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RESUMO

O tratamento hormonal com a aplicacio de benzoato de estradiol (BE) por cinco dias
consecutivos possui correlagdo positiva com a expressdo endometrial de uterocalina em éguas
receptoras aciclicas. O objetivo desse estudo foi avaliar se um protocolo que simule o estro
longo, mas com menor nimero de aplicacdes de BE, também aumenta a expressao endometrial
de uterocalina. Para tal, 15 éguas mesticas foram divididas em trés grupos: estro longo 5
aplicagdes (ELS), com cinco aplicacdes de BE por cinco dias consecutivos; estro longo 2
aplicagdes (EL2), com duas aplicacdes de BE com intervalo de trés dias entre elas; e estro curto
(EC) com dose tnica de 2,5mg de BE. Os dois primeiros grupos receberam 8mg de BE no total
e ficaram expostos ao BE durante 7 dias, e todos os grupos receberam uma dose de Progesterona
de Longa Acdo (P4LA) ao final do protocolo. Durante o experimento foram realizados exames
ultrassonograficos diariamente para avaliar edema uterino e foram coletadas bidpsias uterinas
quatro dias apds a administracao de P4LLA para avaliar a expressao endometrial de uterocalina.
Foi demonstrado que os graus de edema uterino nio apresentaram variacdo entre 0s grupos €
que a expressdo de uterocalina foi significativamente maior nos grupos de estro longo.
Concluiu-se que o grupo EL2 apresentou maiores vantagens, uma vez que também aumentou a

expressao de uterocalina e € um protocolo mais pratico e aplicdvel a campo

Palavras-chave: Tratamento hormonal, Estradiol, Eguas Aciclicas, Uterocalina



ABSTRACT

There is a positive correlation between a hormonal treatment using 5 doses of Estradiol
Benzoate (EB) and the uterocalin endometrial expression in non-cyclic mares. The objective of
this study was to evaluate if a new long estrus protocol, with less injections of EB, also increases
the endometrial uterocalin expression. For the study, fifteen mixbreed mares were divided in 3
groups: long estrus 5 applications (ELS), with 5 injections of EB for 5 consecutive days; long
estrus 2 applications (EL2), with 2 doses of EB (3 days gap); and short estrus (EC), with a
single dose of 2,5mg of EB; the first two groups received 8mg of EB and kept exposed to
estrogen for 7 days, all groups received long action progesterone (P4LA) at the end of the
protocol. Ultrasonographic exams were daily realized to evaluate uterine edema and uterine
biopsies were collected 4 days after the progesterone administration to evaluate the uterocalin
endometrial expression. There weren’t many variations of edema between the three groups, but
the uterocalin expression was significantly higher on the long estrus groups, and after
comparing the results, the group EL2 showed more advantages. Therefore, the hypothesis of
simulating a long estrus with a more feasible protocol was confirmed, which allows the
optimization of hormonal treatments in non-cyclic mares, with higher pregnancy rates and less

management with the animals during the veterinarian’s routine.

Keywords: Hormonal treatment, Estrogen, Non-cyclic mares, Uterocalina.
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1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) em equinos € uma técnica amplamente desenvolvida
e disseminada no Brasil. O Brasil estd entre os trés com o maior nimero de embrides
transferidos por ano, junto com os Estados Unidos e Argentina. Essa biotecnologia tem sido
utilizada principalmente para a obtencdo de um maior nimero de potros ao longo do ano de
éguas doadoras de alto valor genético, além de possibilitar a producido de potros a partir de
éguas idosas, de animais que estejam em atividade esportiva ou que sejam subférteis por
problemas adquiridos (ARRUDA et al., 2001)

