,-9 e
-12) e dos seus supressores endogenos, os Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteases
(TIMPs) (Murray e Wynn 2011). O equilibrio entre MMPs e TIMPs é fundamental para uma
deposicéo e degradacéo fisiologica de MEC. A MMP-9 € a enzima proé-fibrética mais relevante,
cuja inibicdo demonstrou reduzir a fibrose em modelos de cardiomiopatia dilatada (Matsumoto
et al. 2009). A MMP-2 n&o s0 é responsavel pela degradacéo das proteinas da matriz, como
também consegue clivar a Monocyte Chemotactic Protein (MCP-3), reduzindo assim a
invasdo de células inflamatérias e a subsequente fibrose em miocardites virais induzidas
(Westermann et al. 2011).

O TGF-B, sintetizado principalmente pelos macr6fagos, € uma citocina, sendo
considerado o agente pro-fibrético mais relevante na progressdo de doencas fibréticas
cronicas (Verrecchia e Mauviel 2007). Durante a inflamacao, o TGF-B possui duas funcdes:
promover a regeneracdo tecidular e suprimir a inflamacéo (Blobe et al. 2000). Contrariamente,
niveis elevados de TGF-B estdo associados a diversas doencas fibroticas (Meng et al. 2016).
Num estudo de Eickelberg et al. (1999), o tratamento exégeno com TGF-f estimulou a
deposicdo de MEC e de colagénio sintetizado por fibroblastos primarios em pulmdes
humanos. A deficiéncia de TGF-f3, por outro lado, causou uma inflamacédo descontrolada em
ratos, resultando numa inflamagéo multifocal, que eventualmente levou a morte (Shull et al.
1992).
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Os eosindfilos secretam, também, TGF-B, Major Basic Proteins (MBP), enzimas
hidroliticas lisosomais e peroxidase eosinofilica, fatores intervenientes na remodelacéo
tecidual e na fibrose. A TGF- derivada destas células promove a ativagcao dos fibroblastos e
a sua diferenciacdo em miofibroblastos (Aceves e Ackerman 2009). De um modo semelhante,
0s mastoécitos estimulam o desenvolvimento da fibrose, através da sintese de diversas
proteases, citocinas, fatores de crescimento, agentes vasoativos, triptase, quimase e TGF-f3.
Em diversos estudos, o tratamento com triptase de origem mastocitica induziu a quimiotaxia
nos fibroblastos e a expressédo de colagénio do tipo I, tendo este estado pro-fibrético sido
interrompido eficazmente por inibidores da triptase (Gruber 2003).

4.2. Aimunidade adquirida

Os mecanismos de imunidade adquirida na fibrose iniciam-se com a ativacédo e
diferenciacdo dos linfécitos T CD4* em diversas linhagens celulares, incluindo as células
T-Helper do tipo 1 (Th1), do tipo 2 (Th2), do tipo 17 (Th17) e células T reguladoras (Treg), €m
funcéo do estimulo quimico que Ihes é fornecido pelas células epiteliais afetadas e pelas
células apresentadoras de antigénio, células dendriticas e macréfagos (Wynn e Ramalingam
2012). Apesar de ser considerado que as células T tém um papel pré-fibrético na fibrose, foi
demonstrado que também tinham um papel fisiolégico, uma vez que ratos com deficiéncia em
células T desenvolveram uma fibrose consideravel (McLarren et al. 2011).

As células Thl séo ativadas por infe¢Bes intracelulares através da interleucina 12
(IL-12) e secretam o interferdo y (IFN-y), que facilita a limpeza dos agentes patogénicos por
meio de efeitos microbicidas e citotoxicos (Wynn e Ramalingam 2012). A fun¢&o do IFN-y na
fiborose é algo ambigua, tendo em conta os seus efeitos tanto pré-fibroticos, como
anti-fibréticos (Chen et al. 2001). O interferdo y induz a producéo de mediadores proé-fibréticos
e inflamatérios, tal como o Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), que promove a deposi¢do de
colagénio e a proliferacéo de fibroblastos (Piguet et al. 1989).

As células Th17 resultam da influéncia da IL-6 e do IFN-y, na presenca de bactérias
extracelulares e de alguns fungos. A IL-17, produzida por células Th17, tem um efeito positivo
no recrutamento de neutréfilos para a limpeza da area afetada e vai exacerbar a inflamacéao
(Wynn e Ramalingam 2012). Nao obstante, as préprias Thl7 atraem diretamente os
neutréfilos através da secrecdo de C-X-C Motif Chemokine Lige 8 (CXCLS8) (Pelletier et al.
2010). As interleucinas IL-17 e IL-22 apresentam efeitos pro-fibroticos e/ou anti-fibréticos,

sendo que no estudo de Simonian et al. (2009) estes efeitos dependiam do antigénio presente.
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4.3. A origem e funcéo dos miofibroblastos

A MEC nao so6 providencia suporte ao tecidos e 6rgaos, mas também serve como uma
via de conducdo de sinais bioquimicos e biomecanicos, que controlam a funcéo celular e
mantém a homeostase no tecido conjuntivo. As suas propriedades mecéanicas dependem
sobretudo da sua composicdo, consoante o tipo, a quantidade e a organizacdo
supramolecular das fibrilas de colagénio (Karsdal et al. 2017). O colagénio € a proteina mais
abundante em vertebrados, existindo 28 tipos, destes, o colagénio dos tipos | e Ill constituem
a maior parte da massa proteica em mamiferos (Pérez-Tamayo 1978).

Os fibroblastos tém como papel central manter a homeostase do tecido conjuntivo
através de um conjunto de processos altamente coordenados, como a sintese, degradacao,
ligacdo cruzada e reorientacao fibrilar do colagénio. O grau de organizagéo e de ligaces
cruzadas no colagénio vai ter implicagcbes no mecanismo de ativacdo de miofibroblastos
(Humphrey et al. 2014). Ainda que os fibroblastos sejam a maior fonte de miofibroblastos,
existem outros tipos de células percursoras, tais como as células perisinuséides no figado, os
gueratindcitos no olho e os pericitos em numerosos 6rgaos (Bochaton-Piallat et al. 2016).

O termo miofibroblasto descreve um grupo heterogéneo de células contracteis
nao-musculares (Gabbiani et al. 1972) formadas a partir de multiplos percursores. Este tipo
de células, como os fibroblastos, possuem diversas caracteristicas, tais como a expressao de
vimentina e a produgéo de colagénio de tipo | e lll, em maiores quantidades do que o0s
fibroblastos (Klingberg et al. 2013). Os mecanismos de ativacdo de miofibroblastos tém
multiplas origens, desde a sinalizacdo paracrina de macréfagos e linfocitos, até fatores
autécrinos produzidos pelos proprios fibroblastos (Wynn 2008). Os proprios agentes
patogénicos podem intervir na ativagdo através de Pathogen-Associated Molecular Patterns
(PAMPs) que comunicam com recetores especificos, Pattern Recognition Receptors (PRRS),
presentes também nos fibroblastos. Os PAMPs incluem lipoproteinas, DNA bacterianos e
RNA de dupla cadeia (Kaisho e Akira 2006). Uma manifestacéo estrutural da sua funcao é a
contracdo do tecido cicatricial, através do desenvolvimento marcado de complexos de
actina-miosina que se ligam a locais de adeséo focal na MEC e promovem a aproximacao
entre as células. No pico das suas funcdes contracteis, estes complexos incorporam uma
isoforma da actina, Alpha Smooth Muscle Actin (a-SMA), que é dos marcadores moleculares

mais importantes para os miofibroblastos (Tomasek et al. 2002).

4.4. A metilacdo do DNA na fibrose

As alteracBes epigenéticas tém sido associadas a diversas doencas, tais como a
doenca cardiaca e o cancro. Nesta ultima foram observados grandes blocos de genoma
hipometilados, bem como a hipermetilagdo de genes supressores de tumores

(Hansen et al. 2011). As doencas fibréticas possuem também alteracdes epigenéticas, mais
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especificamente ao nivel da metilacdo, em varios 6rgaos, como o pulmao, figado, rim e
coracdo (Dowson e O’Reilly 2016).

Na fibrose idiopatica pulmonar (FIP), a metilacdo global foi semelhante a de pulmbes
sem a doenca. Os pacientes com FIP demonstraram uma maior expressdo de DNMT3a e
DNMT3b, embora a expressdo de DNMT1 tenha sido semelhante entre doentes com FIP e
individuos saudaveis. Estes resultados sugerem que as enzimas responsaveis pela metilacdo
de novo estdo aumentadas durante a FIP (Sanders et al. 2012). Mais especificamente, foi
observado que o locus Thy-1 estava hipermetilado nos fibroblastos na fibrose pulmonar,
induzido pela hipoxia. Esta perda do Thy-1 leva ao aumento da MMP9 e da sinalizag&o por
TGF-B1, estabelecendo a cascata pro-fibrtica (Ramirez et al. 2011).

Na fibrose hepatica verificou-se uma hipometilacdo global, com um aumento da
expressao do gene Secreted Phosphoprotein 1 (Sppl), um gene que induz inflamacdo. Do
mesmo modo, 0s genes a-SMA, COL1A2 e TIMP1 estavam hipometilados e com maiores
niveis de expressao, tendo todos estes genes um papel ativo durante a progresséo da fibrose
(Komatsu et al. 2012). Um dos reguladores principais da fibrose no figado é a proteina Methy/
CpG Binding Protein 2 (MeCP2). A MeCP2 é uma proteina que esta frequentemente associada
a sindrome neuroldgica de Rett, onde ocorre uma lesdo genética levando a defeitos
neuroldgicos e autismo. A sua funcéo consiste em ligar-se ao DNA metilado, tendo um papel
repressivo e silenciador, embora possa atuar como estimulador da expressédo génica. Em
ratos, a MeCP2 promove o aumento de varias moléculas pré-fibréticas. Niveis deficientes de
MeCP2 estdo associados a uma diminui¢éo da fibrose hepatica (O’Reilly 2016). A expresséo
do gene RAS protein activator like 1 (RASAL1) também é controlada pela MeCP2, que silencia
a sua expressao através da hipermetilagdo conduzindo & ativagéo de fibroblastos e a fibrose
renal (Bechtel et al. 2010). Este mecanismo também foi encontrado na fibrose cardiaca,
sugerindo que a hipermetilacdo do RASAL1 podera ser um mecanismo pro-fibrético essencial
independentemente do 6rgao (Xu et al. 2015).

