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INTRODUZIONE

Lo sviluppo e la funzionalita della placenta infilagano direttamente
la crescita ed il benessere del feto all'interndl'utiero, quindi
qualsiasi problema strutturale o funzionale deliEcenta influenzera
lo sviluppo del feto. Il termine disfunzione plata® indica un
fallimento della placenta nel soddisfare le cre8cessigenze
metaboliche del feto con il progredire della grawida. Tutte le
patologie che interessano l'unita utero-placentamee per esempio le
placentiti, possono causare una riduzione dell’appdi nutrienti ed
ossigeno al feto stesso con conseguenti alteradelto sviluppo e
della crescita; questo, nei casi piu gravi, puotgrer ad aborto o
prematurita, ma piu spesso causa la nascita ddpulésmaturi e/o
affetti da Sindrome da Asfissia Perinatale.

Il falimento della placenta nel soddisfare le ragte di ossigeno e
substrati comporta una serie di risposte fetali memsatorie. |l feto
umano possiede sistemi ben sviluppati di rispoatdigvascolare per
proteggere gli organi vitali dagli effetti negativdell'ipossia e
dell'asfissia.

L’asfissia intrauterina altera il metabolismo aclulse, causando una
acidosi metabolica con conseguente danno cellutadéversi organi
quali il cuore, i reni, il fegato ed il cervello.

La comprensione di queste risposte e delle loro ifestazioni
cliniche é importante per I'ottimizzazione dellsstigne clinica e per

la scelta degli interventi terapeutici in questogasso fisiopatologico.



SEZIONE A: APPROFONDIMENTO BIBLIOGRAFICO

CAPITOLO 1: LA PLACENTA EQUINA

1.1 FORMAZIONE DELLA PLACENTA

1.1.1 Trasporto nell’'ovidutto

Avvenuta la fusione tra spermatozoo capacitato Ieillaeuovo, lo
zigote deve attraversare 'ovidotto per raggiungarero nel quale
impiantarsi. Nella specie equina, per compiere udggitto €
necessario un tempo piuttosto lungo e solo dopo @atni
dallovulazione lo zigote raggiunge l'utero (Alle2001). Solo gli
embrioni entrano nella cavita uterina; gli oocibhnfecondati vengono
ritenuti nelle tube uterine. Dal raggiungimentolaatadio di morula
compatta fino al quinto giorno circa, I'embrione i@ grado di
secernere PGE L’azione locale delle prostaglandine promuove |l
rilasciamento della muscolatura liscia dell'ovidotfavorendo la
progressione e larrivo in utero dell’'embrione eir@4 ore dopo;
quindi €& proprio questa capacita secretoria cheicwass |l

raggiungimento dell’'utero (Allen, 2001).

1.1.2 Riconoscimento materno di gravidanza

La presenza del corpo luteo e la sua continua zHeoee di
progesterone sono necessari per il proseguimetiwo glavidanza. i
riconoscimento materno della gravidanza avvienmamiera del tutto
particolare nella specie equina. A differenza dtreal specie,
I'embrione rimane sferico per la presenza dellssapfino a circa il

giorno 21, quando la capsula viene persa, ed istquaodo e libero



di muoversi spinto dalle contrazioni peristalticdel miometrio,
segnalando cosi la presenza del conceptus a ttmlometrio
(Ginther, 1985). Questa mobilita termina dopo 16-gibrni
dall’ovulazione con la fissazione, un processo un d miometrio
aumenta di tonicita e fa in modo che I'embriondéesmi alla base di

una delle due corna (Allen e Stewart, 2001).

1.1.3 Embriogenesi e sviluppo degli invogli

Quando la morula arriva nell’utero, per assunzidnkquido uterino
si sviluppa la blastocisti. Si tratta di una forme@z vescicolare, che
presenta internamente uno spazio cavo centrale itcadi
segmentazione o blastocele) ed e costituita da strato cellulare
esterno (trofoblasto) e da una massa cellularernate(nodo
embrionale) (Barone, 1994). Dal nodo embrionale,deaminazione
si differenziano I'endoderma, un monostrato cetkilall’interno del
trofoblasto, e l'ectoderma che rappresenta la matisacellule
indifferenziate del nodo embrionale. Tra ectodeenmandoderma si
differenzia I mesoderma, che mediante la somatwale sua
emanazione, va ad accollarsi al trofoblasto formoardorion. Per
I'affondarsi dell’embrioblasto nella cavita del fimblasto, i margini di
questo si innalzano ad arco fino a chiudersi s6praa embrionale.
Origina cosi I'amnios, il cui rivestimento interr® rappresentato
dall’'epitelio trofoblastico. Nel cavallo si forma H3-16 giorni dal
concepimento (Richter e Gb6tze,1986).

L’'embrione prima dellimpianto si nutre dellistimfo o “latte
uterino”, secreto dalle ghiandole dell’'endometrmite stimolo del

progesterone, che ne permette un rapido accreswnmeparticolare a



carico della capsula alla quale aderiscono le pretehe costituiscono
il secreto (Allen, 2001). Questo involucro € casttt da proteine
mucino-simili e acido sialico, che con la sua aanegativa facilita il
movimento dell’embrione nell’utero (Flood, 2003)a Lcapsula ha
inoltre la funzione di costituire una barriera ¢hpedisce il contatto
delle cellule materne con I'embrione e favorisceralsferimento di
nutrienti al conceptus (Kenney, 2003).

Intorno al 21° giorno dopo l'ovulazione, questa utdp inizia ad
essere degradata da enzimi proteolitici secretdalarofoblasto che
dal’endometrio (Allen, 2001). Amoroso (1952) evid&® che le
cellule del trofoblasto si moltiplicano e vanno eotpudere nelle
ghiandole endometriali assicurando cosi nutrimeetoadesione
dell’embrione all’endometrio. L’'embrione diventasidile ad un polo
della vescicola dal 20° giorno e si possono distang il cuore
primitivo, che pompa gia sangue verso l'arteriaeliina, e una
miriade di piccoli vasi che si sviluppano nel mesmmada (Allen e
Stewart, 2001). L’allantoide e, in questa fase aaliluppo, una
protuberanza dell'intestino posteriore che in skEguicresce
rapidamente fino a sovrastare I'embrione e a faidawn il corion,
formando cosi l'allantocorion (Allen, 2001).

Dall'amnios e dal foglietto allantoideo origina egoe I'allantoamnios.
Il corion riceve a questo punto la vascolarizzagidall'allantoide, e
diventa allantocorion. Entrambe queste membran®lgomo i vasi
ombelicali, che successivamente si allungano, ibu@ndo a formare
il cordone ombelicale che collega gli invogli fetal feto (Richter e
Goétze, 1986).



1.1.4. Reazione delle coppe endometriali

Tra il 25° ed il 35° giorno dopo l'ovulazione, slsuperficie del
corion compare un sottile ispessimento a forma rilla. Questa
cintura va a formare una serie di profonde ondataznel corion, che
sono dovute all'iperplasia delle cellule del trdédio. Le pieghe si

approfondano e divengono delle estese creste @igur

Figura 1. Coppe endometriali (da Allen, 2001).

Dal 36° giorno, la cresta si stacca dalle membifatadi e le cellule
specializzate si dirigono verso la membrana badaléendometrio,
da qui alle ghiandole endometriali e, rimuovenddee cellule
epiteliali, raggiungono lo stroma del’endometiGene cosi a crearsi
una serie di placche rilevate che si dispongonaiioolo attorno
all’embrione. Queste strutture sono denominate geopndometriali”
e si presentano circolari, di 2 mm di diametro®@m di profondita.
Hanno una crescita progressiva, raggiungendo lambione massima

a circa 70 giorni di gestazione, quando il loroedpdiviene anche



caratterizzato dall'iperplasia dei margini e da uh@generazione
centrale che conferisce loro un aspetto pallidtoldgicamente le
coppe endometriali sono formate da una massa Mbileapitelioidi

binucleate fittamente stipate, ed intercalate ai e alla porzione
dilatata del fondo delle ghiandole endometrialilaAperiferia della
coppa sono presenti larghi spazi in cui confluisc@asmacellule,
linfociti, macrofagi e eosinofili, che saranno detmanti nella

distruzione della coppa stessa. Questa struttwe idéatti degenerare

perché si possa successivamente formare l'unita fdacentare
(Allen, 2001).

Figura 2. Aspetto macroscopico e microscopico delle copmoeretriali (EC)
(Wilsher e Allen, 2009).

Verso il 70° giorno di gestazione, si assiste acgiumento imponente
dei linfociti che vanno a formare una vera barriere separa i tessuti
fetali da quelli materni, per poi attaccare dinektate le coppe
endometriali e accelerarne la morte (Allen e Stew2001).

Queste strutture hanno un importante ruolo ormotaleellule che le

compongono secernono infatti glicoproteine ad p#so molecolare,

tra cui 'eCG (gonadotropina corionica equina).
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Questo ormone ha un’azione LH-simile che favorista

luteinizzazione, con o0 senza ovulazione dei follicdominanti

formatisi in seguito alle ondate di crescita falere. Queste
persistono infatti nella prima meta della gravidaime conseguenza di
un rilascio ciclico di FSH da parte dell'ipofisin | questo modo
vengono a formarsi una serie di corpi lutei acoesdoe persistono
fino a meta gestazione, fino a quando cioe la pkaceon é in grado
di mantenere una concentrazione di progesteroriigisufe a portare
a termine la gravidanza. L'’eCG induce inoltre urmaato della
concentrazione di estrogeni, in particolare vefr§®@1 giorno, quando

inizia anche la produzione fetoplacentare (AlleG0D).

1.1.5. Placentazione

Verso il 45° giorno di gravidanza, le cellule daiofoblasto
cominciano a stabilire una reale connessione cemdbmetrio.
Sull’allantocorion compaiono i microvilli che sigariscono poi nelle

corrispondenti cripte endometriali (Richter e G{tiZ@86).
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Figura 3. Aspetto dei microcotiledoni (Wilsher e Allen, 2009

I microvilli sono delle strutture vascolari mesemaali avvolte da

cellule trofoblastiche e da cellule binucleateagi. | microvilli
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corionici si interdigitano con le pliche riccamentscolarizzate della
superficie endometriale. La loro funzione consisédi’avvicinare i
vasi fetali a quelli materni (Hafez, 1993).

La superficie corionica della placenta € copertajgasi tutta la sua

estensione da un tappeto di piccoli rilievi ros®ironastri debolmente

ingranati nelle cripte della mucosa uterina, deticrocotiledoni
(Barone, 1994) che si formano fra il 75° ed il 10§idrno dalla
fecondazione (Hafez, 1993).

Figura 4. Arborizzazioni terminali dei microcotiledoni vis@él microscopio

elettronico a scansione (Abd-Elnnaeim et al., 2003)

| villi si ramificano da entrambi i versanti, mater e fetale, poi al
120° giorno di gestazione si costituisce il micridledone, la prima
unita di scambio emotrofica placentare. || micrdedbne ha una
forma rotondeggiante e va ad incastrarsi nella ooemuncola
costituendo il microplacentoma che ha un diametr@4®-260 um
(Figura 3). Ogni microcotiledone € formato da 448 Yerminali,
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ognuno dei quali si divide in 6-8 villi intermediiascuno dei quali da

origine a 4-5 villi terminali (Abd-Elnnaeim et a003).

Fetal side of microcotyledon Chorioallantois Imbilical vessels

Openings of
uterine glands

Uterine

epithelium‘"\——.._-,;_ )

eSO Microcotyledon
SR {

IMaternal side of
microcotyledon

Uterine vein

Figura 5. Irrorazione del microcotiledone (da Allen, 2001).

Ogni microcotiledone ¢ irrorato da un’arteria didiwegrande calibro
da parte materna e da una di grandezza equivatlenigarte fetale
(Steven e Samuel, 1975). L'arteria microcotiledenaraterna, dopo
aver percorso un breve e tortuoso percorso si @iund4-5 arterie
terminali, che ramificandosi ulteriormente dann@ioe ad una rete
capillare da cui originano delle venule che cosftono in un’unica
vena drenante. Dal versante fetale ogni microatiibe e irrorato da
un’arteria centrale e drenato da due vene situdéi @i quest’ultima
(Figura 6) (Abd-Elnnaeim et al.,, 2003)n nessuna fase della
gravidanza si stabilisce comunicazione direttaveasi materni e vasi

fetali (Richter e Gotze, 1986). In condizioni figgiche il sangue
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materno e quello del’embrione non si mescolangtesnfatti una

separazione costituita dalla barriera placentare.

W

Figura 6. Rappresentazione schematica del microplacentora.=Farteria
microcotiledonare fetale; FV = vena microcotiled@ndetale; MA = arteria
materna microcaruncolare; MV = vena materna migtouznlare; C complex =
rete capillare. Le freccie mostrano la direzionkfldsso sanguigno nei vasi fetali
e materni (da Abd-Elnnaeim et al., 2003).

In seguito all'instaurarsi della placentazione, gkiandole uterine
continuano ancora a secernere il loro prodotto @eaano delle zone
dette areole in cui si concentra il secreto prot&lee costituisce una
sorta di nutrizione istiotrofica indispensabile addisfare le richieste
per la crescita del feto (Allen, 2001). Lo svilupdella placenta é

completo a 150 giorni di gestazione (Asbury e LeB|al993).

14



1.2. MORFOLOGIA DELLA PLACENTA
1.2.1 Forma e peso

La placenta equina e definita di tipepitelio-coriale diffusa dal
momento che i villi ricoprono totalmente la supadiin rapporto con
'endometrio, eadeciduaperché al momento del distacco dall’'utero
non si ha perdita di sangue materno. Alla fine adgitavidanza la
placenta rispecchia la conformazione dell'utero emad (Cottril,
1991), ed il suo peso, dopo il secondamento, daearormalmente
corrispondere a circa il 10-12% del peso del puledita nascita
(Vaala, 2002).

Gli annessi embrionali derivano dalle parti dellaskocisti che non
appartengono allembrione. Tra essi, due costituiecdei veri e
propri involucri: il piu esterno € il corion; l'ath che racchiude
I'embrione e poi il feto, € I'amnios. Altri due aessi, il sacco vitellino
e l'allantoide, sono di origine endoblastica e tosicono ciascuno
una vescicola il cui volume e conformazione variamuto a seconda
del periodo e della specie. Il cordone ombelicaie uhisce

allembrione (Barone, 1994).

1.2.2.Sacco Vitellino

Deriva dalla cavita della blastocisti e risultaiofato dal foglietto
viscerale del mesoderma. E’ la membrana fetale giacola per
dimensioni riducendosi durante lo sviluppo embrien@guggini et
al., 1998). E’ un annesso embrionale transitor® ka il compito di
assicurare con la sua rete sanguigna i primi scaradiembrione e
'ambiente uterino. La rete vascolare vitellinagobccupa lo strato

periferico del mesoblasto extraembrionale, € motica prima che si
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formi la circolazione allantoidea, per poi regredr partire dal quarto
mese e l'insieme si riduce ad un tratto vestigialseno al cordone
ombelicale fino agli ultimi mesi di gravidanza (Bae, 1994). Dalla
fusione del sacco vitellino con il corion deriveorifaloplacenta
(Aguggini et al., 1998), una placenta primitivatdeanche placenta
corio-vitellina. Essa regredisce entro il terzo enafi gestazione
(Veggetti, 1987), ed é rapidamente sostituita daallanto-placenta o
placenta corio-allantoidea, irrorata dai vasi ondadil e che persiste

fino alla nascita (Barone, 1994).

1.2.3. Allantocorion

L’allantocorion € costituito da due versanti distimno corionico che
prende attacco sull’'endometrio e uno che invecester 'omonima
cavita allantoidea. Il corion € caratterizzato agltesenza di villi che
entrano nelle cripte uterine, mentre la superfdi@ntoidea si presenta
liscia, lucida e solcata da una ricca rete di {asithter e G6tze,1986).
| villi coriali sono formati da uno stroma mesemuohle riccamente
vascolarizzato da vasi di derivazione allantoidea.superficie del
villo e ricoperta da epitelio isoprismatico semel{®/eggetti, 1987).

Il corion & un sacco membranoso che costituisngdilio piu esterno
del conceptus, modellato secondo la forma dellutélella placenta
diffusa degli equidi, tutta la superficie corialeepenta un aspetto
vellutato e mostra ovunque dei piccoli ciuffi diarovilli.
L'ultrastruttura dell’unita utero-placentare e imel molto simile a
qguella del polmone. Infatti la barriera alveolas thammiferi risulta
costituita da capillari non fenestrati, da uno tstréormato dalla
fusione della membrana basale di questi con I'epieeda un epitelio

che nel polmone € in contatto con I'aria, mentridan@acenta equina
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e in apposizione con l'epitelio uterino. In modortmalare, la
somiglianza tra i due tessuti € evidente nellotstrsubepiteliale
formato dall’endotelio e dalla membrana basal@tstche in entrambi
risulta essere notevolmente sottile. L'epitelio detion invece, pur
assottigliandosi molto nel corso della gravidanzsoprattutto negli
ultimi due mesi di gestazione, rimane comunque rsoi@eai 2,4-3um
di spessore, di molto maggiore rispetto a quelleahre (Steven e
Samuel, 1975).

1.2.4. Allantoamnios

L’amniogenesi nella specie equina si sviluppa dalbne delle due
pieghe amniotiche formate dall’ectoderma e daliéttyl parietale del
mesoderma. La faccia esterna e completamente itasest
dall’allantoide, che lo separa dal corion. E’ pesaoda alcuni grossi
vasi flessuosi, rivestiti da una spessa guaina ettimale biancastra.
La sua faccia interna, liscia, presenta delle peccpapille
glicogeniche che son piu numerose in prossimitdildeldove la
rendono rugosa (Barone, 1994). L’allantoamnios e séconda
membrana che compone l'insieme degli invogli fetalderiva dalla
fusione dell’amnios, tessuto ectodermico, condiatibide, di origine
endodermica, mediante l'interposizione di tessuaionettivo (Asbury
e LeBlanc, 1993). Si presenta come una membraskdida solcata
da una ricca rete di vasi, con uno spessore noterde ridotto
rispetto all’allantocorion. Inoltre esso si adatt&eno alla forma
dell'utero, poiché riveste direttamente il feto idélando la cavita
amniotica (Richter e Go6tze ,1986). La sua paretilese trasparente,
ma resistente, delimita la cavita amniotica, coaté® il liquido

amniotico nel quale é sospeso I'embrione (Baro@@41
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1.2.6 Cordone ombelicale

Il cordone ombelicale rappresenta la reale conoessdel feto con
I'organo placenta (Schlafer, 2003). La sua lunghezzia da 50 a 100
cm (Asbury e LeBlanc, 1993), ed e sempre possitidénguere in
€SS0 una porzione amniotica ed una allantoideas$o scorrono una
vena, due arterie, e solo nella porzione amniotigegco, che collega
la vescica del feto alla cavita allantoidea. Iltdw& sostenuto da tessuto
connettivo chiamato gelatina di Warthon. Nella pmme allantoidea
in realta le vene sono due, e si uniscono propregmalmente all’
inserzione dell'amnios sul cordone (Schlafer, 20@8)interno del
cordone ombelicale o nel celoma extraembrionaled m@ssere
rinvenuto anche il residuo del sacco vitellino (YMall e Jeffcott,
1975). Normalmente il cordone ombelicale appareakyip a causa

dei movimenti fetali (Schlafer, 2003).