A escolha da receptora é de fundamental importancia para o sucesso da TE. No entanto,
um grande fator limitante € o nimero de receptoras ciclicas disponiveis, devido ao manejo
alimentar diferenciado oferecido a doadoras e receptoras (SILVA et al., 2014) e a variacdo na
incidéncia de ovulacdes no decorrer do ano devido as influéncias do fotoperiodo (FARIA E
GRADELA, 2010). Com o objetivo de aumentar a oferta de receptoras nos programas de TE,
protocolos hormonais utilizando estrégenos seguidos de progestigenos sio comumente
aplicados para estabelecer a gestacdo em éguas aciclicas (LAGNEAUX; PALMER, 1993;
ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2014). Esses protocolos fornecem estradiol por dois
a quatro dias no maximo antes da administracdo da progesterona (P4) (SILVA et al., 2014;
2015; GRECO et al., 2012; KAERCHER et al., 2013; BOTELHO et al., 2015; OLIVEIRA-
NETO et al., 2018).

Um estudo recente demonstrou correlacdo positiva entre a duragdo do estro em éguas
receptoras ciclicas e a taxa de prenhez subsequente (CUERVO-ARANGO et al., 2018). Em
seguida, outro estudo foi desenvolvido para avaliar o efeito da duracdo do tratamento com
estradiol seguido de progesterona sobre a expressao génica e proteica endometrial de éguas em
anestro (SILVA et al., dados ndo publicados). Como principal achado, observou-se maior
expressdo de uterocalina, proteina que fornece lipideos ao embrido na fase inicial de
desenvolvimento, no grupo de éguas que recebeu benzoato de estradiol (BE) por um maior
periodo de tempo (7 dias) antes da aplicag¢ao da progesterona. No entanto, neste protocolo foram
administradas cinco aplicacdes sucessivas de BE para simular o estro longo, tornando-se
invidvel na rotina de campo.

Considerando os resultados acima, acredita-se que uma exposicdo mais longa do
endométrio ao estradiol poderia aumentar as taxas de prenhez em éguas aciclicas nos programas

de TE devido a maior expressdo endometrial de uterocalina. Entretanto, um protocolo mais



pratico e vidvel deve ser desenvolvido para facilitar o manejo das receptoras e reduzir o nimero

de administragdes de BE.

2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar se um protocolo mimetizando o estro longo
para o preparo de éguas receptoras de embrido em anestro, com reducdo do ndmero de
aplicacdes, resultard em aumento da expressao endometrial de uterocalina, de modo a melhorar

a eficiéncia desses protocolos nos programas de TE sem dificultar o manejo com os animais.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sazonalidade Reprodutiva em Eguas

Eguas sdo caracterizadas como poliéstricas estacionais e a ocorréncia de ciclos
ovulatdrios estd associada aos periodos de maior luminosidade didria (AURICH, 2011). Além
do fotoperiodo, a sazonalidade reprodutiva também depende de fatores como idade, raga,
temperatura ambiente e condi¢cdo corporal (GINTHER, 1992; NAGY et al., 2000). Segundo
Ginther (2004), a sazonalidade reprodutiva em €guas € dividida em quatro fases, baseada na
dinamica folicular: fase de anestro, de transicdo de primavera, ovulatéria e de transicao de
outono.

A fase de anestro ocorre geralmente durante o outono e inverno, quando a diminui¢ao
da duracdo da luminosidade diaria precede a baixa incidéncia de ovula¢cdes (GINTHER, 1992).
Nesta fase as éguas permanecem com pouca ou nenhuma atividade folicular e com ovérios
pequenos (SHARP, 1980), os quais sdo consequéncia da queda estacional da producdao do
GnRH pelo hipotdlamo, em fun¢do de periodos prolongados de secrecdo da melatonina
(AURICH, 2011).

A fase de transic¢do de primavera € caracterizada pelo aumento gradual da luminosidade
didria e do crescimento folicular. Nesta fase hd o desenvolvimento de algumas ondas foliculares
anovulatdrias antes da ocorréncia da primeira ovulacdo da estacio (DONADEU; WATSON,

2007). O fator mais importante para o inicio da atividade ovulatdria no final da fase de transi¢ao



¢ o aumento na concentracdo do LH circulante, responsdvel pela maturacao final do foliculo
(AURICH, 2011).

