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RESUMO

A utilizagao de éguas aciclicas como receptoras ¢ uma alternativa que otimiza programas de
transferéncia de embrides (TE), possibilitando a geragdo de um ntimero maior de potros por ano.
Tal ferramenta s6 € possivel com a aplicacdo de protocolos hormonais que utilizam estrégenos e
progestagenos, simulando um ambiente uterino que se assemelhe ao das receptoras ciclicas.
Diversos estudos mostram a eficacia da utilizagao desses hormonios exdgenos em €éguas em anestro
a fim de usé-las como receptoras, alguns inclusive relatam taxas de prenhez superiores em éguas
aciclicas quando comparadas as ciclicas. Com isso, esses protocolos vém sendo amplamente
utilizados, apresentando diversas variagdes quanto ao regime empregado, tempo de exposi¢do ao
hormonio, tipo de hormonio utilizado, doses, vias de administragdes, entre outros. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes regimes de tratamento com estrogenos,
utilizando benzoato de estradiol, cipionato de estradiol e 17 estradiol sobre a intensidade e duragao
do edema endometrial em éguas aciclicas. Foram utilizadas 16 éguas aciclicas, divididas em 4
grupos e tratadas com diferentes regimes de estrogeno durante 3 dias. Os grupos CE, BE e 17BE-
20mg receberam doses de 10mg, 6mg e 4 mg de cipionato de estradiol, benzoato de estradiol e 17(
estradiol respectivamente, ja o grupo 17BE-40mg foi tratado com doses de 10mg, 20mg e 10mg de
17p estradiol. Foram realizadas palpagdes retais e avaliagdes ultrassonograficas do edema
endometrial em todas as éguas diariamente, comeg¢ando no dia da primeira aplicacdo hormonal
(DO0) e se estendendo em até 10 dias ou até o desaparecimento do edema. Foi demonstrado que nao
houve diferenca na intensidade e duracdo do edema endometrial entre os grupos BE, CE e 17BE-
40mg. O grupo 17BE-20mg apresentou edema menos duradouro, embora tenha sido apontada
diferenga estatistica na intensidade do edema de D4 a D7 apenas quando comparado ao grupo
17BE-40mg. Conclui-se que os grupos BE, CE e 17BE-40mg apresentaram edemas de intensidade
e duracdo semelhantes, enquanto o grupo 17BE-20mg edema menos duradouro e menos intenso

quando comparado ao grupo 17BE-40mg.

Palavras-chave: Protocolo hormonal, Estrogeno, Eguas aciclicas.



ABSTRACT

The use of acyclic mares as recipients is an alternative that optimizes embryo transfer programs,
enabling the generation of a greater number of foals per year. This is only possible with the
application of hormonal protocols that use estrogens and progestins in these mares, simulating an
uterine environment that resembles cyclic recipients. Several studies have shown the effectiveness
of using these exogenous hormones in noncycling mares in order to use them as recipients, some
studies even reporting higher pregnancy rates in acyclic mares when compared to cyclic mares. As
aresult, these protocols have been widely used, with several variations regarding the regimen used,
time of exposure to the hormone, type of hormone used, doses, routes of administration, among
others. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the effect of different treatment
regimens using estradiol benzoate, estradiol cypionate and estradiol-17p on the intensity and
duration of uterine edema in acyclic mares, in order to bring more information that can improve
the use of hormonal protocols in acyclic mares, optimizing embryo transfer programs. For this
porpuse, 16 acyclic mares were used, separated into 4 groups that were treated with different
estrogen regimens for 3 days. The ECP, BE and 17BE-20mg groups received doses of 10mg, 6mg
and 4mg of estradiol cypionate, estradiol benzoate and 17f respectively, whereas group 17BE-
40mg was treated with doses of 10mg, 20mg and 10mg of estradiol-17p. Transrectal palpations
and ultrassonographic exams were performed on all mares daily, starting on the day of the first
hormonal application (D0) and extending for until 10 days or until the disappearance of uterine
edema. There was no difference in the intensity and duration of endometrial edema between groups
BE, EC and 17BE-40mg. The group 17BE-20mg presented less lasting edema, although a statistical
difference in the edema intensity from D4 to D7 was pointed out only when compared to the 178E-
40mg group. It was concluded that the BE, EC and 17BE-40mg groups had similar edema intensity
and duration, while the 17BE-20mg group had less lasting and less intense edema when compared

to the 17BE-40mg group.