1.3. LIQUIDI FETALI

1.3.1Liquido allantoideo

E’ il fluido fetale piu abbondante, oscillando g 8 e i 15 litri. E’
costituito da urine ipotoniche e da altri prodditiescrezione del feto
(Asbury e LeBlanc, 1993). Il suo colore e giallorroae, torbido
(Whitwell e Jeffcott, 1975), e la sua funzione &ltpudi mantenere la
pressione osmotica del plasma del feto, impedeageidita di fluidi
nella circolazione materna. Nel liquido allantoidepresente un corpo
galleggiante o peduncolato di forma discoidale rlaitp ippomane.
Le sue dimensioni sono di circa 15 cm e il suo pesh circa 200

grammi (Asbury e LeBlanc, 1993). L'ippomane derda residui di
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latte uterino non utilizzati, che si addensano famdo strati

concentrici (Richter e Gotze ,1986).

1.3.2 Liguido amniotico

Il liquido amniotico, leggermente alcalino, congeim esso svariate
sostanze (acido lattico, glucosio, urea, acidoourc materiale in
sospensione come cellule desquamate, ferro, enaau), che si
forma per accumulo di urina fetale, di secreziordedghiandole
salivari e delle vie aeree e per interscambio duadra la circolazione
materna e quella fetale. E’ continuamente rinnowatpoche ore per
I'attivita delle cellule dell’epitelio amniotico;ni parte deglutito dal
feto e quindi riassorbito, in parte giunge finoaathucosa uterina
passando attraverso le varie membrane che avvolgbni@to
(Veggetti, 1987). E’ inizialmente chiaro e traspdaiee ma verso fine
gravidanza diventa citrino, viscoso e piu o menbittn (Barone,
1994). Inoltre col progredire della gravidanza antae la
concentrazione delle secrezioni respiratorie; aqudst si che la
consistenza del liquido stesso cambi diventandoordec(Asbury e
LeBlanc, 1993).

A fine gestazione il volume di liquido amnioticocda trai 3 e i 5
litri ed e quindi nettamente inferiore al volumeliduido allantoideo,
ma durante la gravidanza si hanno delle oscillanehrapporto tra i
due fluidi. All'interno del liquido amniotico songpesso presenti peli
e pezzetti di podofilla disgregatasi dallo zoccahmn ancora
corneificato (Whitwell e Jeffcott, 1975). Il ligwwd amniotico
rappresenta una sorta di mezzo per gli scambigliatra la madre e

il feto, che & anche in grado di richiamare acqealuendo o
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introducendo nei polmoni il liquido mediante i mamnti respiratori
(Asbury e LeBlanc, 1993).

La funzione principale del liquido amniotico € daetli mantenere
idratato I'embrione e di proteggerlo dagli shocktiei, traumatici e

compressivi (Aguggini et al.,1998).

1.4. FUNZIONI ENDOCRINE DELLA PLACENTA

La placenta € un organo endocrino transitorio caneorpo luteo
(Asbury e LeBlanc, 1993), secerne sia ormoni adit@ttrofica che
ormoni steroidei che vengono liberati sia nel sahguaterno che
fetale attraverso il sangue venoso ombelicale (Rrob Gotze, 1986).
La produzione ormonale inizia gia prima della dogibne dell’'unita
feto-placentare con la formazione delle coppe emdoali che
producono eCG, con concentrazioni che rimangoneatde nella
specie equina dal 50° al 145° giorno di gestaz{dMeggetti, 1987). Il
progesterone (P € necessario per il mantenimento della gravidanza
nella cavalla, e fino all’'80° giorno di gestazionlecorpo luteo € la
fonte primaria di progesterone; a questo puntmittufetoplacentare
comincia a contribuire producendonSgregnani, per cui si assiste ad
una diminuzione della concentrazione di progeseenmisurabile nel
sangue della fattrice. Dopo il 120° giorno la coricazione oscilla da
1 a 8 ng/ml a seconda della sensibilita della metoRIA utilizzata,
non essendo rilevati con questa metodica i progestaplacentari
(Asbury e LeBlanc,1993). Nelle ultime quattro-setttisnane, il
progesterone subisce un nuovo rialzo per poi catapgdamente

nellimmediato periodo precedente al parto (All2a03).
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Grazie ad una perfetta integrazione delle funzisteroidogeniche
fetali e placentari, l'unita feto-placentare € iradp di elaborare la
maggior parte degli steroidi ad attivita ormonéale fattrice € in grado
di sintetizzare quantita di progesterone sufficiemtmantenere la
gravidanza utilizzando l'acetato ed il colesterplesenti nel sangue
materno. Nel corso della seconda meta della grazalasintetizza
notevoli quantita di estrogeni a partire da preourdi origine fetale;

ci0 non €& necessario per la sintesi del progeste(blafez,1993).
L'aumento di progestageni nell’ultima parte dellaagdanza e
associato allo sviluppo della ghiandola mammarideke secrezioni
mammarie, mentre il declino € concomitante all’antoelel cortisolo

fetale (Allen, 2003).

Attualmente il ruolo biologico dei progestageniladiattrice non é
ben chiaro e quando testati in vitro tutti i praggeni non sono
riusciti a contrastare le contrazioni del miometrimdotte

dall’ossitocina; sembra quindi possibile che adtmmoni svolgano un
ruolo nella quiescenza del miometrio (Allen, 2003).

La relaxina & prodotta principalmente dalla plaaemb particolare
dalle cellule del trofobasto. La concentraziondanfdttrice aumenta a
partire dagli 80 giorni di gestazione, quando lacphta inizia ad
aumentare di volume, e tende a rimanere alta asuwteessivamente.
Un ulteriore aumento si verifica al momento deltpache viene
probabilmente avviato dall'ossitocina (OX).

Stewart et al. (1984) hanno dimostrato che la camnaeione di

relaxina aumenta dopo la somministrazione di OXgesa nella

fattrice a termine. Nel post-partum la concentnagicdiminuisce

gradualmente dal momento dell’'espulsione della gpitc ma puo
restare elevata in casi di ritenzione placentamé&dice il nome, la
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relaxina sembra essere responsabile della quiesabizmiometrio,
ma paradossalmente la sua concentrazione aumestEnzalmente
proprio al momento del parto attivo.

L’ipotesi e che questi alti livelli servano a renelequiescente |l
miometrio per un breve periodo (2-4 ore) prima pleito. Gli stessi
autori hanno proposto che gli elevati livelli dioptaglandine £
(PGFy,) durante il parto sono necessari per sovrastaftetto della
relaxina (Haluska et al., 1987; Allen, 2003).

| tessuti uteroplacentari sintetizzano duranter&viganza la PGk e
la PGE, i cui livelli materni restano bassi durante l@®s®la meta
della gravidanza (1-2 ng/ml) ed aumentano leggerengnando la
gravidanza arriva al termine. Questi bassi livalino mantenuti
probabilmente dalla 15-idrossiprostaglandin deidragi, presente
nellendometrio, che inattiva rapidamente le prglstadine. Durante
la prima fase del parto, c’@ un iniziale aumento rdetaboliti della
PGF, (PGFM) (>20 ng/ml), seguito da un ulteriore aure(#100
ng/ml) durante la fase espulsiva. L'aumento iniaella PGE;,
precede la rottura dell'allantocorion e la secregidi OX dall'ipofisi
(Allen, 2003).

La placenta sintetizza anche estrogeni in quampiiiéosto elevata
sempre a partire dall’'80° giorno, prima del quassieaisultano di
pertinenza ovarica (Allen, 2001).

Il ruolo degli estrogeni nella placenta equina &csistudiato meno
rispetto a quello dei progestageni. Non sono essennel
mantenimento della gravidanza a fine gestazione, risaltano
fondamentali per il parto (Allen, 2003).

La fattrice differisce dalle altre specie propnguardo la produzione

di estrogeni poiché la loro produzione diminuisceittpsto che
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aumentare prima del parto e perché produce grandntga di
estrogeni insatuyil'equilina e I'equilenina, nella seconda meta aell
gravidanza.

Gli estrogeni sono presenti nel plasma maternoluneb e nel
liquido allantoideo e includono I'estrone, l'esti@d-17a, e B,
'equilina e I'equilenina; sono presenti inoltre rodsiderivati e
solfoconiugati come ad esempio lapdidrossiequilenina e I'estrone
solfato. Il principale precursore degli estrogeni d
diidroepiandrosterone (DHA), prodotto in grande miia dalle
voluminose gonadi fetali e riversato nell’arterralzelicale.

La loro concentrazione nel sangue materno aumerif@04 giorno e
rimane alta fino agli ultimi 2-3 mesi di gravidanzguando
gradualmente declina. Cio riflette prima l'iperieopoi la regressione
delle gonadi fetali (Allen, 2003).

L’'importanza degli estrogeni nel parto e stata ditrada nel 1979 da
Pashen e Allen. Le fattrici con feti gonadectomizaestravano delle
deboli contrazioni miometriali e una piu bassa emtiazione di

metaboliti delle PGF&, durante il parto.
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CAPITOLO 2: SCAMBI PLACENTARI E NUTRIZIONE DEL
FETO

Le esigenze di un organismo in crescita come d titi mammiferi
includono sia substrati energetici che sostanzattstali per la
produzione del nuovo tessuto. Il feto si trova imou“stato

stazionario"”, in cui le concentrazioni di solutil mangue e in altri
fluidi corporei sono ragionevolmente costanti, n&taate I'organismo
nel suo insieme stia crescendo ed aumentando leri@roiserve
corporee totali. In tale stato stazionario, i stdistassunti dal feto
attraverso la circolazione ombelicale non si acdamu nel fluido
extracellulare, ma entrano nei tessuti, dove veaguotlizzati in

diversi modi. Di conseguenza l'assorbimento e llz#o dei substrati

da parte del feto sono in equilibrio (Battaglia eddhia, 1978).

21. DIREZIONE DEL FLUSSO SANGUIGNO NEL
MICROCOTILEDONE

La circolazione placentare risulta sostenuta da ucmeolazione
materna (utero-placentare) e da una circolaziotadef@er mezzo di
arterie e vene ombelicali (Aguggini, 1998).

| microcotiledoni della cavalla sono riccamentecadarizzati; arterie
lunghe e dritte passano dalle ghiandole uterineralbmetrio, dove si
ramificano. Ogni ramo, appena penetrato nel midiecmne, da
luogo ad una fitta rete vascolare nella paretedegipte materne.
Questa rete di capillari confluisce in un’unica &eche attraversa il
complesso subendometriale. Sul versante fetal#i icerionici sono

vascolarizzati da rami delle arterie e vene omhbglita velocita del
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flusso sanguigno e un fattore molto importante lfgéficienza degli
scambi placentari, ed € determinata dalla direzideléo stesso nel
versante materno ed in quello fetale. La placentmina e
caratterizzata dall’avere due flussi che scorrondiiezione opposta e
si incrociano, costituendo il sistemaohtrocorrentg nel quale il
flusso nei capillari fetali va dall’apice alla bage! villo con direzione

opposta rispetto al sangue materno.

Figura 7. Disegno schematico del flusso controcorrente tnaparto materno

(inferiore) e placentare (superiore) (Allen et 2002).

Il flusso ematico ombelicale nel feto di cavallaidotto rispetto alle
altre specie, anche se il flusso di sangue deliaga placentare non é
sempre uguale nel corso di tutta la gravidanza pNeii mesi dopo la
formazione della placenta i due flussi scorronattinfin serie e lo
spessore della barriera risulta essere molto ampeiocui i metaboliti
sono costretti a passare attraverso i tessuti mpiace A fine

gravidanza i flussi assumono invece una direzianepprallela e lo
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spessore dell’epitelio materno e del trofoblasassd diminuiscono,
determinando una maggiore efficienza degli scapdm,soddisfare le
maggiori necessita del feto (Samuel et al., 1976).

2.2. METABOLISMO OSSIDATIVO

Nella placenta equina sono presenti molte areeiazzate nello
scambio dei gas (Silver, 1984). La placenta enb\eproprio organo
respiratorio del feto, ed il passaggio di ossiged@nidride carbonica
e favorito da un gradiente pressorio esistentd ttae versanti del
circolo (Richter e Gitze, 1986). Il passaggio avviene quindi per
semplice diffusione, nel modo meno dispendioso iperssuti dal
punto di vista energetico. L’affinita del sangudafe per I' O2 e
maggiore rispetto a quella del sangue materno stgudifferenza
favorisce il trasferimento dellO2 dalla madre atd, il quale
normalmente € esposto a basse tensioni arterid®galpuo sfruttare
questa maggiore affinita per saturare completamdatepropria
emoglobina (Reece, 2002). Tra il circolo matermuello fetale esiste
solo una piccola differenza pressoria (4 mmHg), o pO2
decisamente maggiore nel circolo fetale rispetie altre specie
domestiche (Silver, 1984). Le differenze nella pO2ella pCO2 tra le
arterie uterine e le arterie ombelicali sono imferinella cavalla
rispetto alla pecora (Comline e Silver, 197%2@r ogni dato valore di
PO2 materna compresa tra 30 e 100 mmHg, si ha mer#o lineare
dei valori della PO2 fetale, anche se nel cavaéllalore fetale &€ molto
piu simile a quello materno rispetto alla pecoral fé¢to ovino la pO2
raggiunge un valore di concetrazione massima quEnd®2 materna

supera i 100 mmHg, mentre nel cavallo i valori lfetantinuano ad
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avere una crescita lineare anche oltre questoditibmline e Silver,
1970). Complessivamente nella specie equina I'assnea di ossigeno
e molto alta; se confrontata per esempio con leoneeca meta
gestazione la quantita di ossigeno assunta daHufgtoplacentare
equina e piu del doppio di quella assunta dai teggli ruminante, e
rimane nettamente maggiore fino al termine delvigianza. Questo
fenomeno potrebbe essere spiegato se si considerai ¢essuti

placentari della cavalla continuano a crescerecoeto di tutta la
gravidanza, anche a livello di area microscopicaatitatto materno-
fetale (Fowden et al., 2003a), mentre nella pedopo aver raggiunto
il massimo sviluppo a circa meta gestazione, dimtano

progressivamente di peso (Fowden et al., 2000b)oimdizioni di

normale pO2 arteriosa materna, il cavallo ha unsdagradiente
transplacentare della pO2 rispetto alla pecora, @nseguenza una
forza piu piccola per il movimento di O2 dalla fate al feto, tuttavia
il feto equino riesce ad ovviare a questa diffeeenan un tasso di
estrazione migliore. Questo probabilmente €& daibaite al

funzionamento piu efficiente del sistema vascotametrocorrente del

cavallo (Comline e Silver, 1970).
2.3. CARBOIDRATI

2.3.1. Glucosio

Il glucosio € uno dei principali nutrienti del fetequino. Le

concentrazioni di glucosio misurate nel sangueldeta in quello

materno (3,3 e 6 mmol/L rispettivamente) sono @euente elevate in
rapporto a quelle della pecora (1 e 3 mmol/L rispatinente) e di altri
ruminanti  (Silver, 1984); il gradiente di conceaicme

transplacentare € decisamente piu basso nei rumingpetto agli
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erbivori non ruminanti (Fowden et al., 2003a). Aachessuti materni
necessitano di glucosio; Fowden e Silver (1995nbaevidenziato nel
cavallo un flusso di glucosio dal feto al tessuteraplacentare,
suggerendo che l'utero derivi il proprio nutrimemtoparte anche dai
tessuti fetali. Inoltre la quantita di glucosio chesume l'utero e
maggiore rispetto a quanto avviene nella pecoraurmdnedesimo
stadio gestazionale, confermando una maggiore @duiita ed un
maggiore consumo di glucosio dei tessuti uterinlladeavalla.
L’assorbimento del glucosio e facilitato dall’attév di specifiche
proteine trasportatrici; questo tipo di trasportmmichiede consumo
di energia, ma un elevato gradiente di concentn&ztoa circolazione
materna e fetale (Bell et al.,, 1999). Esistono dodioforme dei
trasportatori del glucosio, ma nella placenta e@@&ono presenti solo
il trasportatore 1 (GLUTL1) ed il trasportatore 3L{33) (Wooding,
2003). Sono dei trasportatori del glucosio nondinsusensibili e sono
I due carriers maggiormente distribuiti nei tessidella placenta
equina sono localizzati a livelli diversi dell'egiib placentare. Il
GLUT1 e localizzato principalmente sulla superfib@solaterale del
trofoblasto e sull’epitelio uterino, mentre a liketell’apice del villo
e presente solo il GLUT3 (Wooding, 2003). Il GLU€&3tra i due |l
piu efficiente, riuscendo a funzionare anche adasscentrazioni di

glucosio, e risulta quindi il piu utilizzato (Woatj, 2003).

2.3.2. Lattato

Il lattato e il prodotto finale sia del metabolismaerobico che
anaerobico del glucosio, e viene prodotto invalmaénte in caso di
Ipossia e scarsa perfusione tissutale (Lagutchat. ét996; De Bakere
2003). Studi condotti su diverse specie animalinianlevato una
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concentrazione di lattato fetale superiore a queiklterno durante
tutta la gravidanza (Burd et al. 1975; Sparks €1282; Pere 1995). Il
lattato fetale non € solo un prodotto finale deltabelismo del
glucosio, ma piuttosto un substrato metabolico igalermente
importante a fine gestazione, come dimostrato ddi sondotti sugli
animali e sulluomo (Sparks et al. 1982; Piquarcletl990). Studi
condotti in vitro sulla placenta umana e in vivdlaag@ecora e nella
scrofa hanno dimostrato che la placenta metabolizpalamente i
glucosio producendo grandi quantita di lattato cosoéoprodotto;
guesto viene quindi immesso nella circolazioneldetlbve gioca un
ruolo importante come substrato metabolico (Burdakt 1975;
Holzman et al. 1979; Sparks et al. 1982; Cartealgt1993; Pere
1995). Nella pecora il lattato, trasferito dallagenta al feto attraverso
la vena ombelicale, viene utilizzato come fonteedergia in una
varieta di tessuti fetali (Burd et al. 1975, Gleasd al. 1985). Anche
nella specie equina, la captazione del lattatognmnte dalla placenta
sembra aumentare col proseguire della gestaziotiayi, rispetto al
feto ovino, il feto equino sembra utilizzare prdfémente glucosio e
lipidi, piuttosto che il lattato (Fowden et al. &) Fowden et al.
2000b). Trasportatori del lattato” lipendenti sono stati descritti sul
sinciziotrofoblasto della placenta umana, sia gusante materno che
fetale (Carstensen et al. 1983; Balkovetz et a8819nuyama et al.
2002). Questo sistema potrebbe impedire I'accundultattato nel
compartimento fetale, quando il feto aumenta |lgppeoproduzione,
come nei casi di riduzione del flusso sanguignainmee di ipossia
fetale (Hooper et al. 1995; Nicolaides et al. 2006¢ltre, la ridotta
attivita di trasporto del lattato che é stata imtliata nelle placente in

caso di ritardo di crescita intrauterino (IUGR){nebbe contribuire ad
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una iperlattatemia fetale ed influenzare la capasé feto di tollerare

lo stress del parto (Settle et al. 2006).