Durante a estac@o ovulatoria, que corresponde aos meses de maior luminosidade didria
(final da primavera e verdo), as éguas ciclam em intervalos regulares e apresentam ondas de
crescimento folicular que dao origem aos foliculos ovulatérios (GINTHER, 2004). Ja no
periodo de transicdo de outono, ocorre redu¢do na concentracdo do LH e consequente

desenvolvimento de foliculos anovulatérios, reducdo na taxa de crescimento folicular e

posteriormente inatividade ovariana (IRVINE et al., 2000; AURICH, 2011).

3.2 Ciclo Estral e a sintese de Estréogeno e Progesterona

O ciclo estral é definido como o intervalo entre duas ovulacdes consecutivas e sua
duracdo € de aproximadamente 21 dias em éguas (BERGFELT, 2000). O ciclo estral € dividido
em duas fases: estro ou fase folicular e diestro ou fase luteal (GINTHER, 1992).

O estro € caracterizado pela presenca de foliculos em diferentes estdgios de crescimento
e pelo aumento, principalmente, do estrogeno 17B-estradiol (SATUE; GARDON, 2013). As
altas concentracdes de estrogenos secretadas pelo foliculo pré-ovulatério induzem aos
comportamentos tipicos manifestados durante o estro (CROWELL-DAVIS, 2007). Além disso,
os estrogenos sdo responsaveis pelas alteragdes reprodutivas que asseguram o recebimento e
transporte do s€émen para o oviduto, assim como a fertilizacdo do o6cito (BERGFELT, 2000).
No ttero, estrégenos provocam aumento na vascularizacdo e extravasamento de liquido dos
vasos para a darea intersticial, causando o edema endometrial observado ao exame
ultrassonografico (GINTHER, 1992). O estro tem duracdo média de 5 a 7 dias e se encerra com
a ovulagdo, quando as concentragdes dos estrogenos retornam aos niveis basais (GASTAL,
2009).

O diestro se inicia logo ap6s a ovulacdo, por meio da formacao do corpo luteo primdrio
(CLP), responsdvel pela sintese de progesterona (P4). Nesta fase ocorre a perda do edema
uterino e a égua nao € mais receptiva ao macho (SATUE; GARDON, 2013; CROWELL-
DAVIS, 2007). A P4 € responsavel pelo aumento do tonus uterino e estimulo a secrecao
histotrofica (VANDERWALL, 2011). A fase luteal tem duragdo aproximada de 14 a 15 dias e,
na auséncia de um concepto e do reconhecimento materno da gestagdo, o CLP € lisado pela

PGF2a de origem endometrial por volta dos 13 a 16 dias pds-ovulacdo. Desta forma, ocorre



queda na concentragdo de P4, o que permite o inicio de uma nova fase folicular (DAELS;

HUGHES, 1993).

33 Eguas receptoras aciclicas em programas de Transferéncia de Embriao (TE)

A selecdo de éguas receptoras nos programas de TE tem efeito significativo no sucesso
da técnica. Durante o inverno (dias curtos), a maioria das éguas entra em anestro estacional,
periodo no qual sdo incapazes de se tornarem gestantes devido a auséncia de atividade folicular
e ovulagdes, além disso, o manejo alimentar diferenciado normalmente fornecido a doadoras e
receptoras pode retardar o inicio da ciclicidade nas éguas receptoras (SILVA et al. 2017), dessa
forma a disponibilidade de éguas receptoras € um fator limitante nesse periodo.

Como a reproducdo fora da estacdo de monta € vantajosa para algumas associacdes de
criadores de equinos (AURICH, 2011), algumas alternativas estdo disponiveis para obter
gestagdes vidveis durante o inverno, como o uso de protocolos hormonais em éguas receptoras
aciclicas em programas de transferéncia de embrido (TE; ROCHA FILHO et al., 2004; GRECO
et al., 2012; SILVA et al., 2017).