Keywords: Hormonal protocol, Estrogen, Noncyclic mares.
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1. INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) em equinos € uma técnica amplamente desenvolvida e
disseminada no Brasil. Nosso pais ocupa lugar de destaque mundial na utilizacao dessa técnica,
onde foi registrado o maior nimero de TE na espécie equina no mundo em 2020 (VIANA, 2021).
Essa biotecnologia possibilita a obten¢do de maior nimero de potros ao longo do ano de éguas
doadoras com alto valor genético, além de permitir a produg¢ao de descendentes de éguas que
possuem subfertilidade por problemas adquiridos, de éguas idosas, e de animais que estejam em
atividade esportiva (ARRUDA et al., 2001).

A escolha da receptora ¢ de extrema importancia para o sucesso da TE. Entretanto, uma
importante limitacdo em programas de TE ¢ o nimero de receptoras disponiveis, haja visto que no
comeco da estagdo de monta muitas se encontram em anestro devido a sazonalidade reprodutiva e
a diferenca no manejo nutricional entre doadoras e receptoras (SILVA et al., 2014). Com o intuito
de aumentar a oferta de receptoras nos programas de TE, protocolos hormonais utilizando
estrogenos e progestagenos sao frequentemente aplicados em éguas aciclicas (ROCHA FILHO et
al., 2004; SILVA et al., 2014).

Diversos estudos confirmam a eficiéncia de protocolos hormonais utilizando estrégenos e
progestagenos no preparo de éguas em anestro como receptoras nos programas de TE (BOTELHO
et al., 2015; ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2014). Um estudo publicado em 2017
demonstrou que a aplicacdo de benzoato de estradiol seguido de progesterona (P4) em éguas
aciclicas promove mudangas morfoldgicas no uUtero e concentragdes plasmaticas hormonais
semelhantes aquelas encontradas em éguas ciclicas, nos periodos correspondentes avaliados
(SILVA et al., 2017). Um fato interessante ¢ que estes estudos relatam a utilizacdo de diferentes
tipos e frequéncias de aplicacdo de estrogenos nos protocolos hormonais, como o cipionato de
estradiol (GRECO et al., 2012; ROSER et al., 2020), benzoato de estradiol (BOTELHO et al.,
2015; KAERCHER et al., 2013; SILVA et al., 2014) e 17 estradiol (OLIVEIRA-NETO et al.,
2018; SEGABINAZZI et al., 2021). Esses ésteres de estradiol possuem diferengas principalmente
em sua farmacocinética, apresentando tempos de meia-vida distintos, sendo o tempo de meia-vida
do cipionato de estradiol (CE) maior do que o do benzoato de estradiol (BE), que por sua vez possui
o tempo de meia-vida maior que o do 17 estradiol (17BE) (BURKE et al., 2000; LARSON; BALL,
1992; SALES et al., 2012).



Apesar dos inumeros estudos comprovando a eficacia dos protocolos hormonais nas éguas
aciclicas, ha variadas formas de conduzir esses protocolos, e ainda faltam estudos para esclarecer
qual a melhor dose, tipo de hormonio utilizado e tempo de tratamento. Além disso, as informacdes
disponiveis sobre a acdo e farmacocinética dos diferentes tipos de estrégeno sao relativas a vacas.
Nao ha estudos avaliando as caracteristicas desses hormonios em éguas em anestro.

Com as informagoes expostas acima, hipotetizamos que o edema endometrial causado pelos
trés tipos de estrogeno atinja intensidades elevadas 24 h apds a administragdo, no entanto, que o
edema provocado pelo CE dure mais tempo que aquele provocado pelo BE, que por sua vez
podera se manter por mais tempo que aquele ocasionado pelo 17 estradiol, baseado nos tempos
de meia-vida previamente relatados sobre tais hormonios.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes regimes de
tratamento utilizando as mesmas doses (10mg, 6mg e 4 mg) de CE, BE e 17BE, assim como a dose
recomendada pelo fabricante e utilizada a campo do 17BE (10mg, 20mg e 10mg), sobre a
intensidade e duracao do edema endometrial em éguas aciclicas, a fim de trazer mais informagdes
que possam aprimorar a utilizagdo de protocolos hormonais em éguas em anestro, otimizando

programas de TE.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sazonalidade Reprodutiva