A esclerose sistémica (ES) € uma doenca fibrética que afeta a pele e os pulmdes. Os
fibroblastos de pele com doentes com ES cuténea revelaram numerosos CpG hipometilados,
em comparacdo com fibroblastos cutaneos de individuos saudaveis sem a doencga (Altorok et
al. 2014). Contudo, a regidao promotora do gene Follicular Lymphoma, Susceptibility To, 1
(FL1) esta hipermetilada em miofibroblastos de pacientes com ES silenciando a sua
expressao. Sendo o gene FL1 um supressor de colagénio e um regulador negativo da fibrose,
a reducdo da sua expressao resulta em excesso de producdo de MEC (Wang et al. 2006).

O TGF-B é um mediador central no estabelecimento da fibrose. Em células de ratos
neonatos Sprague-Dawley, da indu¢cdo com TGF-B decorreu o aumento do COL1Al,
acompanhado de uma diminuicdo da expressdo do DNMT1 e do DNMT3a. Ou seja, houve

reducdo dos niveis de metilacdo na regido promotora do COL1A1 em multiplos CpG sites
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(Pan et al. 2013). Este mediador inflamatério também induz alteragdes na metilacdo durante
a transicao das células epiteliais para miofibroblastos. A exposicao de TGF- 3 resultou num
aumento médio dos valores de metilacdo em 500 CpG islands localizadas dentro ou cerca de
regides promotoras. Ao retirar o estimulo com TGF-B os niveis de metilacdo voltam aos
valores iniciais, sugerindo que o estimulo continuo por acdo deste mediador é necessario ao

longo deste processo de diferenciacédo (Cardenas et al. 2014).

5. A fibrose no tracto reprodutivo da égua
5.1. Endometrose

A endometrose é uma inflamagao degenerativa crénica do endométrio e € a principal
patologia responséavel pela infertilidade em éguas mais velhas. Muito embora a presenca de
COL3 no sangue da égua possa ser um marcador de endometrose (Alpoim-Moreira et al.
2022), o método de diagnostico de eleicdo € a bidpsia uterina. O achado microscopico
caracteristico da endometrose € a acumulacao de colagénio na lamina propria do endométrio,
maioritariamente numa disposi¢éo concéntrica de células do estroma e ao redor das glandulas
endometriais afetadas, bem como na por¢do ventral da membrana basal do epitélio
endometrial (Kenney 1978; Schdniger e Schoon 2020). Com isto, estabelece-se uma
degenerescéncia glandular progressiva que vai contribuir para uma alteracdo da funcéo
uterina, comprometendo a secre¢do de proteinas essenciais. Esta disfungdo endometrial
podera afetar o desenvolvimento embrionario inicial e contribuir para a infertilidade da égua e
a perda da gestacdo. Considerando que o desenvolvimento embrionario inicialmente esta
dependente do histotrofo, secretado pelas glandulas endometriais, e posteriormente da
placenta, tal significa que a salude uterina e placentaria estdo interligadas
(Katila e Ferreira-Dias 2022).

Apesar da relacao existente entre a fibrose no endométrio e fatores predisponentes, o
envelhecimento e a propria infertilidade, estar bem estabelecida, a etiologia desta inflamagao
cronica do endométrio permanece controversa. O estudo de Ricketts e Alonso (1991) reportou
éguas velhas que, embora nao tivessem sofrido qualquer tipo de alteracdo uterina,
endometrite pds-inseminagéo, gestacao, parto ou involugéo uterina pés-parto, desenvolveram
mesmo assim endometrose. O envelhecimento da égua parece estar mais associado com a
gravidade da endometrose do que a paridade. Com o aumento da idade, a disfuncéo de
moduladores do sistema imunitario ou da remodelacdo tecidual, como a B defensina,
clusterina, serpina uterina, complemento C3, Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin
(NGAL), Connective Tissue Growth Factor (CTGF), afetam diretamente a homeostase da
MEC (Diel de Amorim et al. 2020). De um modo semelhante, quanto maior a idade da égua

mais provavelmente havera um desenvolvimento placentario deficiente (Wilsher e Allen 2011)
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e a propria deposicao de colagénio no endométrio e no oviduto também se relaciona

positivamente com a idade (Pinto-Bravo et al. 2018).

5.2. Afibrose no oviduto e a suarelagdo com a endometrose

O embrido equino passa um periodo relativamente longo no oviduto, cerca de 6 dias,
em comparacdo com outras espécies. Este intervalo de tempo vai permitir que o embrido
chegue num estadio de desenvolvimento mais avancado ao Utero e que a endometrite
fisiologica pos-inseminacgao esteja debelada. Consequentemente, a satde do oviduto na égua
revela-se de extrema importancia para permitir o normal desenvolvimento embrionario
(Freeman et al. 1991).

Os processos infeciosos e inflamatoérios no oviduto podem levar a infertilidade na égua.
Com o envelhecimento, verifica-se um aumento progressivo do colagénio dos tipos | e Il tanto
no endométrio como no oviduto. Esta concluséo obtida no estudo de Pinto-Bravo et al. (2018)
sugeriu a existéncia de uma correlagéo entre o grau de endometrose e a fibrose no oviduto.
Deste modo, sendo que o oviduto ndo pode ser avaliado por bidpsia, a avaliacdo
histopatolégica do endométrio poderia ser extrapolada para fibrose no oviduto, fornecendo

informacgdes sobre a satde do mesmo.

5.3. A metilagcdo do DNA na endometrose

No estudo de Alpoim-Moreira et al. (2019), foi avaliada a transcricdo de DNMTs e a
sua correlagcdo com os niveis de colagénio no endométrio da égua. Na Ultima categoria da
endometrose (categoria lll), os niveis de transcricdo de DNMT3B e de COL3AL tiveram uma
correlagcdo positiva, sugerindo que durante a fibrose existe, simultaneamente, uma alteracédo
da deposicao do colagénio e do padréo de metilacdo. O aumento dos niveis de transcri¢cdo de
DNMTs pode estar relacionado com a reducdo da expressdo de genes anti-fibréticos,
promovendo a fibrogénese no endométrio uterino, como foi proposto na fibrose idiopatica
pulmonar em humanos (Sanders et al. 2008). Nessa perspetiva, e comprovando este
principio, um estudo recente realizado por Alpoim-Moreira et al. (2022) avaliou a percentagem
de metilagdo dos genes referentes ao COL1Al, MMP2, MMP9 e TIMP1l através de
pirosequenciacdo, em comparagdo com os niveis de transcricdo quantificados por gRT-PCR.
A metilagdo do COL1A1 aumentou com o grau de fibrose, mas este aumento n&o resultou em
alteracbes de transcricdo. Paralelamente, a concentragdo proteica de COL1 e COL3
aumentou com a fibrose. Ao nivel do MMP2 e MMP9 a transcricdo diminui com a gravidade
da fibrose, havendo uma maior metilagdo de ambas as enzimas na categoria lll, a Ultima
categoria da classificacdo de Kenney e Doig (1986). Assim sendo, neste estudo os genes de
MMPs, anti-fibréticos, foram silenciados epigeneticamente com a progresséo da fibrose. Os

valores de transcricdo do TIMP1 aumentaram com a progresséo da fibrose, sem qualquer
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alteracdo do padrdo de metilacdo, indicando que, ndo sendo inibido, continua a ser expresso
e a aumentar com a fibrose. Estes resultados sugerem que acumulacéo de colagénio pode
estar mais relacionada com uma falta de degradacao, do que de um excesso de producéo e

deposicao.

5.4. Desenvolvimento placentario e a endometrose

Em situacges fisiologicas, a placenta parece conseguir adaptar-se ao endométrio onde
se vai justapor. As regibes com alteracbes degenerativas possuem um menor
desenvolvimento das vilosidades coriénicas e vilosidades de menores dimensdes, afetando
diretamente o normal desenvolvimento dos microcotilédones (Foote et al. 2012). Sendo que
o volume de trocas sanguineas € influenciado pela area microcotiledonaria, desta maneira a
comunicacdo na interface feto materna estd comprometida (Bracher et al. 1996;
Abd-Elnaeim et al. 2006). Na égua, a adaptacdo da placenta nem sempre € possivel em
funcéo do grau de endometrose presente, podendo levar a um deficiente desenvolvimento
intrauterino, com reducdo do peso do poldro e em certos casos morte fetal
(Bracher et al. 1996). Quando a endometrose é ligeira e ha uma reducéo de area util tanto
microcotiledonaria como da restante, a consequéncia é obter um poldro mais leve e com
dimensbes reduzidas. Adicionalmente, é possivel observar uma correlagdo entre a area
microscopica total de contacto na interface feto materna e o peso do poldro & nascenga como
foi demonstrado na raca Puro Sangue Inglés (Wilsher e Allen 2003).