2.4. AMMINOACIDI

Le concentrazioni plasmatiche di molti aminoacidh@ piu elevate
nel feto rispetto alla madre nella maggior parte eheammiferi,
suggerendo un trasporto attivo attraverso la plagemliversi
trasportatori specifici (alcuni Na-dipendenti) chehiedono energia
metabolica sono stati individuati nelle membrarecehtari (Battaglia
e Regnault 2001; Jansson 2001). L'apporto enemetidabbisogno
fetale delle transaminazioni aminoacidiche nellacphta equina é
inferiore rispetto alla pecora (Fowden et al., 2008'urea, principale
prodotto di degradazione degli amminoacidi, vien@dptta dal
puledro in quantita simili a quelle prodotte dajieello,
probabilmente a causa di una minore disponibilitassidazione del
carbonio amminoacidico nell’'ultimo periodo di gestame (Wooding
e Fowden, 2006). L'assorbimento degli amminoacidiineltre
strettamente legato alla velocita di accrescimeeldeto e non viene
mai assorbito in eccesso, come avviene inveceagekllo, in cui €
utilizzato come fonte di carbonio per il metabolsnessidativo
(Fowden et al., 2003a).
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2.5. ACIDI GRASSI

Tutti feti dei mammiferi studiati finora hanno laapacita di

sintetizzare lipidi, ma differiscono notevolmenter muanto riguarda
la quantita e l'origine del grasso immagazzinatm@rdella nascita. |
lipidi fetali possono originare o dal trasferimemgiacentare di acidi
grassi e glicerolo o mediante sintesi de novo dliagassi essenziali
e glicerolo nel feto (Battaglia e Meschia, 1978).&8idi grassi hanno
un elevato contenuto di carbonio e per questo mo&éwche una
piccola assunzione di lipidi assume grande impagagrer sopperire al

bisogno fisiologico di substrati ossidativi (Woogia Fowden, 2006).
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CAPITOLO 3: PATOLOGIE DEGLI INVOGLI FETALI

L'impatto dei disordini materni o placentari sulilaiente intrauterino
in genere provoca una compromissione fetale o rnalenadata
dall’effetto singolo o combinato di tre meccanisipossia, infezioni,

e disturbi nello sviluppo intrauterino. La comprasione fetale puo
portare ad un parto prematuro o complicato, allatentetale, alla
natimortalita, o ad anomalie nello sviluppo neoleatae sul

comportamento del puledro. Gli effetti della comprssione fetale
dipendono dalla natura, dalla durata, dalla grawtédalla fase di
gestazione in cui si verifica la condizione stressa |l disturbi

intrauterini, con la riduzione dello sviluppo noidma della

microstruttura dei tessuti, forniscono una possilspiegazione per
alcuni dei rilievi necroscopici in puledri premadtuo dismaturi

(Ansari, 1998). Una crescita ed uno sviluppo noergella placenta
sono condizioni necessarie affinche la crescita sviluppo del feto
siano altrettanto normali (Collins, 1993). Le aigoni degli scambi
materno-fetali possono influenzare gli interscagdssosi, quelli dei
principi nutritivi e dei cataboliti, e modificareprocessi metabolici ed

endocrini del feto (Fowden et al., 1998).

3.1. IPOPLASIA DEI VILLI CORIALI

Le alterazioni degenerative a carico dell’'endomettovute all’eta
possono limitare la placentazione riducendo [|'amia scambio
materno-fetale. Con il termine generico di endomsirvengono
solitamente indicate una serie di alterazioni dieertutte legate al
progredire dell’eta della fattrice. Tra queste sanportanti la fibrosi

e latonia del miometrio, che provocano stasi lilca accumulo
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stromale di cellule inflammatorie, degenarazioreglusione dei vasi
endometriali e degenerazione delle ghiandole enti@he(Allen,
2003). In particolare quest’ultima produce un dtamello sviluppo
dei microcotiledoni e ne riduce l'area di estensi@ulla superficie
placentare. Tuttavia le cisti endometriali non semphanno
un’influenza negativa sulla placentazione; sedraisti e la superficie
endometriale rimane un discreto strato di ghiandehelometriali
funzionanti, i microcotiledoni si sviluppano normmante, mentre se le
cisti sono superficiali e molto estese si riducarda di scambio
placentare, ed anche all’lesame macroscopico degigli sara
possibile evidenziare aree prive di villi. L'endamesi quindi, a
seconda del grado di interessamento dell’'utero, provocare un
ritardo di crescita intrauterino nel puledro o an€hborto (Bracher et
al., 1996).

3.2. PLACENTITE

La placentite rappresenta la piu frequente patalaiglle membrane
fetali (Williams et al., 2003), ed € una causa ingmate di aborto
tardivo, di parto prematuro e di mortalita neor&taPuo essere
causata da una varieta di organismi batterici, ifungvirali e
protozoari. E 'comunemente causata da batteriishlgono attraverso
la vagina, ma talvolta i batteri possono raggiuadeitero anche per
via ematogena (Hong et al., 1993; Vaala e Serfié84). | patogeni
batterici piu frequentemente implicati nella plditenequina sono
Streptococcus equiubspzooepidemicy€scherichia coliKlebsiella
pneumoniagPseudomonas aeruginosd.eptospirasp.. Actinomyces
nocardiforme e stato segnalato in alcune aree @&gti Uniti come

causa di placentite. La via di infezione per que&stganismo e ancora
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poco conosciutaAspergillus fumigatug altre specie delle Mucoracee
sono le piu comuni cause di aborto da miceti nedlba (Troedsson e
Mcpherson, 2011). Anche se [linfezione battericalpisoe
direttamente il feto causandone malattia, uno stugltente, basato su
un modello sperimentale di placentite ascendenfattrici pony, ha
dimostrato che il parto prematuro puo verificarsc@adariamente
allinflammazione del corion piuttosto che come seguenza
dell'infezione fetale (LeBlanc et al.,, 2002; Mays$ al., 2002).
L’infezione attiva i macrofagi placentari e cio tashella produzione
di citochine proinfiammatorie: interleuchina (ILP;1IL-6, IL-8 e
Tumor Necrosis Factar- (TNF-o). Le cellule del corion e della
decidua producono anche metaboliti dell'acido admstico. Questi
processi infammatori provocano una produzione misfaglandine
(PGE e PGE,) e la stimolazione della contrattilita del mionetr
(Macpherson, 2006), con conseguente parto prematwtbavia, in
alcuni casi cronici di placentite, i puledri mosibauna accelerata
maturazione. Questi puledri nasceranno comungueapdiel termine,
ma saranno abbastanza maturi per sopravvivereambiiénte
extrauterino. In medicina umana, una maturazioreeque del feto
sembra essere dovuta ad una diretta stimolazidfiasde ipotalamo-
ipofisi-surrene del feto da parte delle citochineipfiammatorie
(Basedovsky e delRey, 1996; Gravett et al., 2002).

3.3. ANOMALIE DEL CORDONE OMBELICALE

Anche le anomalie a livello di cordone ombelicabsgpno tradursi in
una sofferenza per il feto ed in un ritardo di ci@sintrauterino. Nelle
placente di feti con cordone ombelicale eccessivéndéungo si

osservano talvolta aree di atrofia (Schafler, 2003h cordone
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ombelicale lungo piu di 80 cm puo causare, neig@asgravi, aborto e
morte fetale (Rossdale e Ousey, 2002). Allaumentirila lunghezza
del cordone, aumenta anche il numero di spire ghesso si rilevano
dopo il secondamento; si raggiunge il numero massingiri lungo il

cordone circa a meta gestazione, poiché in sediuitero offre un

impedimento spaziale tale da limitare i movimeri &to (Oulton et
al., 2003). Ovviamente la torsione del cordone dingce l'afflusso di
sangue al puledro e quindi di ossigeno e nutrieain, ripercussioni
pil 0 meno gravi. Se I'insulto e prolungato nel pemtale da divenire
cronico, non si verifica generalmente la mortefd&d, ma un arresto
o una diminuzione dello sviluppo fetale, con unvate rischio di

danno neuronale (Rossdale e Ousey, 2002).

3.4. CONSEGUENZE DELL'INSUFFICIENZA PLACENTARE

L’insufficienza placentare € un processo che, cgraaletto, porta al
deterioramento progressivo della funzione placentazon una
diminuzione nel trasferimento transplacentare digesno e sostanze
nutritive al feto. L'ipossiemia fetale e lo stimgdoincipale coinvolto
nella riduzione della crescita fetale, quasi uriaevo dell’'organismo
di ridurre le richieste metaboliche per la cresdeghfeto (Lackman et
al., 2001).

Quando le richieste metaboliche aumentano, intgwen
meccanismi fisiologici in grado di incrementare tiasporto e
I'estrazione dell'ossigeno dal sangue. Se la thgiione e ridotta, il
consumo d’'ossigeno € mantenuto costante dall’awmdetla sua

estrazione dal sangue ma, se anche tale meccarism® meno, Il
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consumo comincia a diminuire e I'energia necessdiaacellula viene
prodotta mediante il metabolismo anaerobio.

La carenza di ossigeno determina negli organismcaeoti
I'attivazione di una serie specifica di adattamegilulari (Baird et
al., 2006). Molti di questi cambiamenti sono consxdi
all'attivazione dell'Hypoxia Inducible Factor 1 (FH1), una
complessa molecola eterodimerica composta da unamgao e una
B. L'HIF-1a regola numerosi geni coinvolti nel metabolismollane
crescita, nella proliferazione e nella morte cellal(Semenza, 1998;
Maxwell, 2005; Baird et al, 2006). Allo stesso tempgn
assenzal/carenza di ossigeno viene altamente spxeasa una
seconda importante classe di proteine rappresedddite Heat Shock
Proteins (HSP), la cui sintesi é legata ad un fattello stress noto
come Heat Shock Factor (HSF1) (Baird et al, 200®)medicina
umana e evidenziabile un aumento della differenzaodcentrazione
del glucosio tra la circolazione fetale e materoay conseguente
aumento del gradiente transmembranoso e del ttaspdiavore del
feto affinche riceva una quantita di glucosio aacsufficiente. Questo
aumento é tanto maggiore quanto piu compromesaafuntionalita
placentare; si tratta di una compensazione passi@aza nessun
aumento dei trasportatori del glucosio. Anche peamminoacidi si
verifica una situazione analoga, ma non per ili(f#rdi et al., 2002).
Anche il trasporto dell’ossigeno subisce delle rfiodzioni, e si ha un
aumento del gradiente della p®livello ombelicale, come risultato di
una maggiore limitazione della diffusione e di uparfusione
placentare insufficiente (Battaglia, 2002). Sonatisdefiniti dei
parametri di normalita per valutare lo sviluppo daiersi organi, il
comportamento adattativo e la fisiologia del pubtedeonato. Tuttavia
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alcuni puledri appaiono normali da un punto diasisbmportamentale
e fisico, ma non per quanto riguarda la maturitdzionale dei vari
organi, che potrebbero non essere in grado di mardaina adeguata
omeostasi in condizioni di stress (Rossdale e QUa@Y2; Ousey et
al., 2003). Rossdale e Ousey (2002) hanno ipobzda la “sindrome
del giorno dopo”, cioé un peggioramento gravissaatie condizioni
del puledro il secondo giorno dopo il parto, siasultato di un ritardo
di crescita intrauterino, in particolare della fiomalitd polmonare e
metabolica. Con i termini IUGR (ritardo di crescitd#rauterino) e
privazione placentare si indica uno stato clinicor@lnutrizione e
deficit fisiologico in quegli individui nati da ungravidanza nella
quale ci siano state delle interferenze negli scaplacentari
(Rossdale e Ousey, 2002).

Figura 8. puledro con ritardo di crescita intrauterino (IUGRIlen et al., 2002).

Nella specie equina, i gemelli sono consideratmadello naturale di
studio di IUGR, a causa della competizione tra ue glacente per

'adesione allendometrio. Una gravidanza gemellareconclude
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solitamente con la morte fetale, o talvolta comdacita di puledri di
dimensioni ridotte rispetto al normale, con in genainori possibilita
di sopravvivenza (Rossdale e Ousey, 2002). | pulealr prima dei
320 giorni di gestazione mostrano evidenti segnialdi immaturita,
ma pur avendo un peso ridotto, la loro dimensioneoanale in
relazione all’eta gestazionale. | soggetti IUGReice presentano un
ridotto peso corporeo ed uno scadente aspetto @endk volte le
anomalie riscontrate nei puledri sono solamentgdifunzionale e si
parla di dismaturita, termine coniato per la metdicumana, cioé
animali che mostrano segni di prematurita benche dapo i 320
giorni di gestazione (Rossdale e Ousey, 2002).

Nel puledro i potenziali effetti del ritardo di eta intrauterino
includono lo sviluppo di diverse patologie tra culii mancato
trasferimento dellimmunita passiva, a causa dullipacita ad
alimentarsi che spesso presentano i soggetti disma anomalie
dello sviluppo scheletrico e articolare, per alteyvae del processo di
mineralizzazione del tessuto osseo durante la feti@e. Anche lo
sviluppo muscolare puo venire interessato con rapsrzionata
riduzione della massa muscolare e un’atrofia sedetielle fibre di
tipo 2 nell’adulto (Rossdale e Ousey, 2002). Ndegro prematuro e
dismaturo possono essere presenti inoltre deleraaibni del tratto
digerente che presenta una immaturita funzionade, @onseguenti
alterazioni dell’'assorbimento (Vaala, 2002).

Un’altra delle manifestazioni cliniche importanteltinsufficienza
placentare € la Sindrome da Asfissia Perinatalein@al Asphyxia
Syndrome, PAS), causata da una combinazione disigpos di
ischemia del feto/puledro. Si tratta di una pat@ogultisistemicaon
sintomatologia molto variabile in base alla dur&aallintensita
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dellinsulto, ma in cui sono quasi sempre preseti deficit

neurologici (per esempio perdita di interesse par rhadre,
convulsioni, alterazione dei riflessi di suzionediedeglutizione, e
vocalizzazioni anomale) (Vaala, 1994).

In passato, i puledri che presentavano questa asmelrvenivano
classificati in base ai segni neurologici che liratgerizzavano
maggiormente, come Barkers (abbaiatori), Dummietupidi),

Wonderers (vagabondi) e Convulsives (convulsivijemriva utilizzato
il termine coniato da Rossdale nel 1968 “Sindromea

Maladattamento Neonatale” (NMS), ponendo quindipamnticolare

accento sulla sintomatologia nervosa (Vaala, 1994).

La sintomatologia neurologica € legata ad una sdrieeventi

biochimici e fisiologici che, in seguito ad un iftsu ipossico-

iIschemico transitorio e reversibile, culminano danmorte delle
cellule neuronali in due fasi distinte (Vaala, 19%bng et al., 2011).
Durante la prima fase si verifica danno neuronale primariola

carenza di ossigeno e glucosio a livello centrakusa una
diminuzione della fosforilazione ossidativa pererema energetica;
questo comporta il malfunzionamento della pompa \Ka+ATP-

dipendente e l'ingresso di sodio e quindi di acaquda cellula.

Inoltre, il neurotrasmettitore eccitatorio glutanimai accumula nello
spazio extracellulare in conseguenza del fallimeddd meccanismi
energia-dipendente di rilascio e di captazionegtigahmmato da parte
dei neuroni. Questo accumulo determina Il'apertuea kcettori

canale, con ingresso dentro la cellula di sodi@]ato, e di acqua, con
conseguente lisi osmotica (Wong et al., 2011).

Durante la seconda fase, si verificaddnno neuronale ritardato o

secondario nel comparto intracellulare si ha un accumulealcio a
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causa del malfunzionamento della pompa del cal@iB-dipendente e
dell’apertura dei canali del calcio voltaggio-didenti associati alla
depolarizzazione della membrana. L'aumento di oaictracellulare
attiva una serie di meccanismi enzimatici che camge ad esempio
I'attivazione della fosfolipasi, della nucleasi elld proteasi, che
portano a morte cellulare (Wong et al., 2011).

L’ipossia determina inoltre nei tessuti una moeisione dello stato
redox delle macromolecole con formazione dei rddididberi
dellossigeno (ROS), rilasciati nella fase di ripsrone ematica. |
radicali liberi causano la perossidazione dei figsfii di membrana,
con conseguente rottura della stessa e morte a@lubGli acidi grassi
polinsaturi nei sistemi biologici sono infatti fla principali molecole
soggette all’attacco dei radicali, e la consegu@et®ssidazione puo
essere valutata attraverso la misura dei prodottdefradazione
generati dai ROS come la malondialdeide (MDA) (lggpaet al.,
1991; Kumar et al. 2008).

Nella patogenesi dei danni neurologici sono prdbaite coinvolte
anche le citochine pro-infiammatorie in corso dagantite e la
risposta infiammatoria fetale. Le cellule della roglia possono
essere attivate anche da un insulto di tipo ipossichemico e
produrre citochine pro-inflammatorie quali 1131 1L-8, IL-18 e
TNFa. La conseguente risposta inflammatoria aumentdugso
ematico regionale cerebrale e altera le funziomindaironi e della
microglia, con conseguente danno cerebrale ed edstoBpssico
(Wong et al., 2011).
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CAPITOLO 4. INDAGINI CLINICHE PER
L'INDIVIDUAZIONE DEL PULEDRO A RISCHIO

4.1. MONITORAGGIO DURANTE LA GRAVIDANZA

Le patologie del feto e della placenta prima delgpsono di solito piu
complesse da individuare. Una gravidanza puo essereiderata “a
rischio” in base ai dati anamnestici relativi ali@vidanze precedenti,
o se la fattrice presenta patologie nella gravidanzorso (Santschi e
Vaala, 2011).

Una accurata valutazione clinica di una fattricen ogravidanza
potenzialmente ad altro rischio inizia sempre c@n rhccolta
dettagliata di alcuni dati anamnestici, quali [®rmazioni sul passato
riproduttivo dell’animale, eventuali casi di papgrematuri, distacco
prematuro della placenta, gravidanza gemellare, ragie, ernia
addominale o rottura del tendine prepubico a fiestagione; devono
essere raccolti inoltre dati di interesse medicme&da presenza di
laminite cronica e di problemi a livello pelvico &$schi e Vaala,
2011). Si devono poi raccogliere i dati relativiaagravidanza in
corso, che deve essere monitorata con molta abenzile
informazioni devono riguardare lo stato dell’endtmoe prima del
parto e dopo il concepimento, la data esatta dedom, il tipo di
seme utilizzato, ma anche le coperture vacciniatutto deve essere
completato dall’lesame clinico della fattrice, coeymente palpazione
transrettale, esame ecografico ed esami ematobashi
Informazioni utili sono anche quelle legate al pastum sia della
madre che del neonato, che comprendono anche litaquel colostro
e I'esame macroscopico della placenta (Bucca, 2006)

L'identificazione precoce di qualsiasi segno dighagia in atto nella

41



fattrice gravida puo salvare la vita sia dellarfedt che del puledro
stesso.

Per monitorare la salute dell’'unita feto placentae#a specie equina
durante la gravidanza si effettua il monitoraggiomonale, il
monitoraggio ecografico dell’'unita feto-placentagela valutazione

della concentrazione degli elettroliti mammari.

4.1.1 Profilo ormonale

Generalmente vengono valutati gli estrogeni edogestinici, anche
se la relaxina sarebbe l'indicatore piu affidalpkr valutare lo stato
feto-placentare, ma per l'assenza di kit commerciéd sua
determinazione € scarsamente diffusa e utilizagteastutto a scopi di
ricerca. Nei casi di agalassia viene valutata @apiina. Vengono
considerati fisiologici valori della concentraziorgegli estrogeni
superiori a 1000 ng/mL, mentre livelli inferiorirsm considerati indice
di stress fetale. Prima dei 300 giorni di gravidgnzuna
concentrazione estrogenica inferiore a 500 ng/muc¢a, 2006) &
indice di grave compromissione o morte del feto,ntmee valori
compresi tra 500 ed 800 (Bucca, 2006) sono accongpada parto
prolungato, diminuzione nella produzione di prokiadine e nascita
di puledri dismaturi (Ousey, 2006). Il profilo d@iogestinici, essendo
questi prodotti dalle ghiandole surrenali fetalotrebbe essere utile
nella determinazione dello stress fetale e detlrationi dell'attivita
corticosurrenalica fetale. In realta la misuraziodeé progesterone nel
plasma, durante la meta e fino a tarda gestazipotebbe non
riflettere direttamente lo sviluppo fetoplacentare.

| progestageni sono ormoni steroidei a 21 atongadbonio prodotti

da alcuni tessuti tra cui le ovaie, l'utero, lagaata e le ghiandole
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surrenali fetali. | progestageni quantitativamergigl importanti
rispetto al progesterone raggiungono anche cora=mati di 5-50
ng/ml. Due di questi, il 28idrossi-m-pregnan-20-one (26P) e |l
5a-pregnano-B-20a-diolo (Ba-diolo) a fine gestazione raggiungono
anche concentrazioni >500 ng/ml (Allen, 2003).