As éguas manifestam comportamento reprodutivo poliéstrico estacional, apresentando
ciclicidade naqueles periodos onde a incidéncia de luz didria ¢ maior. No hemisfério sul esses
periodos de maior incidéncia solar acontecem em média de outubro a maio e no hemisfério norte
de abril até novembro. No entanto, a sazonalidade reprodutiva pode ser influenciada por questdes
individuais, pela raca, estado nutricional e também pela latitude, sendo menos influente nas éguas
que vivem proximas a linha do Equador. A inibi¢ao da atividade reprodutiva nos dias mais curtos
acontece devido a maior liberagdo de melatonina pela glandula pineal, que por sua vez vai inibir a
liberagdo de GnRH pelo hipotdlamo, impedindo os processos fisioldgicos do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal que levariam a uma ovulagdo (DAVIES MOREL, M.C.G, 2003).

Segundo Ginther (2004), o ciclo reprodutivo das éguas ¢ dividido em quatro fases: anestro,
transi¢do de primavera, ovulatoria e transi¢ao de outono, sendo essas fases baseadas na dinamica
folicular. No periodo de anestro as éguas apresentam pouca ou nenhuma atividade folicular, com
ovarios pequenos e foliculos com didmetro médio de 5 a 15 mm. Como consequéncia da atrofia
das gonadas, durante o anestro os hormoénios ovarianos e seus efeitos comportamentais e
fisiologicos sao minimos (SHARP, 1980).

Na fase de transicdo de primavera, inicia-se um maior desenvolvimento folicular e os
foliculos possuem, em média, o didmetro de 15 a 25mm. A auséncia de corpo lateo evidencia que
ainda ndo ocorreu a primeira ovulacdo (SHARP, 1980). Durante essa fase, podem aparecer
foliculos de 30 mm ou maiores, porém nao vao chegar até o estagio ovulatorio devido as baixas
concentragdes de LH (FREEDMAN; GARCIA; GINTHER, 1979).

A partir do momento que ocorrer a primeira ovulacdo e consequente formacao do corpo
luteo, a égua se encontrara na fase ovulatoria, onde ocorrerao regularmente os ciclos estrais. Apds
a ultima ovulag@o da fase ciclica, havera o desenvolvimento de uma nova onda folicular onde o
maior foliculo ndo ira ovular, devido a diminuic¢do da pulsatilidade de LH na fase de transi¢ao de

outono. A partir de entdo a égua retornard para a fase de anestro (SHARP, 1980).



2.2 Ciclo Estral e a aciao dos estrogenos no utero

Define-se como ciclo estral o intervalo entre uma ovulagdo e a subsequente, e na espécie
equina esse intervalo dura aproximadamente 21 dias (BERGFELT, 2000). O ciclo ¢ composto por
duas fases principais: a fase de estro, que dura aproximadamente de 5 a 7 dias, e a fase luteal com
duracgdo aproximada de 14 a 15 dias (GINTHER, 1992). A fase de estro caracteriza-se pela presenga
de foliculos dominantes e pré-ovulatorios secretores de estrégeno, sendo esse hormoénio o
responsavel por induzir o comportamento de cio nas €guas e aumentar a vascularizagdo e
permeabilidade vascular no utero, resultando no aparecimento do edema endometrial
(BERGFELT, 2000; SATUE; GARDON, 2013;). O estro se encerra no momento da ovulagao,
dando inicio entdo ao diestro, caracterizado pela formagdo do corpo luteo e aumento da producao
da P4, que cessarda o edema endometrial e os comportamentos compativeis com o cio
(CROWEELL-DAVIS, 2007, SATUE; GARDON, 2013). Caso ndo haja o reconhecimento de
gestacdo, teremos a diminui¢do da producdo de P4 devido ao processo de lutedlise, desencadeado
pela prostaglandina F2 alfa (FGF-2a) produzida no endométrio. Apods a lutedlise, inicia-se o
desenvolvimento de mais uma onda folicular dando inicio a uma nova fase de estro (DAELS;
HUGHES, 1993).