No estudo de caso por Wilsher et al. (2021), uma égua com extensos danos
endometriais e uma marcada fibrose teve uma gestacdo com sucesso, tendo sido recolhidas
para analise as suas membranas fetais. Estas apresentaram zonas bem definidas com
reduzido ou nenhumas vilosidades, que estavam em justaposicdo com as regides fibrosadas.
Curiosamente, as regides ndo danificadas apresentaram microvilosidades de maiores
dimensbes e com uma densidade maior do que é normalmente observado. Os autores
sugerem que podera ter sido uma tentativa de compensacdo pela reducdo de area

microcotiledonaria total.

6. A fibrose naplacenta

O colagénio altera a sua composi¢cdo durante o desenvolvimento placentario,
acompanhando o progresso da gestacdo e as diferentes necessidades nutricionais,
essenciais para a manutencdo da gestacdo na espécie humana (Iwahashi et al. 1996). A
deposigéo de colagénio esta também associada a alterag6es do metabolismo placentario e a
insuficiéncia placentaria (Fox e Elston 1978; Hirayama 1983).

A unidade bésica estrutural da placenta humana no termo da gestacdo € o colagénio

de tipo I. As fibrilas de colagénio do tipo Il formam uma rede que envolve as fibras de
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colagénio do tipo I. As restantes componentes do MEC, tais como as fibras de colagénio tipos
I, V, VI, fibronectina e laminina, constituem a ponte de ligacdo entre o colagénio do tipo | e
as células do estroma e da membrana basal. Na mulher, gestacdes acompanhadas de
complicacdes, tais como a hipertenséo, anemia, toxicose e pré-eclampsia, a fibronectina e os
colagénios dos tipos I, lll, IV, V parecem estar envolvidas no estabelecimento da fibrose nas
vilosidades coridnicos (Amenta et al. 1986). A presenca de células citotrofoblasticas pode ser
também relevante para a sintese e deposicdo de colagénio, onde, simultaneamente, o
colagénio dos tipos IV e V é predominante em relacdo ao colagénio dos tipos | e llI
(Rukosuev et al. 1990). Ainda ao nivel do colagénio do tipo IV, as alteracbes na sua sintese
levam a alteragbes estruturais de diferentes tipos nas vilosidades coridnicas, vasos
sanguineos e area perivascular (Khozhai et al. 2010).

O estudo de Neto da Silva et al. (2022) relacionou o envelhecimento das éguas com a
vascularizagéo e a deposicao de colagénio em diferentes por¢cdes da placenta. Os valores de
transcricdo dos genes de colagénio, COL1A1, COL3A1 e COL5A1, deposicao de colagénio e
microvascularizacdo revelaram-se superiores no corno gravido de éguas velhas. A prépria
localizagdo dos tipos de colagénio diferiu consoante a estrutura, independentemente da idade,
onde o colagénio dos tipos | e lll foram predominantes na placa corial e na membrana
alantoica, respetivamente. Ao nivel das vilosidades coriénicas foram observados em
guantidades semelhantes os dois tipos de colagénio. A maior deposi¢cdo de colagénio em
placentas de éguas velhas férteis teve um efeito positivo no desenvolvimento placentario e no
peso do poldro, sugerindo que ocorre uma adaptacao fisioloégica da placenta as caracteristicas
do utero, de forma a permitir o desenvolvimento intrauterino normal do poldro. No entanto, é
necessario ter em conta que este estudo s6 foram utilizadas amostras resultantes de
gestagbes sem complicacdes, o que permite obter somente informagfes sobre a

anatomofisiologia normal da placenta equina.
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[l = Trabalho experimental

1. Material e métodos
1.1. Caracterizacao e selecéo das éguas

O presente estudo foi realizado em placentas recolhidas, logo ap6s o parto, de vinte
éguas (n=20) de diferentes racas na Coudelaria de Haras de La Gesse, Franca, durante as
épocas reprodutivas de 2019 e 2022, sendo a maioria das éguas da raca Puro Sangue
Lusitano (n=11), seguido das racas Trotador Francés (n=4), Koninklijk Warmbloed
Paardenstamboek Nederle (KWPN) (n=2), Hanoveriano (n=1), Anglo-arabe (n=1) e de raca
indeterminada (n=1). As éguas estavam na pastagem durante todo o dia até cerca do décimo
més de gestacgao, a partir do qual passavam a ficar estabuladas durante a noite e era colocado
o alarme de partos (abfohlsystem®), para monitorizar o momento da paricdo. Deste modo, 0s
partos foram acompanhados e, em seguida, 0s sinais vitais do poldro foram monitorizados
durante as primeiras horas de vida.

De forma a avaliar as diferencas com o aumento da idade, no peso do poldro, da
placenta e na deposicao de colagénio placentario, as éguas gestantes foram agrupadas por
idades. As éguas foram divididas em dois grupos, as éguas “jovens” e “velhas”. As éguas
“jovens” incluiram idades desde os 4 até aos 6 anos (jovens; n=10), com uma média de 5,2
10,2 (médiaterro padrdo). No grupo das éguas “velhas”, as idades variaram entre os 12 e 0s

18 anos (velhas; n=10), com uma média de 14,70+0,65.

1.2.  Amostras

As membranas fetais foram recolhidas imediatamente apds a sua expulséo, e foram
logo pesadas, completamente estendidas, fotografadas e medidas (segundo o formulario
presente em Anexos 1 e 2). Em seguida a corioalantoide foi disposta em F, com a face
corionica no lado de fora e a face alantoideia no lado de dentro, & semelhanca do que ocorre
durante a gestacdo. As diferentes regides da placenta foram distinguidas em trés porcdes, o
corno gravido, o corno ndo gravido e o corpo da placenta, sendo denominadas neste trabalho
por A, C e E, respetivamente. De cada placenta foram recolhidas trés amostras das respetivas

porcdes (A, C e E), de aproximadamente 5 mm?3. As amostras foram colocadas em criotubos,
com 1,5mL de RNA Later® para posterior extracéo de RNA e para determinacéo de colagénio

dos tipos | e Il total pelo método ELISA. As amostras em RNA Later foram mantidas a 4°C,
durante 24 horas, e posteriormente armazenadas a - 80°C até a realizagdo dos ensaios

laboratoriais (Anexo 3).
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1.3. PCR emtempo real

A determinacao da transcricdo génica dos genes de colagénio de tipo | al (COL1A1), tipo Il
al (COL3A1), DNMT1, DNMT3A e DNMT3B, foi feita através de qRT-PCR nas porcdes
referentes ao corno gravido, corno ndo gravido e corpo da placenta. Primeiramente,
procedeu-se a extracdo de RNA total através do método do trizol. Inicialmente,
maceraram-se 0s tecidos com uma lamina de bisturi, adicionou-se o reagente TRI® (T9424;
Sigma), de modo a facilitar a destruicdo das membranas citoplasmaticas, colocaram-se as
amostras no Tissue Lyser® e fizeram-se 3 ciclos a 20 Hz durante 2 minutos. Em seguida,
foram adicionados, sequencialmente, cloroférmio, isopropanol e etanol a 75%, para promover
a precipitacao do RNA. O precipitado foi dissolvido em agua, livre de RNAses, e procedeu-se
a avaliacdo da sua concentracdo e qualidade no Nanodrop® (ND200C; Fisher Scientific,
Hampton, PA, USA).

Seguidamente, foi efetuada a sintese de cDNA (DNA complementar) através da
transcricdo reversa do RNA extraido. A sintese de cDNA foi efetuada com 500 ng de RNA, ao
qual adicionou-se inicialmente 9,5 puL de &gua e 0,5 pL de oligonucledtidos
(C1101, Promega®). Esta mistura foi depois incubada a 70 °C durante 5 minutos. De seguida,
aos 13 pL resultantes da etapa anterior, foi adicionado 1 puL da enzima M-MLV Transcriptase
Reversa (M170B, Promega®), 1 yL de um inibidor de Rnases (Promega RNAsin®),1 uL da
mistura de nucleétidos (ANTP’s) e por fim 4 yL de tampéo da enzima, perfazendo um volume
total de 20 pL. Esta mistura foi colocada no termociclador perfazendo um ciclo de
sensivelmente 1h 15 min, com temperaturas definidas entre os 42 °C e os 90 °C, terminando
o ciclo a 4 °C.

Para a quantificagdo por PCR em Tempo Real, foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores especificos para os genes acima descritos, com o programa Primer3 Software
(Untergasser et al. 2012) e Primer Premier Software (Premier Biosoft Interpairs, Palo Alto, CA,
USA). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados estéo descritos na Tabela 1. As reagfes de
PCR em Tempo Real foram efetuadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems™
MicroAmp™ EnduraPlate™), com 6,25 pL de PerfeCTa SYBR® Green FastMix (Quantabio,
Massachusetts, USA); 2 uL de cDNA, e 80nM de cada par de oligonucleotideos iniciadores,
num volume total de 12,5 uL. A amplificacéo foi realizada no StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™, California, USA). Em todos os ensaios de PCR em tempo
Real foi colocado um controlo negativo, na qual a amostra de cDNA foi substituida por agua.
A especificidade dos oligonucleotideos iniciadores foi ainda avaliada em cada corrida através
da analise das curvas de dissociagao (curvas de melting).

A selecdo do gene de referéncia foi realizada antes do ensaio com 0s genes alvo.
Assim, determinou-se a estabilidade dos mesmos em todas as amostras, tendo sido testados

o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), beta-2-microglobulina (82M) e proteina
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ribossémica L32 (RPL32). O gene mais estavel e por sua vez selecionado como gene de

referéncia foi a proteina ribossémica L32 (RPL32).