Gli steroidi predominanti nel plasma materno almiee della
gravidanza non sono gli stessi di quelli presergilanvena e
nell'arteria ombelicale. Generalmente la concemndrez di
progestageni € maggiore nell’'arteria ombelicalettpaio che nella
vena, ad indicare che non c’e prelievo di progesiaglal plasma
materno all’'unita fetoplacentare.

Il feto sintetizza grosse quantita di pregnenolofi®) (>10
umol/minuto, a fine gestazione), il precursore dititgli altri
progestageni. Il P5 e prodotto probabilmente dgtliendole surrenali
piuttosto che dalle gonadi, poiché la gonadectdetale non altera la
concentrazione di progestageni nella concentrazioaterna. Il P5
viene poi convertito dallunita fetoplacentare in4,P 5a-
Diidroprogesterone (DHP) e @6P (Allen, 2003).

Comunque gli ormoni materni diminuiscono nellarfe# in caso di
colica, e scende valori minori di 1 ng/mL in caeatlhe abortiscono
(Asbury e LeBlanc, 1993).

Possiamo ritrovarci principalmente davanti a tteasioni differenti:

1) Se le concentrazioni diminuiscono rapidamente psserei
morte fetale. Questa evenienza si verifica spessoaso di
stress materno, torsione uterina, colica e plateenti

2) Se le concentrazioni sono molto elevate, anch@%B4l rispetto
alle fattrici sane, indicano un’elevata attivitertcmsurrenalica
fetale e una possibile patologia placentare. L'autmedel
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cortisolo fetale & vantaggioso per la maturaziaziBadse fetale
ipotalamo-ipofisi-surrenale, ma [I'esposizione adevate
concentrazioni di glicocorticoidi determina unauzene del
peso alla nascita, con conseguente compromissielhe stato
di salute del neonato.

3) Il mancato rialzo fisiologico nel prepartum e fuegte nelle
intossicazioni da Festuca arundinacea o in fattoai gestazioni

prolungate (Ousey, 2006).

In generale, in presenza di un profilo progesti@oormale, la nascita
di un puledro vitale € piu frequente nelle fattrdie presentano
concentrazioni elevate piuttosto che in quelle @amcentrazioni

basse.

4.1.2 La concentrazione degli elettroliti mammari

La determinazione della concentrazione degli elgitrquali il calcio
(Ca), il sodio (Na) ed il potassio (K), nelle semo@i mammarie
prima del parto fornisce informazioni sullimminendel parto e sulla
maturita del feto (Troedsson, 2007). In particqlateuni giorni prima
del parto, si ha un diminuzione del sodio, ed umento del potassio
e del calcio. Concentrazioni di Ca> 30 mmol/L, di & 20 mmol/L e
K> 40 mmol/L prima dei 310 giorni di gestazione (Ba, 2006),
associati ad altri dati relativi alla gravidanzanag indicativi di
patologie feto-placentari (Troedsson, 2007).

4.1.3. Monitoraggio ecografico
Il monitoraggio ecografico e il mezzo piu affidabie veloce per il

controllo dello stato dell'unita utero-placentardeto-placentare, sia
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nelle fattrici gravide sane che in quelle che pnem® una gravidanza
a rischio. Questo sistema di monitoraggio preve@silio sia
dellecografia transrettale che dell’ecografia samdominale, e
permette di eseguire il profilo biofisico fetale.oriC I'ecografia
transrettale si valuta la presentazione del fetolae porzione
dell'allantocorion vicino alla stella cervicale. Lmisura transrettale
del diametro dell'orbita, oltre a indicare la cdtae presentazione
fetale, e correlata all’eta gestazionale (BuccaQ620L’ecografia
transrettale della porzione piu caudale dell’atbaotion a fine
gestazione nella fattrice fornisce un’eccellentemagine della
placenta in prossimita della stella cervicale (Relva et al., 1997).
Viene misurato lo Spessore Complessivo di Uterdaednta (SCUP)
tra la porzione media dell’arteria uterina e l'atiaide, accertandosi
che la membrana amniotica non sia adiacente alttdtorion, perché
ne potrebbe risultare un falso aumento dello spesi®m SCUP va
misurato sempre nella parte ventrale dell’'uterachp® le pliche della
placenta nella parte dorsale possono far aumeritarepessore
(Troedsson e Sage, 2001). Valori dello SCUP magdi@ mm prima
dei 300 giorni di gestazione, maggiori di 10 mm ao@300 giorni, 0
maggiori di 15 mm in prossimita del parto possosseee indicativi di
placentite o aborto imminente (Troedsson e Sad#.,)20

Un’unita utero-placentare ispessita o piu sottié mbrmale e spesso
associata ad un esito sfavorevole per il feto, oratatte le fattrici che
presentano una gravidanza a rischio mostrano dalierazioni
ecografiche, come dimostrato da Sheerin e collabona uno studio
effettuato nel 2003 su fattrici infettate sperinadmente: solo il 60%
ha mostrato, allesame ecografico, un aumento dsi@ssore

placentare e un distacco della placenta primaaltbp
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4 Amnion

Figura 9. Aspetto ultrasonografico della porzione caudald’'udero in una

fattrice gravida (Troedsson e Macpherson, 2011).

L’ecografia transaddominale permette di valutarpdezione craniale
della placenta tramite la determinazione dello S@UH tracciare il
profilo biofisico fetale, inizialmente studiato Hebmo che permette
di sospettare l'asfissia fetale (Santschi e Vdz0a1).

Il profilo utilizzato in medicina umana prevede d8ervazione di
quattro derivate (la presenza di atti respiratetalf e dei movimenti
del corpo, il tono muscolare del feto ed il volurdel liquido

amniotico) e delle variazioni della frequenza caedi in seguito ali
movimenti fetali (reattivita cardiaca). Nel corsegli anni & stata
comprovata la sua utilita nel predire la salute fégd umano. Allo
stesso modo, in perinatologia equina, la combimezidell’ecografia

transaddominale e transrettale ha un’importanzavaiite nella
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determinazione dello stato di benessere del fétprofilo biofisico

fetale prevede l'utilizzo di una sonda da 2,5-3 BA\per visualizzare

il feto e di una sonda da 5,0-7,5 MHz per valutlrespessore e

I'integrita dell’'unita utero-placentare (Bucca, B)0

Nel profilo biofisico fetale del puledro si valuta:

L attivita e la vitalita fetale.

L’attivita fetale e il riflesso della funzionalit@el sistema
nervoso centrale ed e importante per assicuraregiusto
sviluppo muscolare e scheletrico del feto, garafdemn
adeguato adattamento del neonato all’ambientenes{@&ucca,
2006). | movimenti devono essere presenti almeno @
minuti e la loro assenza spesso € associata a fevale. La
frequenza cardiaca fetale varia in base al peribdestazione e
di norma diminuisce con il progredire della gravida.
Nell’'ultimo mese €& di 75 = 7 battiti al minuto (Reet al.,
1996), ma si possono avere aumenti della frequdn2s-40
battiti al minuto associati ai movimenti del feBugca, 2006).
La tachicardia fetale e indicativa di stress fetalgud essere la
conseguenza di patologie sistemiche materne, melatre
bradicardia suggerisce una depressione del sist&anaoso
centrale forse dovuta ad ipossia (Bucca, 2006).

La profondita e la torbidita dei liquidi fetali.

La profondita dei liquidi fetali viene valutata leelparte
craniale, media e caudale di ciascun lato delddtprofondita
maggiore si ha a livello del torace fetale, suldlitro i gomiti
(Bucca, 2006).

Lo spessore medio del fluido allantoideo e di 18,4,4 cm,
quella del liquido amniotico € di 7,9 + 3,5 cm (Retkal.,1996).
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L’eccessivo accumulo di liquidi fetali puo essemugato da
idroamnios o idroallantoide, patologie che si veaifio spesso
nel corso della gravidanza equina. Un improvvison&to
della torbidita dei liquidi fetali pud essere asatx
all’espulsione di meconio in utero, ad un’emorragiaalla
presenza di detriti inflammatori e puo essere gusimtomo di

Ipossia, distacco o infezione placentare.

Dimensioni del feto.

Le dimensioni fetali dipendono dallo sviluppo plate, in
guanto esiste una correlazione tra le dimensiohifete e la
superficie placentare. La struttura anatomica chenptte di
valutare la grandezza del feto e principalmentaidmetro
aortico, strettamente correlato al peso del fetmddisson e
Sage, 2001). L'aorta corre dorsalmente vicino aigebre e si
visualizza il tratto in uscita dal cuore. Con ihnietro aortico si
puo calcolare il peso del feto alla nascita tranateseguente
equazione: -19,63 + (29,25 x diametro aortico) #93Kkg
(Troedsson e Sage, 2001). La misurazione delloatorfetale
e semplice da ottenere, aumenta nel corso deNadgreza ed e
in diretta correlazione con la deglutizione del ofetLa
deglutizione fetale rappresenta uno dei meccaniger la
regolazione del volume del fluido amniotico e reue
l'integrita delle strutture anatomiche e neurolbgadel tratto

digerente superiore del feto (Bucca, 2006).
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Figura 10. scansione ecografica fetale per via transaddomiii®cKinnon,
2011).

¢ Spessore e integrita dell’'unita utero-placentare.

Anche la valutazione transaddominale della unit&raat
placentare € di estrema importanza per escludgyeetenza di
edema placentare e di aree di distacco che potebbe
compromettere gli scambi materno-fetali, speciab@euando
localizzati in corrispondenza del corpo dell'ute(Bucca,
2006). Anche una riduzione dello SCUP e stata @so@
sofferenza fetale; uno spessore inferiore a 0,4& @tato infatti
associato a sofferenza fetale (Reef et al., 19B&umento
dello SCUP e stato associato ad esito sfavorevaia d
gravidanza (Adams-Brendemuehl e Pipers, 1987), imdeef
et al. (1996) hanno osservato che ampie aree dacdrs
possono risultare nella nascita di un puledro @fféa PAS. La
presenza di piccole aree di distacco tra gli invfegéli e I'utero
invece non sembra avere ripercussioni sullo statsaldite del

feto (Reef et al., 1995). Queste aree possonoeapptare delle
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vestigia di strutture ombelicali o essere delleeznarmali prive
di villi (Reef, 1996). la presenza di aree di segame, la loro
estensione e progressione nel tempo sono fattqubritanti

nella valutazione dello stato di salute utero-phéare (Reef et
al., 1995; Reef et al., 1996).

Data l'inaccessibilita delle porzioni dorsali dalita utero-
placentare nell’approcio ecografico percutaneo addale, e
possibile che focolai di anomalie placentari passnosservati.
In ogni caso, le anomalie dello spessore uteroeplace
costituiscono sempre un segno prognostico neggtso la

sopravvivenza del feto (Reef et al., 1996).
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4.2. ESAME MACROSCOPICO DEGLI INVOGLI

La conoscenza della normale anatomia e dei piu nomuwefatti €
fondamentale per effettuare un corretto esame gdleenta e per
individuare le lesioni che possono avere un sigaifi diagnostico.
Importante inoltre sapere quali campioni raccoglied in che modo,
per poi inviarli ad un laboratorio. L’esame dellagenta puo mettere
a rischio di contaminazione lintero allevamentor plerischio di
trasmissione di malattie infettive. E’ necessarioindi prendere
opportuni provvedimenti, come indossare indumemtpibtezione,
effettuare pulizia e disinfezione della zona in eustato effettuato
'esame e degli strumenti utilizzati. L'esame diau’unita placentare
riveste un ruolo di fondamentale importanza pecdlasizione di
informazioni riguardo alllambiente di vita intrauteo del puledro, e

di conseguenza del suo stato di salute.

Figura 11. Disposizione degli invogli fetali per la valutam® macroscopica

(www.ivis.org).
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Nell'esame macroscopico gli obiettivi principalireo di valutare la
completa espulsione degli invogli e di studiarnechratteristiche
anatomiche e le eventuali anomalie (Cottrill, 1991)

Come prima cosa € molto importante pesarla, prinedli invogli
vengano eventualmente lavati delicatamente conaadpdda per
eliminare residui di paglia o di sangue. Nel punggee, I'insieme
degli invogli pesa normalmente circa I'11% del pdsbneonato (4.5-
6.75 Kg). Successivamente la placenta deve esssesal su di una
superficie piana. Ogni superficie deve essere taiteente ispezionata.
Generalmente, la placenta equina viene espulsdtataocome un
guanto e mostra come superficie esterna la padetaidea. Se la
placenta e rimasta integra, I'unico punto di digoanta € quello
attraverso il quale € nato il puledro, e di norroarisponde alla stella
cervicale. Si procede disponendo I'organo in modofamare una
“F" che abbia come base la stella cervicale. | Qrecci della “F”
corrispondono alle corna uterine e la porzione ic&g al corpo
dell’'utero (Asbury e LeBlanc, 1993).

Si procede con l'osservazione della superficieaoca prima, e di
quella allantoidea successivamente, rivoltando lé@gmta come un
calzino.

La superficie corionica, se fresca, € di coloresoomtenso e al tatto
appare come vellutata. Questo aspetto € dovuto paaenza di
microvilli che sulla superficie del corno non grdwi appaiono piu
spessi, mentre sul corno gravido, vistosamentgugiade, e sul corpo,
sSono piu corti. In queste ultime due zone il coaitantoide puo essere
piu sottile per effetto dello stiramento esercitai@ peso del feto
(Morresey, 2004). Il corpo della placenta rapprésda porzione
maggiore dell’'organo, ed in esso si possono rimeedelle striscie
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prive di villi in corrispondenza del passaggio desi (Rossdale e
Ricketts, 2002).

La membrana amniotica non €& attaccata al coriamnallde nella
speccie equina, e questo aspetto anatomico coistéalla torsione
del cordone ombelicale; I'amnios € infatti ancorab cordone
ombelicale. Una eccessiva torsione del cordone bcalee € un
evento relativamente comune nell'equino, ma pito raelle altre
specie in cui 'amnios & ancorato al corionallamoill cordone deve
essere steso, esaminato e misurato. L’amnios oesereeseparato e

devono essere esaminati entrambi i versanti.

Figura 12. aree del chorion prive di villi in corrispondendai vasi allantoidei
(Morresey, 2004).

4.2.1. Artefatti

E’ molto importante saper distinguere gli artefdtile lesioni vere e
proprie. Ci sono molte strutture anatomiche nornedle possono
essere scambiate per lesioni. Tra queste le piutortapti da
discriminare sono un ispessimento del corno 'gmyviaree focali di
edema e degenerazione del corionallantoide neii purdui gli arti

posteriori del puledro premono contro la placenta parete uterina,

53



la presenza di vescicole corio-allantoidee, tasmre-allantoidee in
corrispondenza delle coppe endometriali, la presele!ippomane,
piccole aree di lieve congestione dovute a compmesspiccole aree
prive di villi sulla superficie corionica (a livelldi stella cervicale, in
corrispondenza delle coppe endometriali, aree Hinsavrastanti

grossi rami dei vasi ombelicali, aree di apposieiaiella placenta in
caso di gravidanze gemellari, e a livello di p&pdeelle tube uterine)
(Schlafer, 2011).

L’edema pud essere presente sia come manifestadigtee alterata
permeabilita vascolare, ed e infatti un riscontromane nelle
placentiti, ma puo essere anche un artefatto. @madmportante puo
infatti verificarsi anche durante un parto proluegalLa placenta
inoltre non possiede vasi linfatici che possanondre i liquidi in

eccesso. Anche un’eccessiva esposizione all’acgqagertare ad una
imbibizione di liquidi che macroscopicamente haspeatto di un

edema. L'accumulo di liquidi fa aumentare di peso placenta,
parametro che viene comunemente usato per ideméfiplacente
patologiche; quindi capire quale sia la causa eddima e
fondamentale.

L’autolisi pud rendere il tessuto friabile e pudardeare che ci sia
essudato inflammatorio sulla superficie. La necediautolisi sono

comunque difficilmente differenziabili macroscopmante. | tessuti
placentari in autolisi hanno un colore che va dafrone chiaro al
grigio e devono essere differenziati dalla necroke di solito

accompagna l'inflammazione insieme all’edema, altangestione

vascolare e alllaccumulo di essudato (Schlafer1201
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4.2.2. Aspetto macroscopico patologico

L’'aspetto dell'unita feto placentare pud cambiareconseguenza di
vari fattori. Sulla superficie corionica possoncerge presenti ampie
aree prive o con ipoplasia dei villi dovute a psmiedegenerativi
dellendometrio nelle fattrici anziane. Ancora esgibile evidenziare
tali aree in corso di gravidanze gemellari, peoattire nella cavalla e
spesso impossibile da portare a termine con suzgemsentrambi i
feti (Asbury e LeBlanc, 1993). E possibile evidemgidelle gravi aree
di distacco placentare, che compromettono il n@nto del feto;
queste zone hanno un colore bianco o bruno, aystti e prive di
villi, con un’estensione piu 0 meno ampia (RosseédRicketts, 2002).
La perdita della funzione di scambio della placeawaiene anche
guando la gravidanza si sviluppa completamentecogdo (le corna
appaiono piccole, mentre la parte che corrispohderpo € allargata)
e nel distacco prematuro di placenta. In questdti caso la
separazione avviene piu frequentemente nella zoslla ctella
cervicale. Le zone della placenta che si separalbemdometrio
diventano congeste e appaiono di un rosso intesdddfer, 2011).
L'assenza di ispessimento, necrosi e di essudafi@mmatorio
possono aiutare nel differenziare questa patolaogiba placentite.
Alterazioni degenerative possono svilupparsi quardo stroma
dell’allantoide diventa edematoso per un periodtedipo prolungato.
L'edema del corionallantoide € un reperto comundlidrepe
dell'allantoide e pud portare ad una perdita déllazionalita per la
compromissione della perfusione dei tessuti. Leseainfettive di
placentite, batteriche, virali o fungine, provocaesioni tipiche, ma e
sempre necessaria la conferma da parte di esatnralol Esistono
infatti poche lesioni patognomoniche. Gli eventiedsudati presenti
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sulla superficie corionica assumono grande impagagrerché da essi
Si puo successivamente coltivare ed isolare I'exadat patogeno
(Asbury e LeBlanc, 1993), e permettono quindi diqlasire
informazioni utili per approcciarsi meglio ad uneewale puledro
malato (Macpherson and Bailey, 2008).