3.4 Protocolos hormonais utilizados no preparo de receptoras aciclicas

Para aumentar a disponibilidade das éguas receptoras em programas de TE, sdo
administrados tratamentos hormonais utilizando estrogeno e progesterona (P4) exdgenos
(ROCHA FILHO et al., 2004; GRECO et al., 2012; KAERCHER et al., 2013; SILVA et al.,
2014; 2017; BOTELHO et al., 2015; OLIVEIRA-NETO et al., 2018). Embora os protocolos
para aplicacdo de P4 ja tenham sido bem descritos quanto as concentracdes adequadas para a
manutengdo de gestacdo (BURNS et al., 2008), existem diferentes relatos sobre a dose e
frequéncia de aplicacao de estrogeno para o preparo de éguas receptoras aciclicas: dose tinica
de 2,5 mg de Benzoato de Estradiol (BE; SILVA et al., 2014; 2015), doses decrescentes de 20
mg de Cipionato de Estradiol por trés dias consecutivos (ECP; GRECO et al., 2012), doses
decrescentes de 10 mg de BE por trés dias consecutivos (KAERCHER et al., 2013; BOTELHO
et al., 2015), bem como 50mg de 17B-estradiol por quatro dias consecutivos (OLIVEIRA-
NETO et al., 2018). Os estudos supracitados mostram diferentes taxas de prenhez (60 a 90%)

utilizando os diferentes protocolos. No entanto, as diferencas ndo podem ser atribuidas somente
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ao uso dos diferentes protocolos, ja que outros fatores, como a qualidade da receptora e a

experiéncia do técnico, também podem interferir nos resultados.

3.5 Duracio do estro e as taxas de prenhez em éguas

Em éguas ciclicas, as diferencas na duracdo do estro, a qual é evidenciada pela
visualiza¢do do edema endometrial pela ultrassonografia (caracteristica que indica alta relagdo
estrégeno/progesterona), parecem ser relevantes para a fertilidade. Alguns estudos mostram que
ha correlacdo positiva entre a duracdo do estro e as taxas de prenhez, tanto em éguas com
lutedlise induzida por aplicacdo de PGF2a (CUERVO-ARANGO E NEWCOMBE, 2010;
CUERVO-ARANGO et al. 2015; MATEU-SANCHEZ et al. 2016) quanto em éguas com
lutedlise espontanea (MATEU-SANCHEZ et al. 2016).

Por outro lado, ndo estd claro se a duracdo do estro também influencia a receptividade
e suporte do endométrio ao desenvolvimento embriondrio. Além disso, foi demonstrado que a
alterac@o na producdo dos esteroides ovarianos estrogeno e progesterona, durante a transi¢ao
do estro para o diestro, afeta a expressao génica endometrial de forma a fornecer um ambiente

uterino adequado para o desenvolvimento do embrido (GEBHARDT et al. 2012).

3.6 Duracio do estro e a expressao endometrial de uterocalina em receptoras aciclicas

Considerando os resultados encontrados por Cuervo-Arango et al. (2018), em que foi
observada correlacdo positiva entre a duracao do estro em éguas receptoras ciclicas e a taxa de
prenhez subsequente, foi avaliado recentemente o efeito da duragdo do tratamento com estradiol
seguido de progesterona sobre a expressdo genica e proteica endometrial de éguas em anestro
(SILVA et al., artigo submetido). Trés grupos experimentais foram avaliados: grupo estro
longo, o qual recebeu um total de 8 mg de BE em doses crescentes por cinco dias consecutivos
e, ap6s 72h da dltima dose, foi administrada 1500 mg de P4LA; grupo estro curto, o qual
recebeu dose tnica de 2,5 mg de BE e apds 48h foi administrado 1500 mg de P4LA; e grupo
P4, que recebeu apenas 1500 mg de P4LA, sem tratamento prévio com BE. Bidpsias
endometriais foram colhidas quatro dias apds a administracdo da P4LA em todos os grupos.
Foram avaliados um total de 17 genes por RT-qPCR, relacionados a producio e transporte de
lipideos, metabolismo de aminodcidos, metabolismo de glicose, genes influenciados pelo

estrogeno e fatores de crescimento. O principal achado foi a expressdo da uterocalina, uma