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados na anélise qRT-PCR

Gene (numero de acesso) Sequéncia 5’ -3 Pares de Base
COL1A1 (100033877) Forward: TATGGAAACCCGAGCCCTG 175
Reverse: ACTCCTGTGGTTTGGTCGTCTG
COL3A1 (AF117954.1) Forward: CAAAGGAGAGCCAGGAGCAC 08
Reverse: CTCCAGGCGAACCATCTTTG
DNMT1 (XM_023645449.1) Forward: CAAGGCAAACAACCAGGCA 237
- Reverse: CTTCCTCCTCTTCCGTGTGTGT
DNMT3A (XM_023619394.1) Forward: GCCTCAATGTCACCCTGGAA 206
- Reverse: AAGAGGTCCACACATTCCACG
DNMT3B (XM_023626333.1) Forward: GAGCTGGCAAGACTTTCCCC 198
- Reverse: TTGGGTGGAGGGCAGTAGTC
RPL32 (XM_001492042.6) Forward: AGCCATCTACTCGGCGTCA 144

Reverse: GTCAATGCCTCTGGGTTTCC

Os dados resultantes da transcricdo de mRNA foram processados utilizando o
software Real Time PCR Miner 4.0. Este determinou o Cycle Threshold (CT) e o nivel de
eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores (E) para cada amostra. De seguida, através da
equacdo [1/(1pE)CT], o CT referente a cada amostra foi relacionado com a eficiéncia de
amplificacdo do gene com o0 respetivo par de oligonucleotideos iniciadores
(Zhao e Fernald 2005). Os valores de expresséo relativa resultaram da normalizag&o do nivel
de expressdo dos genes-alvo em relacdo ao nivel de expressédo do gene de referéncia. A
partir das éguas jovens, em comparac¢des dentro da mesma por¢do, e a partir do corno
gravido, em comparacdes entre por¢des, foi criado um calibrador entre cada gene e aplicado
a cada amostra. Deste modo os resultados obtidos por PCR em tempo Real puderam ser
expressos por fold change, sendo as éguas jovens ou o corno gravido a referéncia em funcéo

do tipo comparacéo pretendido.

1.4. Quantificacdo de COL | e COL Ill por ELISA

A necessidade de quantificar o colagénio, a nivel proteico, advém do facto de nem
sempre existir uma correspondéncia entre a transcricao génica e a respetiva quantidade de
proteina (Payne 2015). Assim, considerando este pressuposto, realizamos ensaios de ELISA
de acordo com as instru¢des do fabricante, Cloud-Clone Corp. (CCC, Wuhan, China), para
quantificar os niveis de COL | (CEA571Eq) e COL Il (CEAL176EqQ), e comparar com 0s nhiveis
de transcricdo dos genes respetivos. Este ensaio utiliza um método imunoenzimatico com
uma inibicdo competitiva, onde um anticorpo monoclonal especifico para cada proteina, COL

| e lll, € previamente colocado nos pocos do respetivo kit. Inicialmente, colocamos 50 pL de
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amostra, 50 uL de reagente A (Biotina) e incubou-se a placa, depois de selada, durante 1 hora
a 37°C. A reacao de inibicdo competitiva ocorre entre a biotina associada ou nao as proteinas
alvo, standards e as amostras, com o anticorpo monoclonal. Apos a incubagédo, a solucdo nao
conjugada é lavada e adicionou-se 100 pL do reagente B (avidina conjugada com Horseradish
Peroxidase - HRP) a cada poco, realizando-se de seguida uma nova incubacao de 30 min a
37°C. A quantidade de HRP conjugado ligado ao anticorpo € inversamente proporcional a
concentracdo da proteina alvo. De seguida, apds a lavagem dos pocos, adicionou-se 90 uL
de solugao substrato e incubou-se durante 20 min a 37°C. Ao adicionar a solu¢do de substrato,
a intensidade da cor produzida vai ser inversamente proporcional a concentragdo da proteina
alvo. Na etapa final, adicionou-se 50 pL de solucéo stop e foi determinada a absorvancia dos
produtos colorimétricos num espectrofotometro com o comprimento de onda de 450 nm.

A extracdo de proteina total das amostras para o ELISA foi realizada adicionando 400
ML de RIPA Lysis and Extraction Buffer (Thermo Scientific). A disrup¢éo celular foi efetuada
no Tissue Lyser®, 4 ciclos de 25 Hz durante 2 minutos. A proteina total (PT) para cada
amostra  placentaria  foi  quantificada através do método de  Bradford
(5000006; Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A PT foi utilizada para normalizar os valores obtidos
no ELISA para os COL | e COL Illl. Deste modo, os resultados do ELISA para ambas a
proteinas foram expressos em nanograma (ng) por micrograma (ug) de proteina total

placentaria.

1.5. Analise estatistica

A andlise dos resultados foi realizada através do programa GraphPad Prism
(verséo 9.4.1) e do programa R. Primeiramente, observou-se a tendéncia nos dados obtidos
imediatamente apds o parto, através de uma correlacdo de Pearson entre o peso do poldro
as 24 horas e as restantes variaveis, gestacdo, peso da placenta e o peso da égua apés o
parto. As restantes variaveis, idade e paridade, foram sujeitas a uma correlacdo de Spearman
com o peso do poldro as 24 horas. Na avaliacdo da variavel peso da placenta seguiu-se o
mesmo procedimento descrito para o peso do poldro as 24 horas. Os dados referentes aos
niveis de transcricdo de mRNA do COL1A1, DNMT3A, bem como os resultados obtidos
através do método de ELISA para o colagénio dos tipos | e Ill, foram analisados pelos testes
de ANOVA a um fator, depois por um teste de compara¢des multiplas de Fisher (ou LSD),
teste de Tukey e por fim teste T ndo emparelhado. Os dados obtidos da transcricdo de mRNA
de COL3Al1l, DNMT1 e DNMT3B foram analisados, primeiramente, por um teste de
Kruskal-Wallis, seguido de um teste de comparag¢des multiplas de Dunn’s, um teste de Dunn’s
ndo corrigido e pelo teste de Mann-Whitney. A significancia foi considerada quando os valores
de p<0,05.
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2. Resultados

As éguas selecionadas possuiam idades entre os 4 e 18 anos, com uma média
9,95+1,14 anos. Ao nivel da paridade, a média de partos foi de 3,05+0,43 na amostra total,
variando entre 1 e 6 partos. A duracdo média da gestagéo foi de 337,2+1,86 dias, com um
minimo de 324 dias e um méximo de 353 dias. Os dados referentes a placenta incluem um
peso da placenta médio de 5,0+0,28 Kg, variando entre 3 e 7,5kg. O comprimento do cordao
umbilical foi entre 35 e 71cm, média 49,70+2,2cm. O peso médio do poldro as 24 horas de
vida foi de 41,18+1,54kg, variando entre os 39 e os 60kg. O peso da mae apos o parto variou
desde 455kg a 638kg, média 537,0+9,14kg. Separando as éguas pelos dois grupos etarios
considerados, os resultados obtidos estéo explanados na Tabela 2.

Tabela 2. Média (zxerro padrao) da idade, paridade, gestacdo (dias), comprimento do cord&o

umbilical (cm), peso placenta (kg) peso poldro as 24h (kg), peso égua apds o parto (kg). Em
funcédo do grupo etéario definido previamente.

Comprimento Peso Peso égua
~ Peso poldro -
cordéao placenta as 24h (kg) apos o parto
umbilical (cm) (kg) 9 (kg)

Idade . Gestacéao
(anos) Paridade (dias)

Eguas

jovens 5,20+0,20 1,60+0,27 332,50+1,97 51,25+2,95 4,35+0,28 46,55+1,99 512,60+10,83

Eguas

velhas 14,70+0,65 4,50+0,50 342,60+2,27 48,15+3,36 5,65+0,40 54,15+2,13 563,40+13,65

2.1. As correlacdes observadas com o peso da placenta e do poldro

O peso do poldro as 24h correlacionou-se de forma positiva e moderada com o peso
da égua apos o parto (Figura 3), apresentando uma correlacao ligeiramente mais forte com
0 peso da placenta (Figura 4). A duracdo da gestacéo teve uma correlacdo positiva com o
peso do poldro as 24 horas e o peso da placenta (Figura 5). A idade materna de forma
semelhante também se correlacionou positivamente com ambas as variaveis, salientando que
com o peso do poldro as 24 horas a correlacdo é muito mais forte (r=0,79; p<0,001) (Figura
6 — [A]) em comparacédo com o peso da placenta (r=0,44; p=0,03) (Figura 6 — [B]). Em relacdo
a paridade, paralelamente a idade, existe uma correlacédo forte e positiva com o peso do poldro
as 24h (r=0,75; p<0,001) (Figura 7 —[A]) e uma correlagdo menos marcada, mas significativa
com o peso da placenta (r=0,58; p=0,003) (Figura 7 — [B]).

Atraves da reta de regressao linear, verifica-se que por cada aumento de 1kg no peso

da placenta houve um aumento de 3,35 kg no peso do poldro (Figura 4).
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2.2. PCRem tempo real
2.2.1. Niveis de transcricdo de COL1A1 e COL3A1

No grupo das éguas velhas, os niveis de transcricio do COL1Al1 foram
significativamente mais elevados (p<0,05) no corno gravido e ndo gravido, em comparagao
com o grupo das éguas jovens (Figura 8 — [A] e [B]). Dentro do mesmo grupo, observou-se
também um aumento dos niveis de transcritos de COL1A1 no corno gravido, em relagéo ao
corno nao gravido (p<0,05) (Figura 8 — [E]). Nas éguas jovens, o0s niveis de transcricdo do
corno ndo gravido foram inferiores em relagdo ao corno gravido (p<0,05) e ao corpo uterino
(p<0,01). Ainda neste grupo, os niveis de transcritos do corno gravido foram inferiores em
relacdo ao corpo da placenta (p<0,05) (Figura 8 —[D]). O corpo da placenta ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos etarios (Figura 8 — [C]).