La placentite € di solito associata ad un aumemtpedo a causa
delledema. Nella placentite ascendente le lesisni trovano
frequentemente nella zona della stella cervicake.alterazioni piu
evidenti si vedono sulla superficie corionica, p&d’infezione parte
dalla cervice e si estende tra I'endometrio e lambrana
corionallantoidea. Le aree di inflammazione e dicrasi del
corionallantoide appaiono macroscopicamente dialore che va dal
marrone chiaro al marrone scuro, sono ispessiteocegnza essudato
necrotico fibrinoso sulla superficie corionica (fdar, 2011). Le
placentiti da batteri nocardiformi hanno un aspetésticolare, con
lesioni estese nella zona craniale e ventrale algloce dell’attacco di
qguesto con le corna. La superficie corionica epérta da un essudato
viscoso verdastro, con il corion che appare agtath (Williams et
al., 2003). Nelle placentiti diffuse da leptospinavece, Il
corioallantoide si presenta piu rosso del normtdk/olta con aree
piccole e irregolari piu chiare. Occasionalmentecéenpromissione
vascolare puo provocare infarti placentari che bamm colore
marrone chiaro-grigio e una linea netta di demaoceztra il tessuto
necrotico e quello sano (Poonacha et al., 1993).

L’amnionite si riscontra comunemente in casi grdviplacentite
batterica 0 micotica, ma si osserva raramente sere= di lesioni
inflammatorie a carico del corionallantoide; diikoke accompagnata

anche da funisite (Sebastian et al., 2005). L’asio questo caso
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appare di aspetto rugoso di colore marroncino ohgoprattutto nella
zona che ricopre il cordone. Nei casi piu gravis@ttaccati alla
membrana amniotica dei brandelli necrotici, e sdyen visibili

necrosi e/o congestione ed edema dellamnios e deioma del
cordone. A carico del cordone ombelicale sono aibalv altre lesioni,
quali emorragie ed edemi dovute ad eccessiva twsibei vasi
(Schlafer, 2011).

4.3. ESAME CLINICO DEL PULEDRO

Il parto € un processo relativamente rapido neltaite e, per meglio
essere studiato, viene suddiviso in tre stadi. rimp stadio e
caratterizzato da cambiamenti comportamentali del&alla che
indicano l'inizio del travaglio. Il secondo stadimozia con la rottura
della membrana corio-allantoidea e termina corakcita del puledro,
mentre nel terzo stadio si ha l'espulsione dellacphta e delle
membrane fetali dopo il parto (Byars e Simon, 2011y'attenta
osservazione del puledro da parte di personale #&dahestrato
dovrebbe iniziare subito dopo il parto. La primdut@zione dello
stato generale del puledro pud essere condotta d@poascita
attraverso il sistema di APGAR (Appearance, Pul&imace,
Activity, Respiration); si tratta di uno schemaeirgretativo derivato
dalla medicina umana, ideato per svelare precocenstati di asfissia
o di stress del neonato. Nel bambino viene eseguitoe 5 minuti
dalla nascita e ripetuto fino ad un massimo di 3@uihin presenza di
un punteggio basso. Nel puledro vengono valutg@@metri: colore
delle mucose, frequenza cardiaca, frequenza réspaa tono

muscolare e risposta allo stimolo nasale, e a wresdi essi viene
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attribuito un punteggio numerico da 0 a 2 (Vaal®)2). Un punteggio
totale di 8-10 e normale, un punteggio di 6-8 éaativo di una lieve
asfissia e un punteggio inferiore a 6 indica unavegrasfissia che
necessita di intervento immediato (Vaala, 2002).

Lo stimolo nasale pu0 essere accompagnato dallmolsti del
padiglione auricolare o da quello toracolombareef@o scorrere |l
pollice e I'indice lungo la colonna vertebrale dafluca alla base della
coda. Il puledro normale, in risposta a questa raia, muove gli

arti, alza la testa e cerca di alzarsi (Vaala é®gr1994).

Parametro 0 1 2
Mucose pallide rosa chiaro rosa carico
Frequenza cardiaca assente <60 bpm >60 bpm
. . <30 atti/min, >30 atti/min,
Frequenza resplratorla assente .
irregolare regolare
decubito tenta di assumere il .
Tono muscolare ) decubito sternale

laterale decubito sternale

Risposta allo stimolo debole reazione della
nessuna tosse, starnuto

nasale testa

Tabella 1. Apgar Score modificato utilizzato nel puledro

L’esame clinico completo puo essere normalmenteantato a
qualche ora dopo. Normalmente, il puledro neonatsume la
posizione sternale subito dopo la nascita. Gia daponinuti dalla
nascita I'animale deve presentare un buon rifleissuzione e dopo
15-165 minuti al massimo assumere la stazione gpadale. Entro le
prime 2 ore di vita dovrebbe nutrirsi alla mammedthassumere del

colostro di buona qualita. La prima minzione avei@opo 6 ore circa
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dalla nascita nel maschio e dopo 11 ore nella feranpur esistendo
un’ampia variabilitd individuale (Bernard e Reim&g94). Entro 24
ore dovra essere completata I'espulsione del mecenil puledro
dovra defecare le prime feci da latte, morbide iareh Normalmente,
I'espulsione inizia dopo la prima poppata del pueche stimola
fisiologicamente la motilita intestinale. Alla néscbisogna valutare
anche il peso del puledro, che € in relazioneraltza e corrisponde a
circa il 10% del peso della fattrice (Rossdale s&yu2002).

Puledri che portano la testa bassa, con oreccldenta e che si
addormentano in piedi danno un campanello daltialéasul loro stato
di salute. Puledri poco vitali si alzano piu rarameee quindi si
alimentano anche meno La perdita di affinita perfdtrice in un
puledro € spesso associato con un danno ipossotwnmsco. |l
disenteresse per la mammella puo essere talvadtsepta anche in
caso di sintomatologia colica (Axon, 2011).

La temperatura corporea deve essere compresa (ae338,9°C
(Koterba, 1990). La temperatura rettale non e dicaiore affidabile
di infezione nei neonati; spesso i puledri con semsIta sono
ipotermici, cosi come i puledri prematuri che hanmma scarsa
capacita di termoregolazione (Axon, 2011).

Le mucose devono essere esaminate attentamenteomdizioni di
buona visibilita, per escludere la presenza drdtt@allore, cianosi,
congestione e petecchie emorragiche. La presenzg@etiicchie
emorragiche a livello gengivale € uno dei primirsetdj setticemia,
insieme all'iperemia della benda coronarica. Leepehie possono
essere presenti anche a livello di padiglione alare, punta del naso
e terza palpebra. La frequenza cardiaca subito dappascita €
normalmente compresa tra 40-80 bpm, ma duranteni pentativi di
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assumere la stazione quadrupedale aumenta a 13bphd® anche
piu. Si stabilizza poi durante i primi giorni ditaitra 70-100 bpm,
anche se puo aumentare notevolmente in caso diagccie o di

paura (Koterba,1990). E' normale la presenza dsaoifio sistolico

causato dalla incompleta chiusura del dotto aderioche nella
maggior parte dei puledri scompare dopo i primrgidi vita (Vaala,

2002). Durante le prime ore dopo la nascita, lgiemza respiratoria €
compresa tra 60-80 atti/minuto, per poi stabilizzdopo le prime ore
sui 20-40 atti/minuto (Bernard e Reimer, 1994)xitlino del respiro

deve essere regolare e non deve essere preserde sfepiratorio,

con una contrazione addominale minima in fase a&pia. La

dispnea si manifesta normalmente con prolungameiaite fasi

respiratorie, dilatazione delle narici, retraziomm®stale, sforzo
addominale e nei casi piu gravi testa estesa ol edame d’aria.

A causa della parete toracica molto sottile, afialtazione cardiaca i
toni e i rumori cardiaci sono molto piu forti rigpeal cavallo adulto,
e lauscultazione polmonare e alquanto inattenglibil suoni

polmonari sono sicuramente piu udibili rispettdaallilto, ma spesso
Il passaggio dell’aria nei grossi bronchi mascheranomalie delle vie
piu profonde. | suoni polmonari non sono quindiretati con la

gravitd del processo eventualmente presente, nénirsenso né
nell’'altro. Inoltre, anche in presenza di patolog@monari gravi, €
molto rara nel puledro la presenza di tosse ealostasale (Bernard e
Reimer, 1994). Per questo, I'esame radiografico tehce e

'emogasanalisi arteriosa sono cosi importanti comemti del

protocollo diagnostico. Il torace deve essere anph®ato per

escludere la presenza di fratture costali, cheosis@no verificare
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durante il parto, specialmente nel puledro prensataon una
ossificazione incompleta o in seguito a rianimagiasonatale.

Deve essere inoltre ispezionato 'addome che pséredisteso, e la
presenza di segni e atteggiamenti particolari capeguti tentativi di
defecazione con tipico “scodinzolamento”, o imk@aaténto della zona
perineale o dei garretti. La palpazione addomiapmssibile solo in
presenza di puledri sufficientemente rilassati e puettere in
evidenza costipazioni del grosso intestino (Koted®90). L'addome
deve essere auscultato per almeno 2 minuti bilaterde, per
verificare la presenza di borborigmi. L’'ausculta®modeve essere
eseguita procedendo dalla fossa paralombare varparte ventrale
delladdome. Rumori di sciacquio possono essettersm di diarrea
incipiente (Bernard e Reimer, 1994).

Anche se per avere informazioni piu attendibilieeessario un esame
ultrasonografico, come primo approccio, I'ombeliceve essere
esaminato attentamente per escludere segni diionfszaumenti di
volume dovuti ad esempio ad ernie, e raccolte assoad emorragie,
accumulo di urine o infezioni. L’'uso eccessivo dstanze caustiche
puo aumentare l'incidenza di onfaliti (Vaala, 2002)

Lo sviluppo scheletrico e la costituzione devonsees valutate;
anomalie a livello del cranio come I'asimmetria naueccessiva
prominenza dell'osso frontale possono essere sdgibocefalo, ma
piu spesso di ritardo di crescita intrauterino. @liti possono
presentare eventuali deformita angolari o fless@tzessiva lassita
tendinea e articolare (Axon, 2011). Gli animali mpeguri possono
presentare anche incompleta ossificazione della dsk carpo e del
tarso. Tutte le articolazioni e le fisi dovrebb&ssere palpate per la

presenza di calore, dolore, gonfiore o edema,peaaenza di zoppie e
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altro tipo di anomalie devono essere considerateclise fino a che
non viene dimostrato il contrario. Il tono muscelase ridotto o
eccessivamente aumentato, € indicativo solitamdinisioni centrali
di tipo ipossico-ischemico, ma l'ipotonia puo essassociata anche

ad immaturita e sepsi (Axon, 2011).

4.4. PARAMETRI EMATOBIOCHIMICI DEL PULEDRO ALLA
NASCITA

Il puledro neonato € in un periodo di transizioree la vita fetale e
quella extrauterina. | risultati degli esami emadchimici in questo
periodo spesso riflettono I'ambiente uterino, gyindsultati devono
essere interpretati con la consapevolezza dei eandnti che
avvengono nella vita intrauterina. Questi paramptissono essere
utili per identificazione i puledri a piu alto risio di sviluppare segni
clinici, ma il medico veterinario deve essere ancbiesapevole delle
normali variazioni nei risultati clinico-patologiathe si verificano
durante il primo periodo di vita extrauterina, eviadbbe acquisire
familiarita con i risultati del proprio laboratorie con le variazioni
individuali che possono verificarsi nei valori dferimento (Axon,
2011).

4.4.1. Ematocrito

L’ematocrito aumenta gradualmente durante la vetalé fino a
raggiungere i valori delladulto a 300 giorni di sg@zione. Alla
nascita, I'ematocrito (PCV) € compreso tra 40 e ,52% a causa del
trasferimento del sangue placentare al feto (Jeffeb al. 1982;
Harvey, 1990), ma solitamente questa percentuat@ndisce con

l'ingestione delle proteine del colostro e 'espares del volume di
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sangue gia dopo 24 ore (Palmer, 2004). Un valorendatocrito
elevato con eritrocitosi puo essere associato ssiparonica in utero
0 a disidratazione. Una sua diminuzione pu0 esseexe dovuta a
perdita di sangue interna o esterna (fratture bpstmorragia dai
residui ombelicali o gastrointestinale), premagyrémolisi associata a

Isoeritrolisi neonatale, sepsi e CID (Axon, 2011).

4.4.2. MCV

Il volume medio cellulare (MCV) e alto durante lanpa parte della
gravidanza, per diminuire fino a valori simili @tiulto a 300 giorni di
gestazione. L'MCV continua a diminuire fino a 3-fesndi vita, a

causa di un certo grado di microcitosi, con conseatp lieve

anisocitosi, per poi ricrescere a 9 mesi. (Hanti®@0). La carenza di
ferro e stata sospettata come causa di questaudiioire, tuttavia, i

puledri hanno adeguate riserve di ferro e la spalsmentazione non
sembra modificarne i valori (Axon e Palmer, 2008).

4.4.3. Eritrociti

Il fegato fetale € I'organo principale dell’ematmsd durante la vita
intrauterina, mentre il midollo osseo contribuisaa modo
significativo all’ematopoiesi solo al termine delgestazione. Gili
eritrociti raggiungono la concentrazione massimamamento del
parto (Jeffcott et al., 1982).

Come nei bambini, anche nei puledri puo essereeptesun certo
grado di anemia fisiologica. Lo stimolo per la pugibne di eritrociti
e infatti basso al momento della nascita, a cawdk dmponente
trasfusione di sangue placentare che avviene dbgarto e per

'elevata saturazione dell’emoglobina, dal momemoe la pO2
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arteriosa aumenta da 34 mmHg nel feto a 80 mmHguleldro di
un’ora. L’emivita degli eritrociti nel neonato seralinoltre essere piu

breve rispetto a quella dell'adulto (Harvey, 1990).

4.4.4. Leucociti

Alla nascita la conta dei globuli bianchi é similequella dell’adulto,
tuttavia, vi € una notevole variazione nel numezoglobuli bianchi,
dei neutrofili e dei linfociti. La conta linfociter nel puledro alla
nascita e circa 1400 cellule/uL. Durante la geetazii linfociti
possono raggiungere valori anche superiori a 3tile/uL, ma
diminuiscono al parto per poi risalire intorno a¢ tmesi di vita
(Harvey, 1990). Il numero di neutrofili invece aume durante
I'ultimo periodo di gestazione (Harvey, 1990); iilascio di cortisolo
al parto induce un aumento dei neutrofili nel p&oiosubito
successivo, per poi iniziare a diminuire dopo ihpr giorno di vita
(Silver et al.,, 1984). La neutropenia associata glesenza di
granulazioni tossiche, e ad un numero maggioresilile immature é
solitamente associato alla sepsi. Un rapporto aBlufrlinfociti (N/L)
<2-3 senza segni di sepsi € associato alla preit@gatla neutropenia
associata ad un rapporto N/L <1.5 nelle prime 24 dirvita € un
fattore prognostico negativo nei puledri prematUmna elevata conta
leucocitaria alla nascita puo rappresentare laosispinfiammatoria
del feto a causa di un’infezione placentare pittashe una sepsi
primaria nel puledro. Una conta linfocitaria peesmgemente bassa
puo essere associata a malattia da immunodeficieonabinata
(Axon, 2011).
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4.4.5. Piastrine

La conta piastrinica rimane relativamente costahtente il primo
anno di vita (Harvey, 1990). Le piastrine, tuttauiella loro prima
settimana di vita hanno una ridotta funzionalita plio contribuire al
tempo di sanguinamento leggermente piu lungo tigleb puledro
(Clemmons et al., 1984). La trombocitopenia € fexje nel puledro
setticemico in corso di CID, nelle infezioni viralinella
trombocitopenia alloimmune e nella dermatite ultesa(Axon e
Palmer, 2008).

4.4.6. Proteine totali

La concentrazione delle proteine plasmatiche vdaiat-6 g/dL alla
nascita a 5-8 g/dl dopo 24 ore. La concentrazietiecproteine total

aumenta con l'assorbimento colostrale, con la @tadione e in caso
di iperglobulinemia da infezioni cronica, che tdtagpossono derivare
anche da infezioni intrauterine. Concentrazionielfigri possono
essere rilevate in caso di perdita di sangue, tralaenali e

gastrointestinali, e mancato trasferimento dell'mmita passiva
(Axon, 2011).

4.4.7. Fibrinogeno

Il fibrinogeno e una proteina di fase acuta poaijtiva cui
concentrazione plasmatica puo aumentare in casofidmmazione
(Clemmons, 1990). L'alterazione di questo valore tigtavia
dipendente dalla cronicita del processo inflammatan quanto nel
cavallo sono necessarie dalle 48 alle 72 ore pescherifichi un
aumento della fibrinogenemia; i processi infammiath tipo acuto

potrebbero non essere svelati da una alteraziog@elito parametro
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(Becht e Semrad, 1985). La concentrazione di fdgemo aumenta
gradualmente dopo la nascita; valori superiorige/4. sono indicativi
di una infezione o infammazione, anche se valoferiori non ne
escludono la presenza. La presenza di iperfibrinegpa alla nascita

puo essere indicativa di infezioni prenatali (Ax@011).

4.4.8. Glucosio

Puledri appena nati hanno una concentrazione dicogia

relativamente bassa che aumenta dopo la prima fmppamedicina
umana, i soggetti IUGR presentano concentraziogiwtosio fetale,
misurato durante il parto, molto basse rispettooggstti normali;

inoltre nei soggetti IUGR non vi € nessuna variagimel numero e
nell'attivita dei trasportatori del glucosio a lliee placentare
(Baumann et al., 2002). Nel feto equino l'attivitarticosurrenale é
minima fino a poco prima del parto, e non si hauento di

glicogeno e glucosio plasmatico dipendente dalsmd visto in altre
specie, e questo potrebbe essere la causa di do#aricapacita
gluconeogenetica a livello epatico (Axon, 2011)loviadi glucosio

ematico <35-40 mg/dl nel neonato, prima della assme di colostro,
indicano insufficienza placentare (Vaala, 1999)lldNere successive,
I'ipoglicemia e ovviamente causata dal digiuno,utaaumento delle
richieste metaboliche (sepsi, SIRS), da una ridgtteconeogenesi
(sepsi, SIRS, prematurita, stress intrauterino)pdrglicemia puo
essere di origine iatrogena o causata da un eccessecolamine,
prematurita, ipossia, sepsi e SIRS che causanoridatia risposta

insulinica o una inappropriata gluconeogenesi (AXfi1).
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4.4.9. Lattato

Nei neonati umani, il lattato nel sangue del coed@mbelicale al
momento della nascita € considerato un indicatoigodsia prenatale,
ed e paragonabile al pH come strumento prognogBooruto et al.,
2006). Inoltre, una elevata concentrazione di tattael sangue
prelevato dallo scalpo o dal cordone ombelical@ui il parto, o una
acidosi lattica persistente nei neonati umani siat considerati utili
indicatori di stress fetale durante il parto (Egaikt al., 1983; Suidan
et al., 1984a; Borruto et al., 2006). La concemtraz ematica di
lattato € stata valutata anche in puledri neonativerati in terapia
intensiva. Un’iperlattatemia al momento del ricaveruna persistente
elevata concentrazione di lattato ematico durdnieavero sono utili
indicatori prognostici (Corley et al., 2005; Herstar et al., 2008;
Wotman et al., 2009). In uno studio prospettico &t puledri
ricoverati in condizioni critiche, Castagnetti et #010) hanno
rilevato che negli animali non sopravvissuti, lllatatemia
riscontrata all'ammissione si protraeva durant¢o tilt periodo di
ospedalizzazione, mentre nei sopravvissuti la alege del lattato
avveniva entro le prime 24 ore di ospedalizzazid@dle stessi autori
hanno suggerito che l'iperlattatemia non e unonsémto diagnostico,
ma un’utile indicatore della gravita della patok@ della necessita di
un intervento precoce e aggressivo. Anche in dawalllti con
sintomatologia colica, la concentrazione ematicaatiato € stata
indicata come una variabile utile per I'indicazigeregnostica (Furr et
al., 1995; Johnston et al., 2007) ed, in uno stadialotto da Tennent-
Brown et al. (2010) su animali adulti ricoverati gondizioni di
emergenza, la prognosi per la sopravvivenza peaggorse la
clearance del lattato era ritardata. La misurazideé lattato nel
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liquido amniotico (AF) e stata raramente presaoinstderazione nella
letteratura scientifica. In donne nel terzo trimesti gravidanza e in
buono stato di salute, Fadel et al. (1979) hanmmrtato una

concentrazione di lattato nel liquido amnioticdb{@ + 2,20 mmol/L)

di circa sei volte superiore a quello del sangueema (1,316 + 0,66
mmol/L). Piu di recente, Brace e Cheung (2005) bastudiato le

variazioni prima del parto della concentrazione ld&ghto nel liquido

amniotico negli ovini, ed hanno trovato una sigrafiva correlazione
positiva tra il lattato nel liquido amniotico e leoncentrazioni

plasmatiche di lattato fetale. Nello stesso stuldiazoncentrazione di
lattato amniotico aumenta col progredire della @gehe, con un
picco negli ultimi 1-2 giorni di gravidanza.