O estrogeno, principal hormonio presente durante o estro, medeia alteragdes fisioldgicas
importantissimas no utero, sendo as principais relacionadas com o aumento da perfusdo vascular e
extravasamento de liquido para o intersticio uterino, resultando na formacao do edema endometrial
(GINTHER, 1992). Além disso, ele atua na diferenciagdo e proliferacao de células do endométrio
e do miométrio (AUPPERLE et al., 2000, MELLOR & THOMAS, 1995). O edema endometrial
ajuda em importantes processos relacionados a reproducdo, como o recebimento do sémen e o seu
deslocamento até as tubas uterinas, onde ocorre a fecundacao (BERGFELT, 2000). Além disso,
outra fun¢ao do estradiol ¢ a estimulacdo da expressao dos receptores de progesterona e dos seus
proprios receptores no endométrio, demonstrado em varios estudos em éguas ciclicas (HARTT et
al., 2005; MCDOWELL et al., 1999; WATSON; SKOLNIK; ZANECOSKY, 1992).

Vale ressaltar que ja foi demonstrado em éguas receptoras ciclicas maior taxa de prenhez
naquelas que apresentaram um estro longo (> 3 dias) previamente a ovulagdo (CUERVO-
ARANGO et al., 2018a). Mais recentemente, Silva et al. (2019) demonstraram que o estrogeno

também aparenta desempenhar um papel relevante no ambiente molecular uterino de éguas



aciclicas. Eles observaram que quando o utero ¢ exposto por um periodo de tempo maior a esse
hormdnio antes da acdo da P4 (sete dias, quando comparado a dois ou auséncia de estrégeno antes
da aplicagao de P4) ocorrem alteragcdes moleculares, como a diminui¢do da expressao génica de
FGF-2 (fator de crescimento fibroblastico 2) e o aumento da expressao gé€nica e proteica de
uterocalina, que podem estar relacionadas com o aumento da receptividade do endométrio ao

embrido.

2.3 Estradiol e seus ésteres

Classificado como um hormonio esteroide, o estrégeno possui como principais compostos
a estrona, o estriol e o 17B-estradiol, sendo produzido principalmente no ovario pelos foliculos,
mas também em outros locais do organismo animal, como na placenta e glandula adrenal
(CREPALDI, 2009). O estradiol e seus ésteres sao amplamente utilizados no manejo reprodutivo
das espécies domésticas, sendo comumente empregado na reproducao bovina para controle do ciclo
estral nos protocolos de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) (BO et al., 2006).

Os estrogenos naturais sao esteroides com 18 4tomos de carbono, com um anel fenolico A
e um grupo hidroxila ou cetona no carbono 17. O anel fenoélico ¢ a principal estrutura responsavel
pela alta seletividade e afinidade entre o estrogeno e seus receptores. Um éster ¢ uma cadeia,
composta majoritariamente por atomos de carbono, que normalmente se liga ao hormdnio esteroide
no carbono 17. A esterificagao do grupo hidroxila do 17p-estradiol permite que esse grupo fique
mais resistente ao metabolismo, fazendo com que sua duragdo no organismo seja prolongada
(MAPLETOFT et al., 2002).

Nesse sentido, as esterificagdes promovidas a molécula do 17B-estradiol para a formagao
do cipionato de estradiol e benzoato de estradiol, aumentam o tempo de meia-vida desses
compostos. O cipionato de estradiol ¢ produzido através da esterificacao do 17p-estradiol com o
acido propiodnico ciclopentano, resultando em uma molécula biologicamente mais estavel do que a
do 17B-estradiol (VYNCKIER et al., 1990). J4 o benzoato de estradiol ¢ obtido através da
esterificagdo do carbono 3 e possui um menor tempo de acdo comparado com o cipionato de
estradiol, mas ainda superior ao 17B-estradiol. Para que se atinja o efeito bioldgico do estrogeno

no organismo, esses ésteres necessitam passar por uma hidrélise enzimatica, a fim de se tornarem
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amolécula do 17pB-estradiol, que ¢ a forma biologicamente ativa do estradiol (MAPLETOFT et al.,
2002).