Em relacdo aos niveis de transcricdo do COL3AL, os resultados foram semelhantes,
demonstrando um aumento nos cornos gravido e nao gravido nas éguas velhas em relacéo
as éguas jovens (p<0,05) (Figura 9 — [A] e [B]). As restantes relacdes nao resultaram em
diferencas significativas. Nao obstante, o corno ndo gravido continuou a ser a porcdo com 0S
niveis de transcricdo mais baixos em ambos o0s grupos, tal como no COL1Al
(Figura 9 —[C]; [D] e [E]).
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Figura 8. Niveis de transcricdo de COL1A1 no corno gravido (A), ndo gravido (C) e corpo (E)

de placentas de éguas jovens e velhas.
As barras representam a média + erro padréo. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre as porcoes

da placenta (*p<0,05; **p<0,01).
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Figura 9. Niveis de transcricdo de COL3A1 no corno gravido (A), ndo gravido (C) e corpo (E)

de placentas de éguas jovens e velhas.
As barras representam a média + erro padréo. O asterisco indica diferencas significativas entre as porcdes da

placenta (*p<0,05).
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2.2.2. Niveis de transcricdo de DNMT1, DNMT3A e DNMT3B

Os niveis de transcricdo do DNMT1 foram mais reduzidos no corpo da placenta
(p<0,05) das éguas velhas, em relacdo as éguas jovens (Figura 10 — [C]). As restantes
porcbes seguiram a mesma tendéncia, porém as diferengcas ndo foram significativas
(Figura 10 - [A] e [B]). Dentro do grupo das éguas velhas verificou-se que os niveis de
transcricdo do corno ndo gravido eram inferiores em relagéo ao corno gravido (p<0,01) e ao
corpo da placenta (p<0,001) (Figura 10 — [E]). Nas éguas jovens observaram-se as mesmas
relagdes com o corno ndo gravido e ainda uma diferenca entre o corno gravido e o corpo da
placenta (p<0,05) (Figura 10 —[D]).
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Figura 10. Niveis de transcricdo de DNMT1 no corno gravido (A), ndo gravido (C) e corpo (E) de

placentas de éguas jovens e velhas.
As barras representam a média * erro padrdo. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre as por¢oes

da placenta (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

O DNMT3A nas placentas das éguas velhas teve niveis de transcricao inferiores em
relacdo as éguas jovens nos cornos gravido (p<0,05) e ndo gravido da placenta (p<0,05)
(Figura 11 — [A] e [B]). Contrariamente aos restantes genes, nas éguas velhas, o corno
gravido apresentou niveis de transcri¢do inferiores em relacdo ao corno nédo gravido (p<0,05)
e o corpo da placenta (p<0,01) (Figura 11 — [E]). Nas éguas jovens e no corpo da placenta

nao se observaram diferencas significativas (Figura 11 - [C] e [D]).
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Figura 11. Niveis de transcricdo de DNMT3A no corno gravido (A), ndo gravido (C) e corpo

(E) de placentas de éguas jovens e velhas.
As barras representam a média + erro padrédo. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre as

por¢des da placenta (*p<0,05; **p<0,01).

Nas placentas das éguas velhas, os niveis de transcricdo do DNMT3B foram inferiores
em relacdo as éguas jovens no corno gravido (p<0,05) e no corpo da placenta (p<0,001)
(Figura 12 — [A] e [C]). No corno ndo gravido ndo houve diferengas significativas
(Figura 12 — [B]). Dentro do grupo das éguas velhas, o corno ndo gravido apresenta niveis
de transcrigdo inferiores comparando com as restantes porg¢des (p<0,01) (Figura 12 — [E]).
No grupo das éguas jovens, no corno ndo gravido os niveis de mRNA foram inferiores em

comparagado com o corpo da placenta (p<0,01) (Figura 12 — [D]).
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Figura 12. Niveis de transcricdo de DNMT3B no corno gravido (A), ndo gravido (C) e corpo

(E) de placentas de éguas jovens e velhas.
As barras representam a média + erro padrdo. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre as
porcdes da placenta (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

2.3. Quantificacdo de COL | e COL lll por ELISA

A quantidade de COL | s6 apresentou diferengas significativas no corno gravido da
placenta, onde as éguas velhas tiveram valores inferiores em relacdo as éguas jovens
(p<0,05) (Figura 13 — [A]). As restantes porcdes seguiram uma tendéncia oposta com
aumento dos niveis proteicos de COL I, no entanto as diferengas ndo foram significativas
(Figura 13 - [B] e [C]). No grupo das éguas jovens, o corno ndo gravido apresentou valores
mais baixos em relacdo ao corno gravido da placenta (p<0,001) (Figura 13 — [D]). No grupo
das éguas velhas ndo se observaram diferengas significativas (Figura 13 - [E]).

Em relacdo ao COL lll, s6 se observaram diferencas entre o corno gravido e nao
gravido nas éguas jovens (p<0,01) (Figura 14 —[D]). O corno gravido foi a por¢céo com valores
mais baixos de proteina de COL Ill em ambos os grupos. A quantidade de COL Il foi em
média cerca de 9,91 vezes superior & quantidade de COL | em todas as porgoes,

independentemente do grupo etario. As restantes rela¢des sem diferencas significativas estdo

representadas na Figura 14.
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Figura 13. Niveis proteicos de COL | no corno gravido (A), ndo gravido (C) e corpo (E) de
placentas de éguas jovens e velhas.

As barras representam a média + erro padrdo. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre as
porcdes da placenta (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 14. Niveis proteicos de COL Il no corno gravido (A), ndo gravido (C) e corpo (E) de
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IV — Discusséo
1. Ainfluéncia dos fatores maternos no poldro e na placenta

O desenvolvimento do poldro é nitidamente influenciado pela mée. Neste trabalho,
como em estudos anteriores, a dimensao corporal, a idade e a paridade maternas
apresentaram uma correla¢ao positiva com o peso do poldro a nascenga e com o peso da
placenta. Contudo, a interpretacdo destes resultados deve ser cuidada e deve ter em conta
as interacOes entre as diferentes varidveis. As diferentes varidveis maternas devem ser
interpretadas no seu conjunto, visto que nem todas se relacionam da mesma forma e possuem
0 mesmo impacto no desenvolvimento do poldro.

O aumento da idade e da paridade afetam a salude reprodutiva das éguas através de
alteracGes estruturais e funcionais progressivas (Katila e Ferreira-Dias 2022). Esta
circunstancia, associada a uma decrescente qualidade embrionéaria, podera influenciar o
desenvolvimento placentario, fetal e pés-natal do poldro no contexto da origem de doencas
de desenvolvimento do poldro (Derisoud et al. 2021). No caso da idade e da paridade é
possivel observar uma grande dispersdo dos dados, consequéncia de uma amostra reduzida.
No grupo de éguas jovens podemos retirar que para a mesma idade, os pesos dos poldros as
24 horas variaram entre os 39 e os 57 kg, sendo a grande maioria destas éguas Lusitanas.
Este facto podera dever-se também a uma grande variagdo individual das éguas. N&o
obstante, o peso do poldro e da placenta aumentou com a paridade e a idade, realgando que
a paridade mostrou uma correlacdo mais forte com o peso da placenta do que a idade. Para
além desta diferenca de peso ao nascimento, esta parece prolongar-se no tempo, sendo que
poldros de éguas primiparas permanecem de menores dimensdes até ao ano de idade e mais
leves até aos 4 meses, independentemente da raca ou se sao resultantes ou nao de
transferéncia de embrides (Fernandes et al. 2014; Meirelles et al. 2017; Robles et al. 2018).
Estas diferencas no crescimento até aos 4 meses tém sido atribuidas a uma reducao da
concentracdo plasmatica de Insulin-like Growth Factor-l (IGF-1) em poldros de éguas
primiparas. A reducdo dos niveis séricos de IGF-1 em poldros podera estar associada com a
menor quantidade IGF-1 no leite materno nas éguas primiparas (Cymbaluk e Laarveld 1996).
Em relacdo a idade materna, o seu aumento reduz o peso dos poldros até pelo menos os 6
meses de idade, nalgumas racas (Klewitz et al. 2015; Robles et al. 2018). Segundo a analise
epidemioldgica de Morley e Townsend (1997), a idade materna nao influencia o risco de
morbilidade entre os 15 dias e 1° ano de idade, no entanto, com o aumento da idade materna,
o risco de mortalidade do poldro apés os 15 dias de vida aumenta.

Apesar dos efeitos maternos, idade e paridade, influenciarem o desenvolvimento do
poldro até pelo menos os 18 meses de vida, nhum estudo recente em cavalos de corrida
concluiram que estes efeitos ndo influenciavam a morfologia do cavalo adulto de competicao

(Paksoy e Unal 2019). Em cavalos de saltos de obstaculos, as éguas primiparas produziram
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cavalos com menos sucesso ha competicao, especialmente em éguas primiparas com mais
de 10 anos. Excluindo a paridade e considerando apenas a idade, observou-se gque ndo havia
nenhum efeito sobre o desempenho desportivo dos descendentes (Palmer et al. 2018). Por
outra perspetiva, o0 aumento da idade materna em cavalos de corrida tende a diminuir a
performance dos descendentes (Morley e Towsend 1997). Em suma, as conclusdes sobre os
efeitos maternos no desempenho desportivo dos descendentes diferem, mostrando que
depende muito dos efeitos genéticos, epigenéticos, do desenho experimental do estudo e dos
critérios de selecdo para a idade e paridade. Os estudos sucessivos de Robles e
colaboradores (2018; 2019) refor¢caram a dificuldade em apresentar resultados repetiveis, pois
obtiveram resultados diferentes utilizando o mesmo criador.