In studi clinici condotti sulle donne, la conceatome di lattato

amniotico e stata utilizzata come indicatore di @oapetta rottura
precoce delle membrane (amnios e corion) e di uto panminente

(Wiber-itzel et al., 2005, Wiber-itzel et al., 200&/iber-itzel et al.,

2009). Inoltre, alte concentrazioni di lattato aotitio sono state
fortemente associate a parto distocico (Wiber-gzedl., 2008); basse
concentrazioni di lattato amniotico (<10,1 mmo) sdéno state invece
associate ad una maggiore probabilita di partonzgi spontaneo
(Wiber-itzel et al., 2010). Castagnetti et al. (200in uno studio

preliminare, hanno valutato per la prima volta tmeentrazione di

lattato nel liquido amniotico nella specie equina.

4.4.10. Creatinina e Urea
La creatininemia e piu elevata durante le primeo8 dal parto.
Aumenti delle concentrazioni di creatinina ed upEssono essere

dovute a cause prerenali, renali, e postrenali. iNéedri neonati
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concentrazioni della creatinina marcatamente etewala nascita
riflettono non tanto la funzionalita escretoria debnato, ma possono
verificarsi a causa di problemi dei tessuti fetoplatari, e sono
considerate un indicatore potenziale di compromissidel puledro
(Adams,1990). Se l'aumento € dovuto a problemi gpitci, la
concentrazione della creatinina diminuisce rapidémenei giorni
successivi; se invece la concentrazione di creetinmane elevata, o
diminuisce lentamente, andrebbero presi in conszi@ne
concomitanti problemi renali o altre cause di amote (Vaala e
Sertich, 1994; Vaala, 1999). Anche se non sona slantificati
parametri specifici altamente indicativi di encefsdtia neonatale nei
puledri, in uno studio retrospettivo su 78 puleapnati, il 32% di
loro mostrava un aumento della concentrazione de#latinina sierica
(Bernard et al., 1995). L'urea non e generalmeleteata insieme alla
creatinina nella disfunzione placentare, ma un sumento nei
neonati € associato al catabolismo proteico (AX&011). Dal 3°
giorno ai 2 mesi di vita l'urea cala notevolmenpepbabilmente a
causa dellaumentata richiesta di aminoacidi pesifdesi proteica
(Bauer, 1990).
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SEZIONE B: PROVE SPERIMENTALI

CAPITOLO 5

5.1. SCOPI DEL LAVORO

Lo scopo di questa tesi e stato quello di apprafenddiversi aspetti
clinici e clinico-patologici dell’insufficienza ptentare nella specie
equina, con lintento di individuare dei parameltne possano essere
di ausilio per l'identificazione precoce del puledn rischio e della

necessita di un intervento terapeutico.

La parte sperimentale si articola quindi in 4 prasiascuna con scopi
differenti:

. Utilizzo del lattato ematico ed amniotico per ldutazione del

puledro neonato.

 Determinazione dei valori fisiologici della concexs#ione
venosa di lattato nel puledro sano e in quello toalaelle
prime 72 ore di vita;

 Determinazione della concentrazione di lattato helido
amniotico prelevato durante il parto e della suditaitnel

monitoraggio della salute del puledro pefipartum

I[I. Valutazione della risposta all'ipossia nel puledreonato.

» Valutazione dell'espressione di HIifsl HSF1 e della
concentrazione di MDA nel liquido amniotico e nahgue del

puledro neonato.
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Parametri ematobiochimici indicatori di funzionalit

placentare.
Utilizzo delle concentrazioni ematiche di glucosooeatinina,

urea, e fibrinogeno, come indici della funzionaptacentare.
Utilizzo di questi parametri biochimici come faitdiiagnostici
e prognostici nel puledro neonato.

Analisi d'immagine della placenta mediante softwkn@geJ.

Sviluppo di una macro per il software di analismthagine
Imaged, in grado di identificare e quantificare argmetri
morfometrici dei villi allantocoriali.

Relazione tra i parametri morfometrici placentari garametri

ematobiochimici del puledro al momento della nascit
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5.2. MATERIALI E METODI

5.2.1. SELEZIONE DEGLI ANIMALI

Sono state incluse nello studio tutte le cavatiewerate presso I'Unita
di Perinatologia Equina “Stefano Belluzzi” nel amrdi tre stagioni
riproduttive. Le fattrici sono state ricoverate iaca 310 giorni di
gestazione, e sono state tenute sotto osservagesremeno 7 giorni
dopo il parto. Le cavalle sono state alloggiatanmpi box con lettiera
in paglia, ed alimentate con fieno ad libitum e @amrtrati due volte al
giorno; durante il giorno avevano accesso ai pakidsterni.

| puledri sono stati classificati come sani in baskun punteggio
Apgar >9, esame clinico ed esami collaterali nei limitil@enorma
durante tutto il periodo di ricovero e concentragsierica di Ig&G
800 mg/dL a 18 ore di vitd. puledri sopravvissuti sono quelli che

sono stati dimessi vivi dall’'unita.

La popolazione é stata quindi suddivisa in due gjtup

Gruppo 1: fattici che hanno partorito puledri sani dopo una
gravidanza fisiologica.

Gruppo 2: fattrici che hanno partorito puledri malati dopma

gravidanza fisiologica o ad “alto rischio”.

5.2.2 RACCOLTA DEI DATI E DETERMINAZIONI
EMATOBIOCHIMICHE

Per ognifattrice sono stati raccolti i seguenti dati: eta e nunmairo
gravidanze, durata della gravidanza (giorni), lerfa della fase

espulsiva (minuti), concentrazione di lattato nguido amniotico,
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concentrazione di glucosio e lattato nel sangues@m@l momento del
parto, presenza di distocia, presenza di alterazialiiesame
macroscopico degli invogli fetali (edema, areeudiff di ipoplasia dei
villi, aree di distacco placentare, peso ridot&umentato).

| seguenti dati sono stati raccolti invece per ognledra
concentrazioni di lattato nel sangue ombelicalerex$o e venoso, pH
venoso, pC@ punteggio Apgar entro 10 minuti dalla nascita,
concentrazione ematica di glucosio, creatinina,auririnogeno,
ematocrito e numero di eritrociti al momento delfascita,
concentrazione di lattato nel sangue venoso al mtgella nascita
ed ogni 12 ore fino a 72 ore di vita (TO-T72), sargenza di malattia
neonatale.

La Distocia e stata definita come una fase esplsiv durata
superiore ai 30 minuti, risolta dall'intervento &ghario mediante

parto vaginale assistito o controllato (Nortonletz007).

Figura 13. Prelievo di liquido amniotico al momento del parto

Il liguido amnioticoé stato raccolto entro 5 minuti dalla comparsa del
sacco amniotico attraverso la vulva, utilizzanda siringa sterile da

60 ml. Il campione e stato immediatamente portatolaboratorio e
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centrifugato a 2200 g per 10 minutijl surnatante e stato suddiviso
piccole aliquote in provete di polipropilene da 10,0 mi;campioni
sono stati conservati-20° C e analizzati entro 2 mesi ldalaccolte

Immediatamente dopo la nascita € stato effettuatoprelievo di
sangue dalla vena e dallarteria ombelicale perutasd la

concentraziondi lattato.

Figura 14. Prelievo di sangue dal cordone ombelicale al momdetia nascit:

Entro 5 minuti dalla nasci, per eseguire un emogasane il sangue
venoso dei neonati e stato prelevato anaerobidancen una siring
da 1 ml il cui spazio morto € stato riempito comrapa sodica (100
Ul/ml). Il campione e stato analizzato entro 10 minuti galievo.
Gas ematici @oH sono stati corre per ovviare alla divergenza 1
temperatura di lavo dell’analizzatore (37°C) e quella del pulet
rilevata al momento d prelievo. Le determinazioni sono ste
eseguite con 'emogasanalizzatore Roche OptiCCAIltRd®iagnosti
Corporation, Indianapoli Indiana, USA).

Entro 10 minutidalla nascita,l sangue venoso delle fattrici dei

Y

puledri e stato raccolto dalla vena giugulare @ewalutazionedei
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parametri ematobiochimici La glicemia e stata misurata
immediatamente con il glucosimetro portatiie Medss® Optium
(Abbott laboratories, Medisense pruducts, Bedfttd, USA).

Figura 15. Puledro in posizione sternale subito dopo la nasci

Il campione di sangue é stato posto in provettedddwette® Sarstedt
con K3-EDTA, conservato a temperatura di refrigenae (0-4°C), ed
analizzato entro 24 ore dal prelievo. Prima delltedninazioni
analitiche, é stato sottoposto ad agitazione comeXdReamix 2789)
per un minuto. L’'esame emocromocitometrico & seas@guito con il
contaglobuli automatico CELL-DYN 3500R (Abbott labtories,
Santa Clara, California, USA).

Per la determinazione di creatinina e urea, il sargystato raccolto in
provette (Monovette ® Sarstedt) con “gel clottingtiaator” e
centrifugato entro un’ora dal prelievo a 2200 x ¢r A0 minuti.
Successivamente e stato separato in quattro afigeiahantenuto a
temperatura di refrigerazione (0-4°C) fino alleseone delle

determinazioni richieste, avvenute entro 24 orepdalievo.
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La determinazione del fibrinogeno plasmatico éastseguita con una
metodica di tipo turbidimetrico (Fibrinogeno turinreetrico, MeDia
Diagnostics). Il sangue e stato posto in provettddBovette®
Sarstedt contenenti Sodio Citrato in soluzione Ogithol/l, con
rapporto Sodio/Citrato 1:9 e conservato a tempeaatui
refrigerazione (0-4°C) per massimo un’ora dal pradi Per separare |l
plasma dal citrato, il campione € stato centrifagamtro un’ora dal
prelievo a 2200 x g per 10 minuti.

Per la misurazione del lattato, il sangue e stat@de raccolto in
provette S-Monovette® Sarstedt contenenti come ceagulante
fluoruro di sodio e ossalato di potassio, centatogper 10 minuti a
2200 x g immediatamente dopo il prelievo; sepaiasurnatante,
stato conservato in aliquote congelate a -20°Cupemassimo di 2
mesi.

Tutti i parametri biochimici sono stati determinatitilizzando
I'analizzatore automatico Chemistry Analyzer AU4@OQlympus
Diagnostica GmbH, Lismeehan, Irlanda).

Per determinare la concentrazione di lattato liamatore utilizza un
metodo enzimatico colorimetrico considerato il getdndard (limite
di rilevazione 0,001 mmol/L; linearita 0,22-13,32 mol/L;
coefficiente di variazione intra-saggio 0,6-0,8%d)presenza di lattato
ossidasi, il lattato viene ossidato a piruvato eog&do d’idrogeno.
Per azione di una perossidasi (POD), il perossidivogieno reagisce
con il TOOS [N-etil-N-(2-idrossi-3-sulfopropil)-3-atilanilina],
formando un composto la cui intensita di colorer@pprzionale alla
concentrazione di lattato presente nel campionevaree letta dallo
spettrofotometro, regolato su una lunghezza d’'ahd®0 nm. Inoltre,

poiché le concentrazioni di lattato nel liquido aotico erano al di
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sopra del limite superiore di linearita, e statéetéiata una breve
validazione del metodo analizzando tre volte 2 dampaltamente
concentrati in diluizioni seriali. Impostando saltalizzatore chimico
una diluizione automatizzata nel caso di conceiungz di lattato
superiore alla gamma dinamica, il metodo e risoltiseare fino a 23
mmol/L, con un coefficiente di correlazione R2 §38.

Sui campioni di plasma in sodio citrato e sul ldqpuamniotico é stata
misurata inoltre la concentrazione ®lalondialdeide (MDA), e
valutatal’espressione di HIF-& e HSF1 L'espressione di HSF1 e
HIF-1lo é stata valutata mediante elettroforesi monodimeate
seguita da immunoblotting, impiegando anticorpi c#p® poli e
monoclonali rispettivamente. L’espressione € staigantificata
mediante Quantity One Software (Bio-Rad) ed i teulespressi in
unita arbitrarie. La MDA, dopo opportuna estraziola¢ plasma e dal
liquido amniotico, € stata dosata in HPLC ed esarda unita di
assorbanza (UA) (Lepage et al., 1991).

Subito dopo il secondamento, ghvogli fetali sono stati pesati e
successivamente distesi per eseguire 'esame ntamigs. Sono stati
effettuati dei prelievi di dimensioni omogenee dica 10x5 cm, sia
dall’allantocorion che dall’allantoamnios. Al findi garantire un
opportuno confronto tra i diversi soggetti, i caompi sono stati
ottenuti sempre dallo stesso distretto degli invofgtali: n.1
corrispondente alla base del corno gravido (CGQG), alla base di
quello non gravido (CNG) e n.1 alla porzione cdetdel corpo (C).
In caso di alterazioni macroscopiche evidenti, sstadi fissati anche
ulteriori campioni. | campioni sono stati posti gontenitori di
polipropilene preriempiti con formalina al 10% neutamponata, e
successivamente sono stati inclusi in paraffinankckisioni venivano
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lasciate per 20 minuti in soluzione di paraffina xdolo, e
successivamente altri 20 minuti per tre volte isgale contenenti un
volume sempre maggiore di paraffina fino ad unaizohe pura al
100%. Quando i campioni erano completamente imbevyiaraffina
si lasciavano solidificare e si procedeva con &pprazione di sezioni
dello spessore di 3-5 pm mediante microtomo e acessivo
montaggio su vetrini super frost polilisindlutte le sezioni sono state
colorate con Ematossilina-Eosina. L’analisi morfémea e stata
effettuata usando tecniche standardizzate e texrdclelaborazione
dellimmagine computer-assistita mediante un safwdenominato
ImageJ (un programma Java di elaborazione delle agimm di
dominio pubblico, creato da W. Rasband del Dipatito di Ricerca
dellIstituto Nazionale per la Salute Mentale ditiBesda, MD). La
visione dei preparati € avvenuta con microscopic@integrato con
una macchina fotografica digitale Leica, con lalgua € proceduto
all'acquisizione di microfotografie utilizzando wbiettivo 20X ed il
software di acquisizione dell'immagine IrfanView.
Le fotografie sono state acquisite in bianco e rt@ngenzialmente al
corion per includere le arborizzazioni basali déi.\Buccessivamente
le immagini sono state manipolate con comandi dbaiazione
grafica (feature extraction) per rendere il sofevan grado di
discriminare tra oggetto d'interesse (foreground) séondo
(background). Tali comandi sono stati registratuima macro testata
anche su un campo vuoto, un campo pieno e sullarands un cerchio
di dimensione nota come settaggio prima delle raiani.
In ogni fotogramma sono stati misurati i parameitseguito riportati:
1. numero di arborizzazioni;

2. area totale delle arborizzazioni;

78



area media delle arborizzazioni;
percentuale di campo pieno occupata dalle arbaiaza

perimetro delle arborizzazioni,

o o kM w

circolarita (descrittore di formaz4area/perimetro”2 ):
Circonferenza di un cerchio di area equivalentasdiper il
perimetro effettivo della particella. Piu sfericéaégarticella piu
la circolarita tende a 1; piu allungata o spigoleda particella
minore e la circolarita;

7. solidita (descrittore di forma= area/area convessa)

area dell’oggetto divisa per l'area di un immagmanoligono
che racchiude il nostro oggetto. La solidita haosatompresi
nell'intervallo 0-1;

8. rapporto perimetro/area (calcolato dai punti 5.e 2)

Tutte le procedure sugli animali sono state efédtu previa
approvazione del Comitato Etico dell’'UniversitaBblogna, ai sensi
del DL 116/92, approvato dal Ministero della Salutth consenso
informato orale é stato fornito dai proprietari.

Alcuni campioni non sono stati raccolti su alcuninaali o i risultati

non sono stati registrati, e non sono quindi digpbmer lo studio.

5.2.3. ANALISI STATISTICA

Utilizzo del lattato ematico ed amniotico per lalutazione del

puledro neonato.

Il test U di Mann-Whitney € stato utilizzato pernfmntare i dati
raccolti al momento del parto (TO) tra i due gruppn modello
lineare generale (GLM) per misure ripetute e statitizzato per
valutare le concentrazioni di lattato nel tempo paledri, e per
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confrontare le concentrazioni nel tempo tra i sttggpuledri sani e

malati). Poiché l'ipotesi della sfericita della ieaza-covarianza della
variabile dipendente, valutata mediante il tes¥lduchly, non é stata
rispettata, la significativita del valore di F @tst valutata dopo un
adeguamento dei gradi di liberta del humeratoreleddnominatore

con il valore piu basso di epsilon.

Infine € stata eseguita un'analisi di regressioreafte per indagare la
relazione tra la concentrazione di lattato nelitiQuamniotico e le

variabili esplicative. Le variabili con valori F <D sono stati inseriti
nel modello. In particolare, la variabile dipendeftoncentrazione di
lattato nel liguido amniotico” e stata messa inrel@zione con le

seguenti variabili indipendenti: eta e numero davigtanze della

cavalla, durata della gravidanza, pH venoso dedgrol glicemia del

puledro e della fattrice, punteggio di Apgar, legtaia della vena
ombelicale, lattatemia dell’'arteria ombelicale, atar della fase
espulsiva, lattatemia del puledro a TO, verificadsidistocia. Un

valore di p <0.05 é stato considerato statisticamsignificativo.

Tutte le analisi sono state effettuate utilizzando software

commerciale (SPSS, versione 12.0, SPSS Inc., Ghitlp

Valutazione della risposta all'ipossia nel puledreonato.

Il test U di Mann-Whitney e stato utilizzato pernémntare la
concentrazione di MDA e l'espressione di HSF1, elF-kx tra
puledri sani e malati. Il test di Wilcoxon per daippaiati € stato
utilizzato per valutare I'andamento nel tempo (TIR)Y di MDA,
HSF1 e HIF-&. Il test di Spearman € stato infine utilizzato per

valutare le correlazioni tra HSF1, HIferd MDA sia ematici che del
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liuido amniotico, ematocrito, numero di eritrocgH e pCO2 venosi,
e lattato. Un valore di p <0.05 é stato considesttiisticamente

significativo.

Parametri ematobiochimici indicatori di funzionaiplacentare.