2.4 Transferéncia de Embriées (TE) em equinos

Segundo Ginther (1992), a espécie equina apresentou durante muito tempo taxas de
fertilidade inferiores as demais espécies domésticas, devido a caracteristicas de selecdo genética e
problemas relacionados ao manejo reprodutivo. No entanto, o desenvolvimento de biotécnicas
reprodutivas como a TE possibilitou aprimorar e acelerar o manejo reprodutivo em equinos,
aumentando o nimero de potros obtidos anualmente (ARRUDA et al, 2001).

No Brasil, a técnica de TE foi primeiramente descrita por Fleury et al. (1987) e desde entdo
ela vem sendo amplamente utilizada como ferramenta para aumentar o aproveitamento de éguas
que possuem alto valor zootécnico, que estdo em atividade esportiva, éguas idosas ou até mesmo
daquelas que possuem subfertilidade adquirida (ARRUDA et al, 2001).

Alguns fatores importantes interferem no sucesso da recuperagdo embriondria e nas taxas
de prenhez nos programas de TE. Entre eles podemos citar a qualidade do sémen, a experiéncia do
técnico, a idade e estado reprodutivo da doadora, o dia da recuperagdo do embrido, numero de
ovulagdes da doadora, a sincronizagdo entre doadora e receptora, a técnica utilizada na
transferéncia e questdes envolvendo a qualidade e viabilidade do embrido, bem como seu
acondicionamento durante o transporte (CUERVO-ARANGO; CLAES; STOUT, 2018b;
PANZANI et al, 2014; SQUIRES; MCCUE; VANDERWALL, 1999).

Nesse contexto, varios autores (MCKINNON; SQUIRES, 2007; LOPES, 2015;
VANDERWALL; WOODS, 2007) apontam a sele¢ao da égua receptora como um dos pontos mais
criticos para o sucesso de um programa de TE, ja que € a receptora que ird reconhecer o embrido e
serd a responsavel por fornecer os recursos para seu desenvolvimento (FLEURY et al., 2007).
Vanderwall e Woods (2007) apontam como caracteristicas de uma receptora ideal: idade entre 3 a
10 anos, bom escore corporal, bom desenvolvimento da glandula mamadria e auséncia de
anormalidades nos ovarios e tero, como tumores ovarianos e a presenca de liquido, cistos, debris
e ar no utero. Além disso, € importante que as receptoras tenham um comportamento décil e, no
caso das receptoras ciclicas, que apresentem ciclos estrais normais. Outro ponto importante e
muitas vezes negligenciado, ¢ a instauracao de um bom manejo sanitario e nutricional para o plantel

de receptoras. A oferta de um volumoso e agua de qualidade, suplementagdo mineral, controle de
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parasitas, prevencdo e monitoramento de doengas infectocontagiosas sdo alguns cuidados basicos
que ajudam a assegurar a saude das receptoras, permitindo que elas expressem todo seu potencial
reprodutivo (LOPES, 2015). O uso da ultrassonografia para acompanhar a ovulacao e as mudangas
uterinas na receptora ¢ indispensavel. No dia da transferéncia deve-se observar a presenca de um
corpo luteo e a auséncia de edema endometrial através do exame ultrassonografico, e pela palpacao
retal deve-se avaliar o tonus uterino (SQUIRES; MCCUE; VANDERWALL, 1999).

Nos programas de TE podem ser utilizadas tanto receptoras ciclicas quanto aquelas em
anestro ou transicao (aciclicas), dependendo principalmente da época do ano. No caso da utilizagao
de receptoras aciclicas, ¢ necessario implementar protocolos hormonais para que essas éguas
possam receber o embrido e manter a gestagdo de forma adequada (BOTELHO et al., 2015;

ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2014).

2.5 Protocolos hormonais utilizados no preparo de receptoras aciclicas

Devido a sazonalidade reprodutiva e a diferenca no manejo nutricional entre doadoras e
receptoras no periodo de transi¢do de primavera, muitas vezes temos uma baixa disponibilidade de
receptoras ciclicas no inicio da estagdo da monta (SILVA; MEIRA, 2014). Tais limitagcdes
impulsionaram a realizagao de diversas pesquisas utilizando protocolos hormonais com estrégenos
e progestagenos em éguas receptoras aciclicas, criando uma 6tima alternativa para a falta de
receptoras ciclicas (SQUIRES; MCCUE; VANDERWALL, 1999).