Neste estudo, 0 peso da placenta correlacionou-se positivamente com o peso do
poldro as 24 horas. Os resultados permitem obervar um aumento de 3,35 kg do peso do poldro
por kilograma de aumento no peso placentario. Esta mesma relagdo também foi observada
por Elliott et al. (2009) em equinos Puro Sangue Inglés, mas com um aumento de 4,5 kg por
kilograma de aumento no peso placentario. Considerando que neste trabalho incluiram-se
éguas de diferentes racas e maioritariamente Lusitanas, com uma amostra reduzida é dificil
perceber alguma tendéncia em funcdo da raca. O peso da placenta mostrou também a mesma
tendéncia que o peso do poldro, aumentando com um consequente aumento da idade e
paridade maternas. A ligagdo entre 0 peso da placenta e a idade, tal como acontece com o
peso do poldro, é controverso entre os estudos (Wilsher e Allen 2003; Meirelles et al. 2017),
sendo uma variavel que geralmente tem uma relagdo mais direta com a paridade
(Derisoud et al. 2021). Ou seja, é dificil minimizar a influéncia da paridade nas andlises feitas
apenas com a idade. No estudo por Meirelles et al. (2017), por exemplo, o0 peso da placenta
nao variou entre os diferentes grupos etarios, mas aumentou em éguas com mais de 4 partos.
Em relacdo a paridade os efeitos ja sdo mais unanimes, sendo as placentas de éguas
primiparas mais leves e menos volumosas comparando com éguas multiparas
(Wilsher e Allen 2003; Meirelles et al. 2017).

O peso da égua mostrou uma correlagcdo positiva com o peso do poldro. A dimenséao
materna, e por consequéncia a dimensdo uterina, influenciam marcadamente o
desenvolvimento placentario e fetal, pois limitam a area microscopica disponivel para a
comunicacgao entre o trofoblasto e o epitélio endometrial (Wilsher e Allen 2011). Dessa forma,
os resultados observados sdo compativeis com a literatura, pois quanto maior a égua
potencialmente maior sera o poldro. As diferencas no peso do poldro a nascenca parecem
persistir até a fase adulta apesar de haver algum grau de crescimento compensatorio e dessas
diferengcas serem minimizadas, salvaguardando que os estudos sobre esta temética

compararam os extremos em termos de peso materno, utilizando a transferéncia de embrides
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entre equinos de diferentes racas e poéneis (Tischner 2000; Allen et al. 2004; Peugnet et al.
2014).

2. A adaptacdo da MEC placentéaria consoante a idade materna

A maior parte dos estudos incluem sobretudo éguas jovens (<8 anos), que produzem
placentas mais leves e menos volumosas, sendo que a Unica diferenca em comparagédo com
as éguas velhas parece ser uma diminuicdo do tecido conjuntivo microcotilédonario e
alantoico (Robles et al. 2018), bem como uma menor densidade do trofoblasto hemotréfico no
corpo placentério (Meirelles et al. 2017). No mesmo seguimento, o estudo pioneiro realizado
no nosso laboratério por Neto da Silva et al. (2022) concluiu que as éguas mais velhas
originavam placentas mais pesadas, mais vascularizadas e com maior deposicdo de
colagénio, sobretudo no corno gravido.

Neste estudo os niveis de transcricdo dos COL1A1 e COL3A1 revelaram a mesma
tendéncia observada por Neto da Silva et al. (2022), com uma expressao génica dos
respetivos tipos de colagénio mais marcada e distinta no corno gravido das éguas velhas em
relacdo as restantes porgdes. Contudo, a quantificagéo pelo método de ELISA ndo apresentou
as mesmas tendéncias observadas nos niveis de transcritos de mRNA, sendo que o colagénio
do tipo | apresentou uma diminuicdo no corno gravido das éguas velhas. Os niveis de proteina
de COL Ill ndo apresentaram diferencas entre os grupos, porém verificaram-se concentracdes
cerca de 9,91 vezes superiores ao COL I. Comparado com a placenta na espécie humana
onde COL lll é sintetizado em menores quantidades (Iwahashi et al. 1996), na placenta equina
este parece ser o tipo de colagénio predominante. Tanto os niveis de proteina de COL | como
de COL IlIl, seguiram a mesma tendéncia dos niveis de transcricdo de mMRNA, sendo o corno
ndo gravido a por¢do que apresentou valores inferiores nas éguas jovens.

Uma das razdes para esta discrepancia entre os niveis de mRNA e a quantidade de
proteina deve-se a correlagdo ténue entre 0s mesmos, visto que apenas 40% da variacdo da
concentracdo proteica pode ser explicada diretamente pelos niveis de mRNA. Os outros 60%
incluem as restantes fases da regulacdo da expressdo génica e, também, o0s erros
laboratoriais (Abreu et al. 2009). A regulacéo da expressao génica assenta sobre a regulacéo
diferenciada dentro dos varios processos necessarios para a expressdo génica,
nomeadamente, a transcricdo, a pos-transcricdo e a traducao. As discrepancias possiveis
entre os parametros relativos a expressdo génica estdo, por isso, associadas ndo sO a
alteracdes nestes processos, especificamente na pos-transcri¢cdo e traducao, mas também a
degradacéo proteica (Breschi et al. 2016). Um dos principais mecanismos da regulacdo da
transcricdo € a remodelacdo da cromatina, por meio de modificacdes de histonas e a ligagéo
de proteinas reguladoras (Pinhel et al. 2023). Na poés-transcrigdo, as modificagdes quimicas

no mMRNA, como a metilacdo do RNA, ainda ndo estdo bem compreendidas. Esta linha de
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investigacdo da epigenética do RNA ou epitranscritbmica, estuda os efeitos da modificacéo
do mRNA na expresséo génica, sendo um mecanismo adicional no controlo da expressao
génica e que, eventualmente, também influenciara a sintese proteica (Hsu et al. 2017,
Seo e Kleiner 2021). Os microRNAs sdo outro mecanismo especifico que desestabiliza o
MRNA, reduzindo os seus niveis, e conseguem reprimir a traducdo, ndo alterando os niveis
de mRNA (Baek et al. 2008). A regulacdo pds-transcricional revelou ser de extrema
importancia em células em stress oxidativo, independentemente de se verificar um aumento
ou uma diminui¢cdo da expressdo geénica (Vogel et al. 2011). Em mamiferos, os mRNAs s&o
produzidos a uma taxa bastante inferior em comparacdo com as proteinas, sendo menos
estaveis e com um tempo de semi-vida médio de 9 horas, comparado com 46 horas para as
proteinas. Além disso, esta descrito o papel predominante da traducéo no controlo dos niveis
de proteina na célula (Schwanh&ausser et al. 2011). Portanto, € possivel perceber que diversos
mecanismos podem afetar a sintese proteica e conjuntamente ter um maior impacto nos niveis
proteicos, do que apenas os niveis de transcricdo de RNA. Isto podera explicar as diferencas
observadas entre os niveis de mRNA e de proteina no colagénio dos tipos | e Il na placenta,
uma vez que s6 estamos a analisar duas etapas que sao 0s extremos, no conjunto de
mecanismos reguladores da expressdo génica e da sintese proteica.

A integridade funcional de diversos tecidos tem sido atribuida ao racio de colagénio
I/lll. © aumento do mesmo pode estar associado a um aumento da rigidez do coragéo levando,
consequentemente, ao desenvolvimento de cardiomiopatias (Beam et al. 2015).
Contrariamente, a reducéo deste racio, quer por aumento da degradac¢éo do COL | quer por
aumento da sintese de COL lll, parece ter um papel no desenvolvimento de hérnias
(Klinge et al. 2000). Os efeitos observados advém das caracteristicas especificas de cada tipo
de colagénio. O colagénio do tipo | é composto por fibrilas rigidas e fortes, enquanto as fibrilas
colagénio do tipo Ill sdo consideradas mais elasticas, fracas e imaturas (Brown et al. 2017).
Neste trabalho verificou-se uma maior propor¢céao de COL Il o que sugere que a placenta é
um 6érgao com uma elevada elasticidade, facto concordante com a sua funcéo, uma vez que
necessitou de se adaptar progressivamente ao desenvolvimento do poldro. Mais estudos em
diferentes fases da gestacdo sao necessarios para perceber se esta propor¢cdo € constante
ao longo de toda a gestacao na égua, visto que na espécie humana varia ao longo da gestacéo
(lwahashi et al. 1996).

No corno placentario ndo gravido, os menores niveis de transcricdo na maioria dos
genes, em ambos os grupos de éguas, e a menor quantidade de COL | e lll, apenas nas éguas
jovens, complementam os dados obtidos em outros estudos. O estudo de Meirelles et al.
(2017) verificou ndo s6 que o volume total do corno ndo gravido era substancialmente inferior
ao corno gravido, como o volume de vasos alantoicos, a area total de villi placentéarios e o

comprimento dos microcotilédones. Desta forma, a diferente estrutura e vascularizagdo do
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corno nao gravido, onde existe um menor desenvolvimento da vascularizacdo, observado
também em Neto da Silva et al. (2022), pode justificar a menor expressao génica e 0s menores
niveis de proteina. As diferencas observadas entre o corno nao gravido, corno gravido e o
corpo da placenta realcam a heterogeneidade estrutural e funcional do tecido placentario em
funcao da porc¢ao.