11

proteina que possui atividade de ligacdo para fornecer lipideos ao embrido na fase pré-
implantativa (SUIRE et al., 2001). Foi observado aumento significativo na expressao da
uterocalina no grupo estro longo quando comparado aos grupos 2,5mg de BE e grupo P4. Os
resultados demonstraram a influéncia da duracdo da mimetiza¢do do estro na expressdo génica
tardia de uterocalina no endométrio de éguas receptoras aciclicas (Resultados preliminares,

artigo submetido).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas quinze éguas mesticas, com idade entre 5 e 15 anos e peso entre 350 a
450kg. Os animais foram mantidos em pastagem Tifton (Cynodon dactylon) com acesso livre
a dgua e sal mineralizado. O experimento foi conduzido no més de agosto em um haras situado
em Uberlandia — Minas Gerais — Brasil. Todos os procedimentos relacionados aos animais
foram realizados de acordo com a aprovacdo da Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, n. 84/18.

Foram utilizadas somente éguas em anestro de acordo com a atividade ovariana avaliada
por exames ultrassonograficos, ou seja, aquelas que apresentaram foliculos ovarianos com
diametro abaixo de 20mm e auséncia de corpo luteo em trés avaliacdes ultrassonograficas

consecutivas com intervalo de sete dias foram caracterizadas em anestro.

4.2 Tratamentos hormonais

ApOs selecdo, as éguas foram divididas aleatoriamente em trés grupos: grupo Estro
Longo 2 aplica¢des (EL2), no qual cada animal recebeu 3 mg de benzoato de estradiol (BE) no
dia -7 e 5 mg de BE no dia -4, considerando-se o dia 0 (DO) como o dia da aplicacdo de
progesterona de longa acdo (P4LA; 1500mg IM); grupo Estro Longo 5 aplicagdes (ELS), que
recebeu 5 aplicagdes de BE em 5 dias consecutivos a partir do dia -7 (0,5 mg; 1 mg; 1,5 mg; 2
mg e 3mg) e 1500mg de P4ALA no DO; e o grupo Estro Curto (EC), que recebeu dose unica de
2,5 mg de BE no dia -2 e, 48h depois, 1500 mg de P4LA (DO; Figura 1).
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D-7 D-4 DO D4
| ] 1 | | ] | | | | ] |
I I I 1 I I I I I I I 1
3mg BE Smg BE 1500mg PALA Bidpsias
uterinas
D-7 D-6 D-5 D-4 D-3 DO D4
| | | | 1 1 | | | | | |
I T T I 1 l T T 1 T T 1
0,5mg BE ImgBE 1,5mgBE 2mg BE 3mgBE 1500mg P4LA Bidpsias
uterinas
D-2 DO D4
| | l | | | ] ] | | ] |
I I I T I I I ] T T I 1
2,5mg BE 1500mg P4LA Bidpsias

uterinas

Figura 1 - Esquema das aplicagdes hormonais, avaliacdes ultrassonogrificas e coleta de bidpsias
uterinas (dias relativos a aplicacdo de PALA no DO0) nos grupos: Estro Longo 5 aplicagdes de BE (ELY),
Estro Longo 2 aplicacdes de BE (EL2) e Estro Curto (EC). BE = Benzoato de Estradiol. A faixa
vermelha indica o periodo durante o qual foram realizadas as avalia¢des ultrassonograficas em cada

grupo.