Diversos trabalhos utilizando protocolos hormonais em éguas aciclicas foram publicados
nos ultimos anos, contendo diferengas marcantes entre eles, principalmente em relagdo ao
estrogeno, como o tipo de hormonio usado, dose e frequéncia de aplicagdo (BOTELHO et al., 2015;
GRECO et al., 2012; OLIVEIRA-NETO et al., 2018; ROCHA FILHO et al., 2004; ROSER et al.,
2020; SEGABINAZZI et al., 2021; SILVA et al., 2017).

Rocha Filho et al (2004) compararam taxas de prenhez e morte embriondria entre receptoras
ciclicas e aciclicas suplementadas com estrogeno e P4 de longa e curta agdo. As €guas que estavam
em anestro eram tratadas durante dois dias com CE aplicado por via intramuscular (IM) (10mg/dia)
e em seguida recebiam P4 de curta ou de longa acdo durante 5 a 8 dias antes da realizagdo da
transferéncia. Nao houve diferen¢a na taxa de gestagao entre as receptoras ciclicas (75%) e aquelas

em anestro (75,9%), legitimando a eficiéncia dos protocolos hormonais utilizados. Greco et al
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(2012) também utilizaram protocolos com CE em seu trabalho, onde compararam indices de
prenhez entre éguas ciclicas e aciclicas tratadas durante trés dias com doses decrescentes de CE:
10 mg, 6 mg e 4 mg respectivamente, aplicados via IM. Caso fosse constatado edema endometrial
apos a aplicagdo do estrogeno, as éguas recebiam 1500mg de progesterona de longa acao (P4 LA)
via IM. As taxas de prenhez das éguas ciclicas e aciclicas foram 44,12% e 57,68%,
respectivamente. Mais recentemente, Roser et al. (2020) também utilizaram doses decrescentes de
10mg, 6mg e 4mg de CE seguidos da administracdo de P4 LA para preparar €guas aciclicas como
receptoras. Os embrides foram colhidos de éguas doadoras em anestro que foram tratadas com
diferentes regimes utilizando FSH equino recombinante (reFSH). O estudo foi pioneiro em
apresentar sucesso na produ¢do e TE de doadoras em anestro tratadas com reFHS, obtendo uma
taxa de prenhez de 59% nas receptoras levando em consideracdo o nimero de embrides
recuperados das doadoras.

O uso de BE nos protocolos hormonais para preparo de éguas receptoras aciclicas também
foi descrito em alguns trabalhos. Botelho et al. (2015), ao analisar a manutengdo da prenhez em
éguas aciclicas em comparacdo com um grupo controle composto por éguas ciclicas, utilizou um
regime de tratamento baseado em 3 dias de aplicagdo de BE, via IM, com doses consecutivas de
Smg, 3mg e 2mg, comecando oito dias antes da transferéncia. No quinto dia que antecedia a
transferéncia, foi aplicado 1500mg de P4 LA IM. Como resultado, foi constatada maior taxa de
prenhez nas receptoras aciclicas (73%) em comparacao com as ciclicas (43,3%). Silva et al. (2014)
avaliaram a interrup¢do do fornecimento de altrenogest, uma progesterona sintética, aos 70 e aos
120 dias de gestagdo em éguas receptoras aciclicas, além do periodo de formagao dos corpos luteos
suplementares e o perfil enddgeno de P4 durante os primeiros 120 dias de gestagao. Nesse trabalho,
foi utilizado um protocolo que consistia em uma unica aplicagdo de 2,5 mg de BE nas éguas
aciclicas, e um dia depois, se constatado edema endometrial, iniciava-se o fornecimento de 33mg
de altrenogest a cada 24 horas, via oral, até os 70 ou 120 dias de gestacao.