Il test U di Mann-Whitney e stato utilizzato pernémntare le
concentrazioni di glucosio, creatinina, urea eirilgeno tra puledri
clinicamente sani e affetti da patologia, tra sepissuti e non
sopravvissuti, e tra puledri con placente normalip&ologiche
all'esame macroscopico. In caso di un risultatmiBaativo e stata
eseguita una analisi Receiver Operator Charagtsristirves (ROC
curve); queste esaminano la performance del tagbliutto il range
dei valori possibili. Un'area sotto la curva ugualéd indica un test
perfetto mentre un'area di 0.5 indica un test ehkelstesse probabilita
di classificare del “lancio di una moneta”. Le atioate di ogni punto
della curva sono il tasso di veri positivi parisadlensibilita (asse y) ed
il tasso di falsi positivii pari a 1 - specificitfasse x), in
corrispondenza di un certo cut-off. L'area sottodava ROC esprime
il "potere diagnostico" del test. La peggior cupassibile € quella che
giace tutta sulla diagonale principale (potere nmiativo del test =
nullo, area sotto la curva = 0,50). Il test e tamigliore quanto piu la
ROC e spostata verso la parte sinistra e dorddbstiperfetto ha una
ROC che coincide con i due lati (quello a sinigrguello in alto:
potere informativo massimo, assenza di errori, aod#® la curva = 1).
Il punto piu vicino all’angolo in alto a sinistraeda curva ROC
corrisponde al miglior cut-off, nel senso di masgmazione

dell'utilita attesa.
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Analisi d'immagine della placenta mediante softwinageJ.

Il test di Spearman e stato utilizzato per valutégedifferenze
morfometriche nelle aree di placenta corrispondaintiorpo, al corno
non gravido e al corno gravido tra puledri saniadatn, e per valutare

le correlazioni con i parametri ematobiochimici.

82



5.3. RISULTATI

Lattato ematico ed amniotico per la valutazionemldedro neonato.

Ottantuno cavalle sono state utilizzate per questea: 62 hanno
partorito puledri sani con un parto eutocico e setate incluse nel
Gruppo 1, e 19 hanno partorito puledri malati, e sono qustdte
incluse nelGruppo 2. Sette cavalle del gruppo 2 hanno presentato un
parto distocico: una distocia e stata risolta madigparto vaginale
controllato e 6 risolte con parto vaginale assistiiel Gruppo 2, 8
cavalle presentavano una gravidanza ad “alto wSchindividuata
sulla base dei dati anamnestici e/o rilievi ecagral.e diagnosi
cliniche dei puledri malati includevano la Sindrorda Asfissia
Perinatale (n=16), la prematurita/dismaturita (ne2la sepsi (n=1).
Nel Gruppo 1, tutti i puledri (100%) sono stati eéssi. Nel Gruppo 2,
sei (31,6%) puledri sono morti (due puledri sonaotmentro T12, 2
entro T48, e due puledri dopo il T72) e 13 (68,4%10 stati dimessi.
In entrambi i gruppi, la concentrazione mediandattato ematico a
TO e risultata piu alta nei neonati rispetto adirici (p <0,01), mentre
la differenza di lattato ematico a TO tra puledmise malati non era
statisticamente significativa (p = 0,17). La vaioae nel tempo delle
concentrazioni di lattato ematico nei puledri somostrati nella
Figura 1. Il monitoraggio della concentrazioneattdto nel sangue ha
mostrato una significativa diminuzione tempo-dipsme a T24 sia
nei puledri sani che nei malati (p <0,01). L'insorga della malattia
nei puledri non ha modificato la variazione nel pemdella
concentrazione di lattato, come valutato da unerazione tra fattori
non significativa (p = 0.25). Una differenza sigrativa (p = 0,04) e
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stata rilevata nella concentrazione di lattatoligeido amniotico tra |
gruppi 1 (media 14,99 mmol/L) e 2 (media 12,61 niixjol

La concentrazione media di lattato amniotico eltasa pari a 14,47
mmol/L (range 9,84-23,01 mmol / L) in 56 cavallenqmarto eutocico,
e pari a 12,53 mmol/L (range 6,92-18,31 mmol/L)en&l cavalle con

parto distocico.

25,0000

23

20,0000
63

15,0000 T

10,0000 J J_

5,0000 —

liquido

puledro malato

Figura 16. Concentrazione di lattato (mmol/L) nel liquido aotito nei puledri
sani (0) e malati (1). Il box centrale rappresentalori dal 25° al 75° percentile.
La linea centrale rappresenta la mediana. Le linezentali rappresentano il

range, esclusi i valori "outside" e "far out” ingiccome punti separati.

Il modello di regressione lineare in cui sono Staderiti tutti i puledri
(n = 81), ha mostrato una correlazione significativa il lattato
amniotico ed il punteggio Apgar (R = 0,359, p <0,04 glicemia
delle fattrici (R = 0,270, p <0,01), ed il pH venoslei puledri
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(R =0,238, p = 0,02). Una correlazione negatigéaéa invece trovata
tra lattato amniotico ed il numero di gravidanze<F0,232, p = 0,02),
e con la lattatemia dei puledri a TO (R = -0,226,({02).

Quando solo i puledri sani (Gruppo 1) sono stadiuisi nel modello di
regressione, il lattato amniotico e risultato sigativamente correlato
alla glicemia delle cavalle (R = 0,367, p <0,01plepunteggio di
Apgar (R = 0,239, p = 0,03).

Al contrario, quando sono stati considerati solguledri malati
(Gruppo 2), il modello di regressione ha mostrata uelazione
significativa tra il lattato amniotico e la duratella fase espulsiva (R
= 0,461, p = 0,02). Il modello di regressione coemgiente tutti gli

animali é riportato in Tabella 2.
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Figura 17: Andamento nel tempo della lattatemia nelle primeoi®di vitanei
puledri sani e malatil box centrale rappresenta i valori dal 25° al p&fcentile
La linea centrale rappresenta la mediana.linee orizzontali rappresentano
range, esclusi i valorioutside" e "far out" indicati come punti sepal Linee
piene: puledri sani; lire tratteggiate: puledri malati. L’asteris¢9 indica una

differenza statisticamentegnificativa rispetto al TO.

10 T12 T24 T36 T48 T60 T72

Sani 3,92 2,9¢ 2,06 1,83 1,72 1,71 1,73
+2,07  £1,1% +0,68 0,59 +0,49 0,56 0,61

Malati 5,93 4,97 3,50 3,39 2,59 2,28 2,53
3,81 4,17 4,15 #4339 251 +2,10 +2,57

Tabella 2. Concentrazione del lattato emati(mmol/L) espressa commedia +
DS neipuledri sani e mala

86



Gruppo 1 Gruppo 2

Mediana N Mediana N P
(25°-75°) (25°-75°)
Eta dellafattrice g 7 _ 14 60 13 (11.00 - 16.50) 19 0.03*
(anni)
Numero d 2 (1-4) 54 6 (2.5 - 7.5) 19 0.02*
gravidanze
Durata della
gravidanza 342 (336 -347) 615°0°(3325- 45 461
avid 347)
(giorni)
Durata della fase
espulsiva 15 (10 - 15.5) 59 15 (10 — 20) 16 0.33
(minuti)
pH venoso del 7.33(7.31-7.36) 447.30 (7.20 - 7.35) 15 0.04*
puledro
APGAR score 10 (9 -10) 627 (5-28) 18 <0.01*

Glicemia puledro

- —_ *
(mmol/L) 4.39 (3.73-5.48) 553 (1.63-4.53) 18 0.02

Glicemia fattrice

(mmol/L) 7.22 (6.39-8.83) 446.78 (4.96-8.76) 13 0.24

Lattato puledro a TO
(giugulare) 3.60(2.30-4.99) 575.05(2.86-8.90) 18 0.07
(mmol/L)

Lattato vena
ombelicale 4.00 (3.20-4.65) 235.40(3.30-5.62) 7 0.23
(mmol/L)

Lattato arteria
ombelicale 4.60 (3.95-5.35) 114.00 1 /
(mmol/L)

Lattato liquido 14.99 (1268~  , 12.61(11.45-

amniotico (mmol/L) 16.03) 14.18) 14 0.04

Tabella 3. Dati clinici e determinazioni raccolti al partoQ)Tnei Gruppi 1 e 2. |
dati sono espressi come mediana (25°-75° percgntifnumero di campioni.

L’asterisco (*) indica differenze statisticamenignéficative tra i due gruppi.
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Variabili esplicative B R R p

Intercetta 8.335 / / 0.000
Apgar score 0.449 0.359 0.129 0.013
Glicemia fattrice a TO 0.017 0.421 0.177 0.034
Durata della fase espulsiva 0.024 0.448 0.200 0.069
Lattatemia puledro a TO -0.146 0.467 0.218 0.200

Tabella 4: Analisi multivariata di regressione lineare cheluwle tutti i puledri
della prova. Il valore P del modello era <0.001.im8lica il coefficiente di
regressione delle variabili esplicative, un valpasitivo significa che le variabili
esplicative e dipendente (concentrazione di lattagb liquido amniotico) sono
direttamente proporzionali. La forza di associagioe rappresentata dai

coefficienti R e R, mentre la significativita & indicata dal valore p
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Valutazione della risposta all'ipossia nel puledreonato.

Per questa prova sono stati utilizzati 12 pulednis® 6 affetti da
Sindrome da Asfissia Perinatale (PAS).

Su tutti i campioni € stata misurata la concentrazi ematica di
MDA, ed in 9 dei 16 campioni (4 animali sani e Satid & stata anche
valutata I'espressione di HIFele HSF1.

La concentrazione di MDA e l'espressione di Hik-el HSF1 € stata
inoltre valutata in 9 campioni di liquido amniotiab puledri sani.
L'espressione dellHIF-4 differisce significativamente tra puledri
sani e malati sia a TO che a T12 (p<0,0%jggra 18). La
concentrazione di MDA, I'espressione dell’Hlle-& quella del’lHSF1
misurate nel plasma sono diminuite significativateera T12
(p<0,05).

HIF-1a HSF-1 MDA HIF-1a HSF-1 MDA

plasma plasma plasma L.A. L.A. L.A.

n. 5 5 5 9 9 9
Mediana 90,42 83,65 0,29 56,44 80,15 0,21
25° perc. 74,63 78,59 0,24 49,44 63,48 0,13
75° perc. 107 88,16 0,38 57,41 121,54 0,31

Tabella 5. Determinazioni a TO nel plasma e nel liquido ario@(L.A.). Sono
riportati il numero di campioni (n), la medianaied5° e 75° percentile. | risultati
dell’HIF-1a e dellHSF-1 sono espressi in unita arbitrarientree la MDA é

espressa in unita di assorbanza (UA)

L'espressione  dellHIF-4 ematica € risultata correlata
significativamente con la pCO2 a TO e con I'MDA a&2T(p<0,05;
R=0,83 e R=-0,72, rispettivamente). Alla nascit&sgressione
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dellHSF- 1 misurata nel sangue era correlata S8@ativamente con
I'ematocrito e con il numero di eritrociti (p<0,0B=0,68 e R=0,77,
rispettivamente), mentre nessuna correlazioneta stdividuata per i

tre parametri misurati nel liquido amniotico.

malattia malattia

Figura 18. Concentrazione ematica di HIfetla TO e T12 nei puledri sani (0) e

nei malati (1).

Figura 19: (A) correlazione tra HIFd e pCO2 a TO (R=0,83)(®) tra HIF1a ed
MDA a T12 (R=-0,72)
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A B

Figura 20: (A) Correlazione a TO tra HSF-1 ed ematocrito (R=Peb@®) numero
di eritrociti (R=0,77).
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Parametri ematobiochimici indicatori di funzionaiplacentare.

Ottantacinque fattrici sono state utilizzate in gfaeprova: 61 hanno
partorito puledri sani con un parto eutocico e setate incluse nel
Gruppo 1, 24 hanno partorito puledri malati, e s@uindi state
incluse nel Gruppo 2. Tutti i puledri sani sonotistimessi e 6/24
puledri malati sono deceduti. Venticinque/81 plaeerhanno
presentato alterazioni diffuse rilevabili allesamecroscopico (20
placente con ipoplasia dei villi 0 con peso ridogd 0 con presenza di
edema o aumento di peso). NBruppo 1 sono state riscontrate
alterazioni macroscopiche della placenta in 13/88mali, mentre

12/22 placente d€bruppo 2 presentavano delle alterazioni.

Figura 21. Placente normali del Gruppo 1 all’esame macroscopi
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Figura 22. Placenta con diffusa ipoplasia dei villi e pesiotio rispetto a quello
del puledro (8% del peso del puledro).

Figura 23. Puledro affetto da PAS e relativa placenta comlgma diffusa dei

villi.

= £\ T AR

Figura 24. Puledro standarbred prematuro e relativa placemtadiffusa area di

ipoplasia dei villi nel corpo.
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Figura 25. Puledro Sl dismaturo nato op Bgior tee. Placenta con
ipoplasia dei villi e peso aumentato (6 kg) rispettpeso del puledro (40 Kg).

L’ipercreatininemia € stata riscontrata in 14/28du del Gruppo 2 e
in 7/41 puledri del Gruppo 1, mentre 9/20 placgrdwlogiche e 9/40
placente normali sono state associate a un aunasmtip creatinina.
L’ipoglicemia é stata riscontrata in 10/78 pulediii,cui 2/56 puledri
sani e 8/22 puledri malati, mentre 6/23 puledrii i placente
macroscopicamente patologiche e 4/51 nati da placen
macroscopicamente normali hanno presentato unengic<40 mg/dl
al momento della nascita.

Un aumento della concentrazione di urea, spesse,lié stata
riscontrata in 6/39 puledri nati da placente norneal/20 nati da
placente patologiche. Si € riscontrato un aumengfi’'ucea al
momento della nascita in 13/63 puledri, di cui 7ah@mali sani e 6/23
animali malati.

In 4/22 puledri malati e 1/40 puledri sani €& statscontrata
un’iperfibrinogenemia al momento della nascita.fibrinogeno e
aumentato in 2/20 puledri nati da placente patclogie 3/39 nati da

placente macroscopicamente normali.
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E stata riscontrata una differenza statisticamesigeificativa nelle

concentrazioni di creatinina e glucosio al momeétla nascita tra
puledri sani e malati (p<0.01).

La differenza nelle concentrazioni sieriche di tireaa e glucosio e
risultata statisticamente significativa anche tuée@ri sopravvissuti e
non sopravvissuti (p <0,01), mentre solo la créadita mostrato una
differenza statisticamente significativa tra puiedion placente

normali o patologiche all'esame macroscopico (OS],

Gruppo 1 Gruppo 2
Mediana n Mediana P
(25°-75°) (25°-75°)
Creatinina (mg/dL) 43’?73 0p) 41 358(296-429) 23<00L"
. 80,50 54,00 -
Glucosio (mg/dL) (68,50 — 108,50) 56 (31,00 — 80,00) 22 <0,01
32.75 3458
Urea(mg/dL)  564_3869) 0 (30,20-4089) 23 012
Fibrinogeno 2,99 3,05
(mg/dL) 254-333) 0  (269-381) 2% 036

Tabella 6. Determinazioni ematobiochimiche effettuate al mptoedel parto
(TO) nei Gruppi 1 e 2. | dati sono espressi comeliama (25°-75° percentile);
n=numero di campioni; L'asterisco (*) indica unaffelienza statisticamente

significativa tra i due gruppi.

95



crea puledro

15,00+

12,00

9,00

5,00 -]

3,00

0,00

56
*

* 72
069
=]

A puledro malato
ROC Curve
1.0
08—
_é- 08—
é 04—
02=
D-D T T T T
| | 1 :Speciﬁclity | I
B
Area 95% Intervallo di confidenza
(AUC) S.E. p Lower Bound Upper Bound
0,722 0,072 0,003 0,580 0,864

Figura 26. (A) Rappresentazione grafica della differenza nellacentrazione di

creatinina tra puledri sani (0) e malati (1) (p€BY B) ROC curve e area sotto
la curva (AUC).

96



49

crea puledro

T T
1} 1

A placenta patologica (no=0, si=1)
ROC Curve
10
08—
& 06—
Z
=
(L]
3
w 044
0,24
ao T T T T
0,0 02 04 06 0.8 10
1 - Specificity

95% Intervallo di confiden:
Area (AUC) S.E. p Lower Bound  Upper Boun

0,670 0,07¢ 0,033 0,522 0,818

Figura 27. (A) Rappresentazione grafica della differenza nellacentrazione d
creatinina tra puledmati da placente macroscopicamenormalie da placente
patologiche (p=0,03)B) ROC curve e area sotto la curva (AUC).
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Figura 28. (A) Rappresentazione grafica della differenza nellacentrazione d
creatinina tra puledgopravvissu (0) e non sopravvissuti ({=0,007; (B) ROC
curve earea sotto la curviAUC).
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Figura 29. (A) Rappresentazione grafica della differenza nellacentrazione o
glucosio tra puledrsani(0) e malati (1) (p=0,007)B) ROC curve earea sotto la
curva (AUC).
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Figura 30. (A) Rappresentazione grafica della differenza nellacentrazione o
glucosio tra puledrsopravvissut(0) e non sopravvissuti (1p=0,001. (B) ROC
curve earea sotto la curviAUC).
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Analisi d'immagine della placenta mediante softwanage;.

Nell’'ultima prova sono state valutate mediante ishalimmagine 8
placente di puledri nati da parto eutocico. In ipatare sono state

confrontate 4 placente di puledri clinicamente sard placente di

puledri malati.

B

Figura 31. Microfotografie dell’arborizzazione basale deiiwlttenute nelle varie
fasi di acquisizione dellimmagingA) immagine reale dopo colorazione con
ematossilina-eosingB) acquisizione dellimmagine in bianco e nero methan
software IrfanView; (C) binarizzazione dellimmagine per la valutazione
morfometrica mediante software ImageJ.
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Il primo obiettivo dello studio & stato raggiuntoighé la macre
sviluppata per il softwarlmageJha risposto in modo corretto alle f
di challengericonoscendo un campo microscopico totalmente vi
un campo totalmente pieno e un cerchio di dimemsioota. Tale
prova € stata effettuata con tre computer e trtemi operativ

differenti, mediantesoftware ImageJ dedica
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Figura 32. rappresentazione grafica della differerdell’area totale dei villitra
puledri sani (N)e malati(P) misurate in(A) tutti i campioni,(B) nel corpo, (C)

nel corno gravido €D) nel corno non gravido.

La scelta del campo tangenziale ha consentito di ovv
all'inconveniente della non linearitella sezione istologiciTra tutti i

parametri misurati, uno degli aspetti piu rilevesgimbra essere l'ar
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totale dei villi e la percentuale di campo pieno, possono esse
interpretati come misura di sviluppo e trofismol'ddborizzazione de
villi. L’area totaledei villi e la percentuale di campo pieno sono

parametri predittivi,in quanto risultatesignificativamente piu bae

nelle placentgatologichi sia nel corpo che nebrno gravid, mentre
significativamente piu e nel corno non gravidol'inversione di
tendenza delle misurazioni nel CNG fa risultare tést nor
significativo confrontando le N senza distinzione di se Nessuna
correlazione statisticamente significativa € statavata con

parametri ematobiochimici alla nasc

Box & Whisker Plot PIENCO Box & Whisker Plot PIENO
294 8

288 .
282 o
24

S s ° o 2 .
o] u
S 29
77 B
%4 A
S T _ = =
258 E[ 18 O
P N P N B
TIPO PO
Box & Whisker Plot PIEND Box & Whisker Plot PIENO
34 8
ki j4 %8
2 M [7’
a
4 8 kY]
30
g 2
w
T ‘ T
b
8
o
27 “ 26 -
o . m -
= C
25 C » .
P N ' 5 N

TIPO TIPOQ

C D

Figura 33. Rappresentazione grafica della differeidel campo pier tra puledri
sani (N) e malati (Pinisurate in(A) tutti i campioni,(B) nel orpo, (C) nel corno

gravido D) nel @rno non gravidt
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5.4. DISCUSSIONE

Lo stato di salute del neonato dipende in largairaislalle condizioni
nelle quali questo si e sviluppato, vale a direledaharatteristiche
dellambiente uterino e soprattutto dall’efficiendalla placenta. Il
fallimento della placenta nel soddisfare le ricteedi ossigeno e
substrati, comporta una serie di risposte fetalnpensatorie. La
comprensione di queste risposte e delle loro mstaiféoni cliniche é
importante per l'ottimizzazione della gestione ichn e per la
valutazione degli interventi terapeutici in questprocesso

fisiopatologico.