O facto de nao termos observado diferencas nos niveis proteicos de colagénio dos
tipos | e Il entre os grupos de éguas jovens e velhas ndo exclui a hipotese de outros
componentes do tecido conjuntivo ou da vascularizacao estarem alterados, visto que o0s niveis
de transcricdo tanto dos genes referentes ao colagénio como as DNMTs mostraram
diferencas da transcricdo génica entre grupos e o proprio peso placentéario correlacionou-se
positivamente com a idade, ainda que de uma forma moderada. A circulacdo sanguinea é o
principal fator determinante da funcao placentaria, do crescimento fetal e da vascularizacéo,
possuindo um papel central no desenvolvimento e ramificacdo das vilosidades coriénicas
(Burton et al. 2009). Em equinos, as trocas hemotréficas dependem primariamente da
organizacdo da vasculatura e do tamanho dos microcotilédones, com o continuo
desenvolvimento de novas vilosidades ao longo da gestagéo (Abd-Elnaeim et al. 2006). Uma
possivel explicacdo para este aumento do peso da placenta com a idade é o aumento da
superficie microcotilédonéria em placentas de éguas mais velhas em relagdo as éguas jovens.
Os microcotilédones fornecem uma area de superficie extensa que maximiza o contacto entre
o epitélio placentario e maternal, favorecendo o desenvolvimento e crescimento fetal
(Fowden et al. 2006). As éguas multiparas caracterizam-se por desenvolver microcotilédones
mais extensos, com uma maior densidade e complexidade em todas as porgdes da placenta,
salientando que no corno gravido esse aumento de superficie microcotiledonéaria é
significativamente mais marcado (Meirelles et al. 2017). Com esta maximizagdo da
comunicacado hemotrofica, advém a necessidade de um suporte estrutural correspondente. O
estroma destas vilosidades € sustentado e os capilares envolvidos por um conjunto
organizado de fibrilas de colagénio, dos tipos I, Ill, IV e V, dispostas em multiplas direcdes
(Sati et al. 2008). De igual modo, na placenta equina, o colagénio dos tipos | e Il também foi
observado no estroma das vilosidades coridnicas, sendo que nas éguas velhas (10-15 anos)
revelaram uma maior espessura da placa corial (Neto da Silva et al. 2022). Posto isto,
considerando que o grupo das éguas velhas inclui apenas multiparas, e em concordancia com
0s autores supramencionados, é provavel que este grupo continha placentas com uma maior
superficie microcotiledonaria. Consequentemente, o aporte sanguineo mais eficiente na
placenta promoveu o maior desenvolvimento fetal, contribuindo para o maior peso a nascenca
verificado nos descendentes das éguas velhas.

Segundo Sibley et al. (1997), quaisquer alteracbes na area de superficie,

vascularizagdo, expessura ou composicdo da barreira placentaria humana, afetam

41



diretamente a sua capacidade como interface fetomaterna. De facto, as alteracbes do
metabolismo placentario tém sido associadas a deposicdo de colagénio (Hirayama 1983),
sabendo que a fibrose altera a funcdo de um érgao, prejudicando o transporte de fluidos e
eletrolitos (Jellis et al. 2010). Todavia, nesta dissertacdo apenas foram observadas placentas
gue foram capazes de se adaptar e suportar a gestacdo até ao seu termo, na qual as
alteracBes observadas nos niveis de expressdo do colagénio s6 tiveram efeitos
aparentemente positivos, para além de que ndo se espelharam nos niveis proteicos de
colagénio. Isto podera significar que ndo s6 as adaptagfes estruturais da placenta eram
necessarias, como promoveram o maior desenvolvimento do poldro. Da mesma forma que
Wilsher e Allen (2003) propuseram a necessidade de capacitar o Utero, através de sucessivas
gestacdes, para atingir a sua eficiéncia reprodutiva maxima, € possivel que essa experiéncia
adquirida do Utero esteja refletida na placenta.

Assim, a placenta equina parece ser mais do que um 0Orgdo capaz de se adaptar a
situacdes adversas para levar a gestacdo a termo (Wilsher et al. 2021), mas também um 6rgéo
capaz de atingir maior eficiéncia fisiolégica, consoante o ambiente uterino presente. Este
principio reforga a opinido de outros investigadores, que destaca a importancia da égua no
desenvolvimento do poldro in utero, pés-natal (Allen et al. 2002; 2004; Meirelles et al. 2017,
Robles et al. 2018) e até no seu desempenho desportivo (Palmer et al. 2018). Porém, mais
estudos sdo necessarios para compreender quais sdo 0s principais componentes que se

alteram para promover esta melhor adaptacéo da placenta.

3. A modelacédo epigenética na MEC placentéria

A metilacdo do DNA € um mecanismo altamente varidvel dentro da placenta e entre
individuos (Avila et al. 2010). O imprinting monoalélico aleatorio e a inativagdo do cromossoma
X sdo exemplos de processos que sdo mais variaveis na placenta que em outros tecidos.
Apesar deste generalizado epipolimorfismo placentario, a metilacdo ainda é altamente
conservada em varias regides regulatdrias e dai a sua importancia na regulacdo da expresséo
génica placentaria (Decato et al. 2017). Alguns fatores, como 0 ambiente intrauterino, o sexo
do feto, complexidade do tecido e a grande heterogeneidade entre amostras sdo capazes de
influenciar a metilacdo do DNA na placenta e, consequentemente, o seu fendtipo,
repercutindo-se no desenvolvimento fetal. Para além disso, a variabilidade introduzida por
estes fatores é importante que seja integrada com a analise dos dados epigenéticos
(Wilson e Robinson 2017).

O primeiro estudo que abordou a metilagcdo do DNA na placenta equina, verificou uma
metilacdo global de DNA em placentas no termo da gestacdo inferior em éguas jovens e
primiparas em comparacdo com éguas velhas multiparas, sugerindo uma regulacéo

epigenética distinta em funcdo da idade e paridade maternas (Robles et al. 2019). Neste
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estudo avaliaram a percentagem de metilacdo em todo o genoma. Sendo informativo sobre a
tendéncia geral, ndo especifica os principais genes afetados nem os principais mecanismos
de metilagdo presentes. Esta analise tem um efeito diluidor, pois alguns loci estdo
hipometilados e outros hipermetilados e, ao camuflar estas informacées, pode influenciar as
respetivas conclusdes (O’Reilly 2016). Deste modo, a interpretacéo desta metilacdo global &
luz destas condicionantes € complexa e pouco precisa. Uma forma de olhar para estes
resultados € através da plasticidade placentaria, sendo que a placenta pode estar a
adaptar-se ao ambiente uterino e, apesar de se observar um hipometilagdo global, pode-se
estar a verificar, simultaneamente, uma hipermetilacdo focal que esta a favorecer o
desenvolvimento fetal e placentério, através, por exemplo, de uma vascularizagdo mais densa
e eficiente, verificada em estudos supracitados. A hipometilacéo global e hipermetilacéo focal
€ uma das semelhancas entre os epigenomas das células cancerigenas e placentarias,
descritas em humanos (Apicella et al. 2019). Além disso, este padrédo de metilagdo também é
caracteristico de tecidos mais envelhecidos (Jung e Pfeifer 2015), podendo-se estar a
observar uma possivel representacdo do metiloma do endométrio materno na placenta
eguina. No entanto, tanto quanto sabemos nao existem estudos que comprovem esta teoria.

Neste projeto tentamos compreender a expressao diferencial entre as principais
metilases de manutencdo, DNMT1, e de novo, DNMT3A e 3B, para aprofundar o
conhecimento sobre o relativo impacto de cada mecanismo na deposi¢do de colagénio. Os
resultados relativos aos niveis de transcricdo da DNMTL1 revelaram uma reducédo nas éguas
velhas em relagdo as éguas novas no corpo da placenta. O DNMT3A mostrou uma reducao
no corno gravido e ndo gravido das placentas de éguas velhas. O DNMT3B teve uma reducao
no corno gravido e no corpo da placenta das éguas velhas. A DNMT1, DNMT3A e DNMT3B
revelaram uma tendéncia oposta aos niveis de transcrigdo e proteicos do colagénio dos tipos
I e lll, sobretudo no corno gravido. Estes resultados demonstram uma relagéo inversa com 0s
niveis de transcricdo de colagénio, especialmente no corno gravido. Assumindo que a
diminuigc&o da transcricdo de DNMTs se pode traduzir numa reducéo da metilacdo, poderemos
estar a observar a redugédo de metilacdo nos genes referentes ao colagénio e/ou nos genes
que promovem a deposi¢cdo de colagénio (TIMPs), com um consequente aumento da
expressao de colagénio, ndo sendo neste caso acompanhado pelo respetivo aumento de
deposigéo.

A reducao da metilacdo, especificamente nos genes referentes ao colagénio, e
consequente aumento da expressao e deposicao de colagénio ja foi observada no contexto
do envelhecimento, em tecidos periodontais humanos (Takatsu et al. 1999), e em doencas
fibréticas (Dowson e O’Reilly 2016). Komatsu et al. (2012), na fibrose hepéatica, observou uma
hipometilacdo dos genes COL1A2 e TIMP1, acompanhados de maiores niveis de expressao.

Um estudo em ratos Sprague-Dawley, o TGF-B induziu alteracdes na metilagdo,
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conjuntamente com uma diminuicdo da expressdo DNMT1 e do DNMT3A, na regido
promotora do COL1A1 em multiplos CpG sites e um aumento subsequente da expresséo do
COL1A1 (Pan et al. 2013). O aumento de colagénio no tecido nao estd sempre associado a
uma reducdo da metilacdo do respetivo gene. Na endometrose, 0 aumento da gravidade da
mesma demonstrou um aumento da metilacdo sem alteracbes de transcricdo do gene
COL1A1, mas mesmo assim houve um aumento da concentragdo proteica de COL1 e COL3.
Os valores de transcricdo do TIMP1 também aumentaram com a gravidade da endometrose,
ndo tendo tido alterac6es no padrdo de metilacdo. Ao nivel das MMP2 e MMP9 houve uma
diminui¢é@o da transcri¢do, acompanhada de uma maior metilagéo na categoria lll. Este estudo
por Alpoim-Moreira et al. (2022) complementa os outros trabalhos, na medida em que mostra
que o aumento da deposicao de colagénio poderéa estar associado ao aumento da metilacdo
dos MMPs.