4.3 Palpacoes retais e avaliacoes ultrassonograficas

Foram realizadas palpagdes retais acompanhadas de avaliagdes ultrassonograficas do
utero e ovarios, que tiveram inicio imediatamente antes do primeiro tratamento hormonal com
BE e foram realizados a cada 24 h até o quarto dia apds a administracdo de P4ALA (Figura 1).
Por meio das avaliagdes ultrassonograficas foi avaliado o edema uterino, que foi classificado
de 0 a 3 (O=auséncia de edema uterino; l=edema uterino minimo; 2=edema uterino

intermediario; 3=edema uterino maximo; MCCUE et al., 2011).

4.4 Coleta de biopsia endometrial

Bidpsias uterinas foram colhidas no quarto dia apds a administracdo de PALA (Figura
1), da base de um dos cornos uterinos, pelo método transcervical utilizando pin¢a de biopsia
para equinos (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). As amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80°C para a técnica de RT-qPCR, a qual foi realizada no Laboratério

de Genética do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia.
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4.5 Analise da expressao génica do P19 por RT-qPCR

A extra¢do de RNA total das amostras de endométrio foi feita pelo método do TRIZOL
(solucao comercial de fenol e isotiocianato de guanidina para isolamento de RNA total, Ambion
— Life Technologies) seguindo as recomendagdes do fabricante. Posteriormente, o RNA foi
tratado com 1U de DNAse I RNAse free (Promega) (1U para cada 1 pg de RNA) de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. Apds tratamento, o RNA foi quantificado em Nanodrop
(ND-1000 Spectrophotometer) a 260 nm.

Para a sintese de cDNA (RT) foi utilizada a enzima M-MLYV transcriptase reverse
(Invitrogen) e Oligo dT (15) (Invitrogen), seguindo instrugdes dos fabricantes. Na reacdo de
transcri¢do reversa foi utilizado 1 pug de RNA total tratado, 1 uL de Oligo dT (15) a 500 pg/ml
e 10 mM de dNTP. A reacdo foi incubada a 65°C por 5 minutos para desnaturar a estrutura
secundéria do molde e, em seguida, colocada em gelo. Foram acrescentados 2 pL. de tampao
M-MLV 10X, 2 uL de DTT 0,1 M, 200 unidades de M-MLV transcriptase reverse,
completando-se o volume para 20 pL com 4gua ultrapura livre de nucleases. A reac¢do foi
incubada a 37°C por 50 minutos, seguido de aquecimento a 70°C por 15 minutos para inativagao

da enzima. Os primers dos genes avaliados neste estudo estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers dos genes avaliados neste estudo.

Gene / Enzima ID Primers Tamanho TA (°C)
(pb)
Fosfoglicerato PGKI F: CTGTGGGTGTATTTGAATGG 151 pb 54°C
quinase 1

R: GACTTTATCCTCCGTGTTCC

Particula de SRPI4 F: CTGAAGAAGTATGACGGTCG 101 pb 55°C
reconhecimento

de sinal 14 R: CCATCAGTAGCTCTCAACAG

Uterocalina P19 F: TGAGCCGAAATTCATAGCGA 104 pb 64°C

R: CCTCTTACCTTTCTGTGGAAGTG

ID: Abreviacdo arbitrdria dos nomes dos genes. pb: Tamanho dos fragmentos produzidos pelos
primers, em pares de base. TA (°C): temperatura de anelamento, em graus Celsius.
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As reacdes de qPCR foram realizadas simultaneamente para o gene alvo (P19) e os
genes normalizadores (PGKI e SRPI4) em placas de leitura 6ptica de 96-well, em cinco
repeti¢cdes amostrais e triplicata técnica. Nas reacdes para os genes P19, PGKI e SRP14, foram
utilizados 1X SYBR Green PCR Master Mix (Apllied Biosystem), 10 pmol de cada primer, 1 pl
de cDNA, completando-se com dgua ultrapura (DirectQ Millipore) autoclavada para um
volume final de 10 pl. Todas as reagdes foram normalizadas pelo sinal do corante de referéncia
passiva ROX para correcdo de flutuacdes na leitura decorrentes de variagdes de volume e
evaporacao ao longo da reacao.