Oliveira Neto et al. (2018), com o intuito de fornecer informagdes que otimizem a
sincronizagdo de doadoras com receptoras em programas de TE, comparou em seu trabalho
resultados de protocolos hormonais em éguas em anestro, transi¢ao de primavera e em diferentes
fases do ciclo estral, analisando caracteristicas uterinas como edema e tonus e taxas de prenhez
utilizando embrides refrigerados. Neste caso, foram utilizadas aplicacdes diarias consecutivas de

17BE, durante 4 dias, nas doses de 10mg, 10mg, 20 mg e 10 mg respectivamente, via IM. No dia
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seguinte as éguas receberam 300 mg de altrenogest de longa agdo, via IM, que foi repetida no dia
da transferéncia. Foram feitas doses de 1500mg de P4LA semanalmente naquelas éguas com
prenhez confirmada, até o 120° de gestagdo. Os resultados mostraram edema uterino e taxas de
prenhez satisfatorias (>65%) em quase todos os grupos experimentais. Recentemente, Segabinazzi
et al. (2021) compararam taxas de prenhez e morte embriondria entre receptoras ciclicas e aciclicas
tratadas com diferentes protocolos hormonais. As éguas aciclicas foram divididas em diferentes
grupos e receberam trés doses consecutivas de 17BE (10mg, 20mg ¢ 10mg). Os animais do grupo
P4LA receberam uma dose tnica de 1500mg de P4L4 um dia apds as aplicacoes de 17BE, e a TE
foi feita de quatro a oito dias apds a aplicacdo de P4. Ja as éguas do grupo IPRD receberam um
dispositivo intravaginal de progesterona (1g) um dia apds as aplicagdes de 17BE, que foi mantido
at¢ o momento da TE, entre quatro a oito dias apds sua inser¢do. O Grupo RE-IPRD foi
sincronizado da mesma maneira que o grupo IPRD, mas a principio ndo foi utilizado para a TE e
os animais foram ressincronizados de 8 a 15 dias depois, utilizando o mesmo protocolo e realizando
a TE. As éguas do grupo IPRD e RE-IPRD tiveram seus dispositivos substituidos no momento da
TE. Apo6s o primeiro diagnostico de gestagdo, o dispositivo de P4 foi retirado das éguas de ambos
os grupos. As éguas gestantes receberam doses semanais de 1500mg de PALA até o 120° dia de
gestacdo. Como resultado, constatou-se que ndo houve diferenga nas taxas de prenhez e perda

embriondria entre 0s grupos.



14

3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizadas 16 éguas mesticas, com a faixa etdria entre 5 e 15 anos e peso entre 350 a
450kg. As foram mantidas em pastagem Tifton (Cynodon dactylon) com acesso a adgua e sal
mineralizado. O experimento foi conduzido entre julho e agosto de 2021 em um haras situado em
Uberldndia — Minas Gerais — Brasil. Todos os procedimentos envolvendo os animais foram
realizados de acordo com a aprovagio da Comissido de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA —
protocolo n° 003/21) da Universidade Federal de Uberlandia.

Todos os animais utilizados estavam em anestro. Para participar do experimento, cada égua
foi avaliada com base em sua atividade ovariana e estado uterino. Foram selecionadas aquelas
éguas que apresentaram auséncia de corpo luteo, foliculos ovarianos com diametro menor que

20mm e auséncia de edema endometrial, por pelo menos 21 dias consecutivos.

3.2 Tratamentos hormonais

As éguas selecionadas foram divididas aleatoriamente em 4 grupos de 4 animais cada:
grupos BE, CE, 17BE-20mg e 17BE-40mg. Cada grupo foi tratado com uma dose diaria de
estrogeno, durante trés dias. O grupo BE recebeu 3 doses de benzoato de estradiol (Sincrodiol®,
Ouro Fino), sendo 10mg no DO, 6mg no D1 e 4mg no D2. O grupo CE por sua vez recebeu 3 doses
de cipionato de estradiol (E.C.P.®, Zoetis), com as mesmas doses de 10mg no DO, 6mg no D1 e
4mg no D2. Os animais do grupo 17BE-20mg receberam 3 doses de 17f Estradiol, as mesmas10mg
no DO, 6mg no D1 e 4mg no D2. Por fim, os animais do grupo 17BE-40mg receberam também 3
doses de 17 Estradiol, dessa vez sendo 10mg no DO, 20mg no D1 e 10mg no D2, para avaliar os
efeitos das doses recomendadas pelo fabricante (17 Beta®, Botupharma) (Figura 1). Todos os

hormonios foram administrados por via intramuscular.
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Grupo | | | |
BE DO DI D2 D9
10 mg 6 mg 4 mg
| l | I
Grupo | | | |
ECP DO DI D2 D9
10 mg 6 mg 4 mg
| l | I
Grupo | | | |
17BE—20mg DO D1 D2 D9
10 mg 6 mg 4 mg
| l | I
Grupo | | | |
17BE-40mg DO DI D2 D9
10 mg 20 mg 10 mg

1

Palpacdes retais e avaliacOes ultrassonograficas diarias

Fonte: o autor.