Nem todas as modificacbes encontradas na metilagdo do genoma resultam em
alteracdes nos niveis de expressao das proteinas (Wilson e Robinson 2017), como alias foi
observado no endométrio da égua (Alpoim-Moreira et al. 2022). O estudo de Ahsan et al.
(2017) sugere que a maioria das relagfes entre os niveis proteicos e a metilagdo do DNA
resultam mais da variacdo genética, do que da relagéo causal direta entre a metilacdo do DNA
e 0s niveis proteicos. Além disto, os proprios métodos para quantificagdo do mRNA podem
nao representar adequadamente a expressao génica, como ja foi supramencionado. Ao nivel
das DNMTs ndo temos dados que nos permitam perceber a presenca desta correlacédo
positiva, nem a sua atividade enzimatica no genoma ou local onde atuaram. Os niveis de
transcricdo de DNMTs s&o ainda assim informativos de que estes genes estdo ativos, logo,
epigeneticamente ndo foram silenciados, e a ser transcritos de forma diferenciada em funcéo
da idade materna. Contudo, 0 seu percurso na expressao génica pode ainda ser influenciado
até a sintese proteica, como ja foi mencionado para os colagénios dos tipos | e .

A metilagdo do DNA apresenta uma grande variacdo em funcdo do tipo celular,
acrescendo que num quadro patolégico as proporcdes entre os diferentes tipos celulares
também se alteram dentro do mesmo tecido (Jaffe e Irizarry 2014; Wilson e Robinson 2017).
De alguma forma, numa tentativa de corrigir os efeitos deste fator nos dados obtidos,
desenvolveram-se algoritmos para corrigir a composicéo celular e identificar alteracdes na
metilacdo do genoma que sejam independentes dos racios celulares em determinado tecido.
Em estudos onde a determinacéo do tipo celular é relativamente acessivel, como em amostras
de sangue, utilizam-se métodos baseados em referéncias, através de referéncias de
metilacdo do DNA especificas para cada tipo celular num tecido (Houseman et al. 2012). Para
tecidos onde ainda ndao foram desenvolvidos métodos baseados em referéncias, sao
utilizados métodos livres de referéncias, que reduzem marcadamente a variabilidade dos

dados e tentam mitigar os efeitos da composicdo celular em tecidos complexos
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(Houseman et al. 2014). Tanto quanto sabemos, estes métodos ainda nao foram validados
para placentas e o seu uso pode camuflar possiveis achados. Assim, Wilson e Robinson
(2017) sugerem trés cenarios que podem representar as alteracdes da metilacdo do DNA num
determinado tecido: as alteracdes de metilagdo podem ser transversais a todos os tipos
celulares, as alteracdes de metilacdo podem estar alteradas apenas num tipo celular dentro
de um tecido ou as alteracBes de metilacdo sdo apenas uma consequéncia de alteracfes das
propor¢des celulares no tecido. Sendo a placenta um 6rgdo constituido por mdltiplos tipos
celulares, em que o0 seu peso, neste estudo, a composicdo e estrutura, nos estudos ja
mencionados, variaram consoante a idade materna, a andlise dos niveis de transcricdo de
DNMTs nédo consegue ser corrigida em funcéo dos racios dos diferentes tipos celulares em
cada amostra e em cada grupo de éguas, 0 que nos leva a interpretar as tendéncias
observadas com especial cuidado, pois existe uma grande variabilidade que pode ou néo
estar a influenciar os niveis de transcricdo destes genes. As propor¢cdes dos tipos celulares
podem ser de extrema relevancia pois existe uma forte possibilidade de estarem causalmente
interligados com o fendétipo observado. Mesmo utilizando métodos que removem esta
variabilidade, é provavel que a mesma se mantenha pois nédo é claro quantos tipos celulares
estdo presentes num determinado tecido e se cada tipo celular se carateriza por ser uma
variavel discreta ou continua, em funcdo de alteragbes nos perfis moleculares
(Lappalainen e Greally 2017).

Apesar de estarem reportadas alteragcdes na metilagdo do DNA na pré-eclampsia e no
crescimento uterino restrito em humanos, a taxa de reprodutibilidade e a capacidade de
previsdo continuam relativamente baixas (Yeung et al. 2016). Uma das razfes descritas para
a baixa reprodutibilidade é a técnica de amostragem. Como ja foi supramencionado, a
metilacdo do DNA é extremamente variavel ao longo da placenta, dai a importancia de se ter
recolhido e analisado diferentes por¢des da placenta. Enquanto, por um lado, ja existe alguma
evidéncia de que alguns genes se expressam de maneira diferente em funcdo da localizagéo,
tal como as diferencas encontradas entre o corno gravido e as restantes porcées em equinos,
observado neste estudo e em Neto da Silva et al. (2022), e em medicina humana com a
distancia a partir do cordao umbilical ou o lado fetal versus o lado maternal (Sood et al. 2006),
por outro lado, as diferencas de metilacdo do DNA consoante a localiza¢do ainda ndo foram

totalmente estudadas e compreendidas na placenta.
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V — Conclusdes

O ambiente intrauterino tem uma forte influéncia no desenvolvimento e funcdo da
placenta equina. Neste estudo e a semelhanca da literatura disponivel, a placenta equina
revelou uma grande plasticidade, qualidade necesséria a qualquer organismo em constante
evolugdo. As suas capacidades adaptativas promoveram um maior desenvolvimento do
poldro, traduzindo-se num maior peso do poldro a nascenca. Deste modo, os achados
encontrados reafirmam a relevancia da égua, ao nivel da sua saude geral e reprodutiva, no
desenvolvimento do poldro.

De acordo com as fontes bibliograficas de que dispomos, este foi 0 primeiro estudo a
abordar diretamente a regulacédo epigenética em placentas de equinos, através da analise das
principais DNMTs. Foi tracada uma possivel relacao entre a metilagdo do DNA e a expresséo
génica diferencial de colagénio na placenta, em funcdo da por¢cdo uterina e em associacéo
com a idade materna. Apesar das relagdes inferidas a partir dos resultados e atendendo aos
diversos fatores capazes de interferir na metilacdo do DNA, na expresséo génica e na sintese
proteica, mais estudos s@o necessarios para comprovar uma possivel relagdo causal entre a
metilagdo do DNA e a deposicdo de colagénio. Principalmente, ao nivel da regulacdo da
expressao génica dos colagénios dos tipos | e lll é possivel compreender a importancia dos
mecanismos regulatérios pds-transcricionais, de modo a compensarem e favorecerem a
sintese de colagénio necessaria para a normal estrutura e funcdo da placenta equina.
Esperamos que este trabalho incentive o interesse por esta area de investigagéo e leve a
elaboragéo de estudos mais ambiciosos, com uso de técnicas mais especificas para andlise
da metilagdo, como a pirosequenciacdo. Embora ndo estando ainda totalmente
compreendida, a plasticidade fenotipica da placenta equina parece estar associada a
plasticidade epigenética. Sendo a placenta um o6rgdo particular, ndo s6 esta relacéo
complementa o conhecimento sobre a fisiologia do mesmo, como pode originar novas

abordagens ao nivel do diagnéstico e das modalidades terapéuticas.
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VIl — Anexos

Anexo 1 - Formulario de colheita das amostras de placenta

SAMPLE COLLECTION FORM
Collection date:

Mare

Name: Breed: Age:

Weight after foaling (kg):

Repreductive history:

Gestation length (days):

Foaling date:

Foaling history:

Foal

i Breed: Foal weight at 24h (kg): Gender:

Observations:

Placenta

Placenta passed (hours post-partum):

Placental weight (kg):
Umbilical cord length (cm)):

! Abnormal findings (indicate in figure 1):

Figure 1 - Choricallaniois
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Anexo 2 — Continuacédo do formulario de colheita das amostras de placenta

| Vascular Patterns (select the pattern observed)

Type | Type Il Type llI

Figure 2 - Three vascular patterns of the equine placenta (baszed on Whitehead et zl. 2003) J
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Anexo 3 — Protocolo de colheita das amostras de placenta

COLLECTION OF EQUINE PLACENTAL SAMPLES
INSTRUCTIONS:
PREPARATION OF THE COLLECTING MATERIAL

1. For each mare, prepare:

- 1 red-top blood collection tube (dry tube), 10ml (for serum);

- 1 purple-top blood collection tube (EDTA), 10ml (for plasma);

- 5 cryotubes (labelled A to E), with 1ml of RNA Later® (for RNA extraction);

- 5 Falcon tubes (labelled A to E), with (5ml of buffered 4% formaldehyde solution (for
histopathology).

COLLECTING MATERNAL BLOOD SAMPLES

1. Collect maternal blood into both a red-top and a purple-top (EDTA) blood collection tube.
2. Keep the tubes at 4°C until centrifugation (for 15min., 4°C, 1,000g). Pipette out the serum (red
top- dry tube) or plasma (purple top- EDTA tubes) and keep them in Eppendorf tubes, marked with

the mare’s name, date and if it is serum (S) or plasma (P). Keep at -20°C until analysis.

COLLECTING PLACENTAL SAMPLES

1. If possible, take digital photos of the placenta;

2. Record the placental weight and measurements in the form below;

3. Turn the placenta inside out, in order to have the allantoic surface inside and the chorionic
surface facing outside;

4. Collect the samples (approximately size of 2x2cm and 1cm thick, each) from different parts of
the placenta, as indicated in figure 1. From each location (A to E), please collect 2 samples: place

one of them in an RNA Later tube, and the other one in a formalin tube.

Figure 1 — Location of collection sites: A — gravid horn; C — non-gravid horn; E - body

5. Keep the RNA Later tubes at 4°C for about 24h, and then transfer them to -80°C or -20°C. Keep
the formalin tubes at room temperature.

62