As reacdes de PCR foram processadas em 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems), nas seguintes condicdes: S0°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 54, 55, 58 ou 64°C, conforme temperatura de anelamento dos
primers (ver Tabela 1), por 30 segundos.

O CT (Cycle threshold) foi definido de acordo com o primeiro ciclo no qual ocorre um
aumento significativo na magnitude do sinal gerado, detectado na reacdo de PCR. Os valores
de CT foram calculados pelo 7300 System Software (Applied Biosystems) e foram usados para
calcular a expressio do mRNA do gene de interesse (P19) relativo ao mRNA dos genes
normalizadores (PGK1 e SRP14). A expressao génica relativa em cada grupo foi calculada por
meio da obten¢do da média do CT do gene alvo (P19) subtraido da média geométrica dos genes
endégenos PGKI e SRP14 (VANDESOMPELE et al., 2002), resultando nos valores de delta
CT (ACT).

4.6 Analise estatistica

Estatisticas descritivas foram utilizadas para caracterizar os animais e para apresentar
resultados parciais. Valores de edema uterino estdo apresentados na forma de mediana. Uma
vez que os dados de expressdao génica do RT-qPCR foram considerados ndo-paramétricos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparar os valores de ACT entre grupos (EL5, EL2 e
EC), por meio do programa SYSTAT Versao 13. Diferenca estatistica foi considerada quando

p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao ultrassonografica do edema uterino

A mediana dos escores de edema uterino encontra-se na tabela 2. No grupo ELS, o
edema uterino apresentou um discreto aumento no D-6, 24 h apds a aplicagdo da primeira dose
de 0,5 mg de BE. A partir do D-5, o edema atingiu grau 3, mantendo-se no nivel mdximo até o
D-2, quando entdo diminuiu gradativamente até o grau 1, 24 hs apds a aplicacdo de P4 LA,
mantendo-se neste mesmo grau até o D4. No grupo EL2, 0 edema j4 atingiu nivel méximo 24
apos a aplicagdo da primeira dose de 3mg de BE (D-6), mantendo-se no nivel maximo até o D-
3. A partir do D-2, foi observado diminuicdo gradual do edema até atingir o grau 1 no D1, 24
hs ap6s aplicacdo da P4 LA, mantendo-se baixo até o D4. No grupo EC, o edema atingiu nivel
maximo 24 hs apds a aplicacdo unica de 2,5mg de BE (D-1) e atingiu niveis minimos no D1,

24 hs ap0s a aplicagdo de P4 LA.

Tabela 2 - Mediana dos escores de edema uterino (0 a 3) durante os dias de tratamento hormonal nos
grupos: Estro Longo 5 aplicacdes (ELS5), que recebeu 5 aplicacdes de Benzoato de Estradiol (BE) em
dias consecutivos a partir do D -7 (0,5 mg; 1 mg; 1,5 mg; 2 mg e 3mg); Estro Longo 2 aplicacdes (EL2),
que recebeu 3 mg de BE no D-7 e 5 mg de BE no D-4; e Estro Curto (EC), que recebeu 2,5 mg de BE
no D-2. Os tré€s grupos receberam 1500 mg de progesterona de longa ac¢do (P4 LA) no DO.

Edema uterino

Dias relativos a administracio de P4 LA (D0)

Grupos D7 D-6 D5 D4 D3 D2 D1 DO DI D2 D3 D4
ELS 0 0,5 3 3 3 3 2,5 2 1 1 1 1
EL2 0 3 3 3 3 25 25 2 1 1 5 1,5
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5.2 Expressao génica do P19

A expressdo génica do P19 foi significativamente maior nos grupos de estro longo, ou
seja, ELS e EL2, quando comparada a expressao do grupo EC (p<0,05; Fig, 2). A expressdo do
P19 foi similar entre os grupos EL5 e EL2 (p>0,05; Fig. 2).