Nella prima prova sperimentale, la concentrazianatea di lattato e
stata valutata in un numero maggiore di puledn gar 62) rispetto a
studi precedenti presenti in letteratura (n=16, tkesgan, 2003; n=26,
Castagnetti et al., 2010). | risultati di questavarsono in accordo con
guesti studi precedenti, anche se non e possitirantare le misure
di lattato valutate con strumenti differenti ed idifferenti
compartimenti ematici.

La concentrazione media della lattatemia dei pulemminuisce
durante le prime 24 ore di vita. L'elevata conaanbne misurata alla
nascita, e riportata anche nei neonati umani (Suetaal., 1984a;
Suidan et al., 1984Db), potrebbe essere dovutdasktio di cortisolo e
di catecolamine (Silver et al., 1984; Rossdalel.etl884; Nordstrom
et al., 1996) o all'ipossia fisiologica che si haahte il processo della
nascita. Questo e supportato dalla bassa concemeazli lattato
arterioso del feto equino (1,0 £ 0,20 mmol/L) m&ar da meta
gestazione da Fowden et al. (2000a). Al momentta descita, |

puledri malati non presentano una concentrazionatieandi lattato
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piu alta rispetto ai puledri sani. Questo sottditienportanza dell’eta
dei puledri in ore quando si interpreta la con@itme ematica del
lattato nei puledri malati, come riportato da Cgséiti et al. (2010).
In uno studio sul puledro malato, Henderson et(2008) hanno
riscontrato che la concentrazione ematica di ateat diminuita di
0,05 mmol/L per ogni ora trascorsa dal momento paito al
momento del ricovero.

Il monitoraggio della concentrazione di lattato sa@hgue ha mostrato
una significativa diminuzione tempo-dipendente 4 §ia nei puledri
sani che nei malati (p <0,01). Nel Gruppo 2 norta@asvalutata la
differenza della variazione della concentraziondatiato nel tempo
tra | sopravvissuti e non sopravvissuti, a caudabdseso numero di
campioni dei puledri non sopravvissuti dopo TO (4 a T12 e T36,
n=2aT48eT72).

Castagnetti et al. (2010) hanno riportato che, méedri malati
sopravvissuti, la concentrazione ematica di latthmoinuisce durante
le prime 24 ore dallammissione, mentre nei nonraogssuti la
clearence del lattato non si completa nelle prirdeofé dal ricovero.
Dopo uno studio preliminare (Castagnetti et alQ@0in questa prova
sperimentale la concentrazione di lattato nel tquiamniotico
raccolto durante il parto e stata per la prima aotidagata nelle
fattrici.

Nella pecora, Brace e Cheung (2005) hanno suggentdrasporto
intramembranoso del lattato sulla base di una la@iene positiva tra
la concentrazione di lattato nel liquido amniotequello plasmatico
fetale.

Nella donna, Wiberg-ltzel et al. (2005) hanno ipodito che il lattato
venga prodotto nel miometrio e/o nella coriodecjdedrasferito al
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liquido amniotico attraverso le membrane fetaliolire, € stato
riportato che, nella donna durante il parto distocil lattato nel

liquido amniotico aumenta a causa di un aumentatduyzione da
parte delle cellule miometriali, in quanto l'utesictrova in condizioni
di ipossia e domina il metabolismo anaerobico (Q@yeet al, 2004;
Akerud et al., 2009).

In questo studio, non abbiamo valutato statisticaméa differenza
della concentrazione di lattato nel liquido ammotira cavalle con
parto eutocico e distocico, a causa del basso rmuthaqueste ultime.
Nella donna, Wiberg-Itzel et al. [33] hanno trovato concentrazione
di lattato amniotico di 8,9 mmol/L (range 6,6-1@8nol/L) durante
23 parti eutocici, e di 10,9 mmol/L (range 8,0-1finol/L) durante
31 distocie.

Anche se in questa prova la concentrazione dittataniotico nel
Gruppo 2 era positivamente correlata alla duratia dase espulsiva
nell'analisi di regressione, il verificarsi di dista non € risultato
statisticamente associato alla concentrazione tthtta nel liquido

amniotico, probabilmente anche in questo caso @&acalel basso
numero di distocie. Questi risultati dovrebberceesconfermati in un
maggior numero di fattrici.

Nella donna, il monitoraggio della concentrazionie lattato nel

liquido amniotico durante il parto € stato propostame criterio

diagnostico per identificare correttamente la n&it@sdi intervento
(Wiberg-itzel et al, 2009; Wiberg-itzel et al., )1 ma nella fattrice é
molto difficile raccogliere il liguido amniotico go la rottura del
sacco amniotico stesso. Sebbene nel Gruppo 2 leentrazione di
lattato nel liquido amniotico sia correlata allarata della fase

espulsiva, e 7/14 cavalle abbiano avuto un partstodico, la
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concentrazione media di lattato amniotico nel Goupb (14,99

mmol/L; n = 49) era notevolmente superiore rispettoGruppo 2

(12,61 mmol/L; n = 14). Poiché durante la gravidanit lattato €

fornito al feto dalla produzione e dal trasferinteptacentare (Burd et
al., 1975; Sparks et al.,, 1982), si pu0 sostendr® la minore

concentrazione di lattato nel Gruppo 2 rispett@&@alppo 1 potrebbe
essere dovuta ad una insufficienza placentareyoarridotta capacita
di soddisfare le necessita metaboliche del feto.

Questa ipotesi € sostenuta dalla correlazioneipasibvata mediante
I'analisi di regressione multivariata tra la cortcazrione di lattato nel
liquido amniotico e la glicemia materna, poicheesduti placentari
producono lattato dal metabolismo del glucosio (pat al., 1982;
Carter et al.,, 1993; Pere, 1995). Inoltre, la rosipotesi e

parzialmente supportata dalla correlazione negatiira la

concentrazione di lattato amniotico e il humerogthvidanze delle
cavalle; Wilsher e Allen (2003) infatti hanno selgit@ che I'eta e il

numero di gravidanze giocano un ruolo importante determinare

I'efficienza del contatto materno-fetale nel trasfento di sostanze
nutritive e prodotti di scarto. Inoltre i puledreldGruppo 2 hanno
presentato una minore concentrazione di glucodisargue rispetto a
quelli del Gruppo 1, e l'ipoglicemia precedenteagikima poppata €

stata associata a insufficienza placentare e PASI8y1999).

Infine, la concentrazione di lattato nel liquido raotico e
positivamente correlata al punteggio Apgar ed aldaH puledro, e
negativamente correlata al lattato ematico delgpala TO. Poiché un
Apgar basso (Vaala, 2002), un pH basso, ed unaatalev

concentrazione ematica di lattato sono indicativipdssia neonatale
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(Borruto et al., 2006), possiamo identificare neltancentrazione di
lattato nel liquido amniotico un altro strumentaghostico di ipossia

perinatale.

Nella seconda prova sperimentale € stata evidenara diminuzione
di HIF-1la e di HSF1 a 12 ore di vita, che potrebbe indicdre
ristabilirsi di una condizione di normossia dopo nascita e una
diminuzione degli eventi stressanti, sia nel puweshino che in quello
affetto da PAS sottoposto a terapia intensiva.

La nascita comporta chiaramente un forte stresglaiss, per |l
passaggio dall’ambiente uterino a quello estermovalutazione della
MDA infatti, maggiore a TO, indica un’iniziale codne di
perossidazione lipidica, dovuta probabilmente a@ ymoduzione
massiccia di radicali come conseguenza del burRQ@% prodotti al
momento della nascita.

Negli ultimi anni, il coinvolgimento dei mitocondnella segnalazione
di carenza di ossigeno e nella regolazione del iHia ricevuto
crescente attenzione, ed attualmente una notevigezene € stata
posta sul ruolo che le specie reattive dell'ossigROS) giocano
nella stabilizzazione del HIFed Dati recenti suggeriscono che la
funzione dei mitocondri come sensori dp €@rebbe aumentare la
generazione di ROS in corso di ipossia, dando gwvsio ad una
cascata di segnali che mediano l'adattamentocaip, e che sono
indotti dal HIF-In (Chandel e Schumacker, 2000; Michiels et al.,
2002). L'ipossia fa quindi aumentare i livelli dOS mitocondriali, e
le cellule carenti di DNA mitocondriale non sonogrado di generare
I ROS e non riescono quindi a stabilizzare I'HIéF4h corso di ipossia
(Chandel et al., 2000).
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La differenza significativa nell’espressione delP-la tra animali
sani e malati e la correlazione tra Hlé&-& pCO2 suggeriscono che
anche nel puledro la risposta all'ipossia sia meddall’espressione
dell’HIF-1a.

Un'aumentata produzione delle Heat Shock Proteilss, cui
produzione e stimolata dal’HSF, e parte dellaastp cellulare in
caso di bassa tensione di ossigeno nei tessuti ntEnmiferi
(Morimoto, 1993). Uno studio di Baid et al. (20@6ynisce la prova
sperimentale che la regolazione dell’lHSF duranpmdsia richiede
sorprendentemente [l'attivita dell’HIF-1, ['effetordella risposta
all'ipossia. Il controllo trascrizionale di HSF garte dell’HIF-1 ha un
impatto funzionale sulla risposta durante lipossiasul ritorno a
normali livelli di ossigeno. Nello stesso studio glitori propongono
un modello in cui HIF-1 regola direttamente I'egmiene dellHSF
durante l'ipossia, e questo aumento permette avaltea all’HSF di
promuovere la produzione di HSP durante l'espasizia basse
concentrazioni di ossigeno e anche dopo il ritoanovalori di

normossia.

La correlazione tra HSF-1, ematocrito e numero miroeiti alla
nascita potrebbe suggerire un’influenza sull’emepoin presenza di
ipossia fetale. In letteratura non e stata studatzossibile influenza
di questa proteina sulla trascrizione dell’eritrgioa e la produzione
di eritrociti, e sarebbe interessante approfondaeyomento su un
numero maggiore di animali, e valutando I'esprassidi specifiche
HSP.

109



L’esame macroscopico di tutta I'unita placentarpald parto riveste

fondamentale importanza per I'acquisizione di infarzioni riguardo

al benessere fetale, anche se non sempre ad @ten@acroscopiche
corrispondono alterazioni microscopiche o funzional

L'esame istologico potrebbe essere utile per |dezoma oggettiva di

uno sviluppo anomalo ed una ridotta funzionalitaalg causa di
patologia neonatale clinicamente manifesta, ma tatéempistica

necessaria per gli esami istologici, il clinico dewavvalersi di

strumenti rapidi e di facile interpretazione chesgano guidarlo verso
interventi terapeutici immediati.

| parametri ematobiochimici rappresentano per quesitivo un utile

ausilio. In letteratura non sono presenti studiasabncentrazione di
creatinina nei puledri al momento della nascita,unaaumento della
concentrazione sierica di creatinina nel primo mgodi vita € in

genere considerato come il risultato di una disfumz placentare
durante la gestazione (Palmer, 2006).

Sebbene non si conoscano parametri clinico-patalsgecifici per la

diagnosi di encefalopatia neonatale nei puledri, uimo studio

retrospettivo di Bernard et al. (1995) su 78 puleaéonati, nel 32%
degli animali si e riscontrato un aumento della ceartrazione di

creatinina sierica.

La diagnosi piu comune per i puledri con ipercréagmia non

associata a disfunzioni renali € I'encefalopatianaale (Chaney et
al., 2010). Sorprendentemente, in quest'ultimo istyzbchi puledri

erano nati da fattrici con placentite documentatapatologia

placentare. | puledri con ipercreatininemia soradi ftonfrontati con

un piccolo gruppo di puledri con diagnosi di ingtiinza renale

acuta, e anche se la concentrazione di creatininan@anento
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dell'lammissione era simile tra i due gruppi, essdirginuita piu
rapidamente nei puledri in cui era assente unadqepsorenale; cio €
probabilmente legato alla non corretta clearand&a deeatinina in
utero, piuttosto che ad una alterata funzionaditeale.

Il nostro studio conferma l'utilitd diagnostica kdekreatininemia al
momento della nascita, che sembra in grado diichgtare tra puledri
sani e malati, e tra placente normali e patologiche

Un aumento della fibrinogenemia e stato riscontsatio in 5 animali
al momento della nascita. L'iperfibrinogenemia peledro neonato
indica la presenza di un’infezione e, se preseasndo il puledro ha
meno di 2 giorni di vita, & altamente indicativautia infezione in
utero (Axon, 2011).

Nel nostro studio, probabilmente a causa del bagatero di puledri
con iperfibrinogenemia e di fattrici con placentiteon sono state
individuate delle differenze statisticamente sigaitfive.

Nessuna differenza statisticamente significativstada rilevata nella
concentrazione dell’'urea. L'urea alla nascita infatesenta valori
fisiologici simili a quelli dell'adulto, per poi diinuire nei giorni
successivi (Bauer et al., 1984), ed un suo aumantoomento della
nascita non deriva dalla clearence placentare, anandaumento del
catabolismo proteico fetale legato alla carenzubstrati energetici.
L’ipoglicemia alla nascita e risultata statisticartee significativa nel
discriminare i puledri sani da quelli malati e coméice prognostico.
La concentrazione di glucosio alla nascita e cifca0% - 60% di
quella materna, e raggiunge i valori piu bassi € dopo la nascita
(Palmer, 2006).

L’ipoglicemia (<40 mg/dL) nei puledri precedentéagbrima poppata
e stata associata a insufficienza placentare e (WA&la, 1999), ed e
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dovuta alle scarse riserve di glicogeno presemdi @hscita o a una
condizione di iperinsulinismo.

Poiché le riserve di glicogeno possono essere teidoei neonati
prematuri, essi possono sviluppare ipoglicemia @@ mcevono un
apporto di glucosio dall'esterno. Le riserve dcgdjeno sono ridotte
anche nei neonati che hanno presentato malnutezisinauterina a
causa di insufficienza placentare e, se aggraatsfissia perinatale,
ogni riserva di glicogeno viene rapidamente conganthurante la
glicolisi anaerobia.

| neonati che presentano deficit di glicogeno poesagviluppare
ipoglicemia in qualunque momento nei primi giorni dita,
specialmente se c'é stato un prolungato intervialoi pasti o se

I'apporto nutritivo & scarso (Axon e Palmer, 2008).

Nella quarta prova sperimentale vengono messi ideevza sia per
I'area totale occupata dai villi che per la perocafe di campo pieno,
valori maggiori a livello di corpo e di corno grdei nei sani rispetto
ai malati, ma con un’inversione di tendenza nehoaoron gravido.

Il corno non gravido e solitamente quello meno upplato, ma
presenta un denso e folto numero di microcotileddai maggior
superficie di scambio € probabilmente data dal@akglla placenta e
dal corno gravido, dove in realta la densita decradotiledoni e
risultata inferiore.

Non esistono a riguardo dati bibliografici di rif@ento, poiché negli
studi istologici semiquantitativi e stereologicimei € considerato il
contributo di ciascuna regione allo sviluppo totaell'interfaccia

allantocoriale (Allen et al., 2002; Veronesi et2005).
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Questi parametri possono essere considerati deii badicatori del

trofismo dell'arborizzazione dei villi, ed & imparte sottolineare le
differenze morfometriche riscontrate tra animainicemente sani e
malati.

L’area media dei villi ed il perimetro non possoegsere considerati
dei parametri predittivi poiché statisticamente smmnificativi.

| due indicatori di forma (solidita e circolaritéostrano differenze
statisticamente significative, ma la differenzastggea dal punto di
vista biologico; tali valori quantificano mediantanalisi d'immagine
la forma media delle arborizzazioni che e tendémzate

“rettangolare” (solidita vicina ad 1) e per nulleicolare (circolarita

bassa).

La medesima valutazione puO essere fatta per ilporap

perimetro/area, essendo un parametro ricavato dareneuclidee. A
guesto riguardo, sarebbe necessario valutare ats@\parametri non
euclidei lo sviluppo placentare. | parametri morétriti euclidei di

descrizione della forma dell'arborizzazione sono gmado di

guantificare le forme percepite all'esame istopaficb, ma non di

discriminare tra i due gruppi.
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5.5. CONCLUSIONI

Nel puledro la diagnosi di ipossia-ischemia al motoalella nascita e
un fattore critico, e l'associazione di dati clinie di laboratorio
potrebbe risultare utile nell’identificare i puledton un piu alto
rischio di sviluppare PAS.

La valutazione della lattatemia € uno strumento pdiem ed
economico e potenzialmente utile per la diagnosi adidosi
metabolica associata ad ipossia/ischemia, e net@omplesso I'analisi
dei gas ematici costa quasi otto volte pit di ungaa misurazione
del lattato. Infine, i risultati di questa provanna sottolineato
I'importanza dell'eta del puledro in ore quandoirdgerpreta la
concentrazione di lattato ematico al momento devero.

La concentrazione di lattato nel liquido amniotgignificativamente
piu alta nelle fattrici che hanno partorito puledani € stato un
risultato inaspettato e molto interessante, chetanalteriori indagini
con un numero maggiore di animali malati.

Il confronto tra la concentrazione di lattato anticio in fattrici che
hanno partorito puledri malati con parto eutocicdistocico sarebbe
utile per valutare la capacita del lattato nel dinsimare cause acute e
croniche di ipossia fetale.

Sono necessari ulteriori studi per valutare sedacentrazione di
lattato nel liquido amniotico, monitorato durantparto, possa essere
utile per identificare la necessita di un intereemgpentino, per il
monitoraggio del benessere fetale in corso di digto

| risultati della seconda prova mettono in luce ldegrumenti
interessanti per la diagnosi di PAS. Se questiltagupreliminari

saranno confermati su un numero maggiore di campiordue

114



marcatori proteici e lindice di perossidazione rpaoho essere
considerati indici di risposta all'ipossia nel meld perinatale e
potenziali parametri utili per la diagnosi di PAS puledro.

L'utilizzo dell’esame placentare, sia macroscopib@ microscopico,
puo portare al riconoscimento di alterazioni marfpthe di base
facilmente documentabili e utili per diagnosi diigagie perinatali.

Una buona funzionalita della placenta condiziomalaivita fetale che
la vita postnatale ed €, quindi, auspicabile ng@lfatica ostetrica
routinaria una maggiore attenzione all’lesame defilacenta,

soprattutto nelle condizioni di patologia materetafe.

L'ausilio di alcuni parametri ematobiochimici (ghgo, creatinina,
urea, fibrinogeno) del puledro valutati subito dé@mascita, potrebbe
fornire utili indicazioni riguardo la funzionalif@lacentare e lo stato di
salute del puledro stesso.

Infine, lo sviluppo di una macro per il softwaredgeJ porta alla luce
uno strumento nuovo, semplice da usare ed econonpeo la

valutazione morfometrica dell'arborizzazione deili vplacentari;

tuttavia la ricerca necessita di ulteriori indagisi un numero
maggiore di animali per valutare le differenze rométriche tra

placente normali e patologiche.
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