0 P =0.012
B
b
T
Q
<l a
@
o 4 3
_8 il
10 -
T T T
EL5 EL2 EC

Grupo do estro

Figura 2 - Expressdo génica relativa do P19 no dia 4 pds administragdo da progesterona de longa acdo
(P4 LA) nos grupos Estro Longo 5 aplicagdes de BE (ELS), Estro Longo 2 aplicacdes de BE (EL2) e
Estro Curto. Menor delta CT (ACT) indica maior expressdao do P19. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0.05).

6. DISCUSSAO

Os embrides dos mamiferos requerem altos niveis lipidicos como fonte de energia para
o seu metabolismo. A uterocalina (P/9) € uma proteina produzida pelo endométrio das éguas
em fases especificas do ciclo estral, cuja funcdo € fornecer suprimento lipidico ao embrido,
auxiliando no seu desenvolvimento. Essa proteina € detectavel até aproximadamente o 20° dia

de gestacdo e o fim da sua secre¢do coincide com o fim do periodo pré-implantativo. Dessa
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forma, a uterocalina € responsavel pela nutri¢do lipidica do embrido na fase em que ele ainda
ndo possui ligagcdo direta com o organismo da mae, ou seja, na fase pré-implantativa, e quanto

maior a sua produgdo, maior a suplementa¢ao do embrido (SUIRE et al., 2001).

Considerando que, de acordo com os resultados obtidos, a expressao de uterocalina foi
menor no grupo EC do que nos grupos de estro longo e que a expressdo do gene ndo variou nos
grupos EL2 e ELS5, observa-se que o protocolo com 2 aplica¢des ndo foi prejudicado em relagao
ao de 5 aplicagdes no quesito de expressdo da uterocalina, e, por outro lado, o grupo EC

apresentou uma desvantagem significativa nesse quesito.

De acordo com os resultados da avaliagdo ultrassonografica do edema uterino, é
evidente que ndo houveram desvantagens relevantes entre os dois grupos de estro longo, ou
seja, o protocolo de 2 aplicacdes de BE proporcionou condi¢gdes de edema uterino similares as
do protocolo de 5 aplicacdes. Os resultados do grupo EC demonstraram que o protocolo de
estro curto provoca um edema ainda maior do que os protocolos de estro longo, entretanto, em
estudos previamente citados, foi demonstrada uma correlagc@o positiva entre os protocolos de
estro longo e a expressdo génica do P79 no utero das éguas, o que aponta uma desvantagem ao

protocolo do grupo EC.

De acordo com Cuervo-Arango et al. (2018) a duracdo do estro mimetizado em éguas
receptoras aciclicas é diretamente proporcional as taxas de prenhez subsequentes, e, de acordo
com Silva et al. (artigo submetido), quando simula-se um estro mais longo, ou seja, quando o
tempo de exposi¢do ao estrégeno € maior, ha maior expressdo endometrial de uterocalina.
Como o protocolo utilizado no estudo anterior incluiu alto manejo com as éguas, o presente
estudo teve como objetivo principal aumentar a viabilidade do protocolo de estro longo a

campo.

Embora os resultados apresentados demonstrem vantagens a ambos os grupos de estro
longo, a associagdo desses dados a rotina no campo evidencia maior vantagem ao grupo EL2,
pois, além dos animais desse grupo apresentaram edema semelhante aos do ELS e alta
expressao génica de P19 no utero, o protocolo realizado envolveu apenas 2 aplicagdes de BE,

0 que torna este protocolo o mais vidvel em todos os quesitos avaliados.

, .

Dessa forma, é evidente a vantagem da simulacdo do estro longo em protocolos
hormonais de receptoras aciclicas e, principalmente, confirmamos a hipétese de que se pode
resumir esse protocolo, que até entdo incluia 5 aplicacdes de BE, em apenas 2 aplicacoes,

tornando-o mais praticavel a campo.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que a duragdo do tratamento hormonal pela administragdo de estradiol
previamente a progesterona influencia diretamente na expressdo endometrial de uterocalina e,

consequentemente, na nutricdo do embrido nos primeiros dias de gestagao.
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