Figura 1 — Esquema das aplicagdes hormonais de estrogeno e avaliagdes

ultrassonograficas nos grupos.

3.3 Palpacdes retais e avaliacoes ultrassonograficas

Foram realizadas palpacgdes retais e avaliacdes ultrassonograficas em todas as éguas
diariamente, come¢ando imediatamente antes do primeiro tratamento hormonal no DO e se
estendendo até o desaparecimento do edema endometrial ou até no maximo 10 dias ap0ds a primeira

aplicacdo. Foram avaliados os dois ovarios, para monitoramento do didmetro e crescimento
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folicular, bem como o utero, para quantificagdo do edema uterino (Figura 2). A intensidade do
edema endometrial foi classificada em escores de 0 a 4, com o acréscimo de 0.5 dependendo da

intensidade, onde O=auséncia de edema uterino, 1=edema discreto, 2=edema moderado, 3=edema

alto e 4=edema exagerado.

Figura 2 — Imagens ultrassonograficas de cortes transversais de cornos uterinos mostrando

diferentes graus de edema endometrial.

Figura 2 — Imagens ultrassonograficas de cornos uterinos evidenciando diferentes graus de edema endometrial. A:

escore 0 ou auséncia de edema. B: edema endometrial classificado como 1. C: escore ou grau 2. D: grau 3.

Fonte: arquivo pessoal.

3.4 Analise estatistica

Andlises descritivas foram inicialmente realizadas para caracterizar 0s grupos
experimentais. O efeito do tratamento sobre o escore de edema endometrial foi testado usando o
método nao paramétrico de Kruskal Wallis. Diferenga estatistica foi considerada quando p <0.05.

As anélises foram feitas no programa de livre acesso R (R Core Team, 2020).
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4. RESULTADOS

A mediana dos escores de edema endometrial dos quatro grupos estdo representadas na
Figura 3-A. Um dia apos a primeira aplicagdo de estrogeno, os grupos CE e BE apresentaram
edema endometrial escore 3, ao passo que o grupo 17BE-40mg exibiu escore 3 dois dias apos a
primeira aplicacdo hormonal. Ja o grupo 17BE-20mg, que foi tratado com as mesmas doses de
estrogeno que grupo BE e CE, ndo apresentou edema endometrial escore 3 em nenhum dia em que
foram realizadas as avaliacdes ultrassonograficas, apresentando edema maximo de 2,5 dois dias
apods a primeira aplicagdo hormonal. No D5, os grupos CE e BE ja apresentaram edema 2,5, a
medida que no grupo 17BE-40mg o edema se manteve com escore 3 até¢ o D7. J& o grupo 17BE-
20mg apresentou edema escore 1 em D5 e em D7 ja apresentava edema de 0,5, sendo este o tltimo
dia de avaliacdo ultrassonografica neste grupo, haja visto o desaparecimento do edema. No nono
dia ap6s o inicio das aplicacdes de estrogeno, o grupo 17BE-40mg ainda apresentava edema 2,
enquanto os grupos CE e BE medianas de 1,5 e 1,25, respectivamente.

Nos grupos que foram tratados com as mesmas doses de estrogeno (BE, CE e 17BE-20mg),
o edema endometrial do grupo 17BE-20mg reduziu e desapareceu antes, quando comparado com
os demais grupos. Em D5, o grupo 17BE-20mg ja apresentava escore abaixo de 2, enquanto os
grupos CE e BE apresentaram edema abaixo de 2 a partir de D7, momento em que o edema do
grupo 17BE-20mg ja havia desaparecido (Figura 3-B).

Nao houve diferenga estatistica na intensidade do edema endometrial em nenhum dos dias
avaliados entre os grupos BE, CE e 17BE-40mg (p>0,05). No D1, houve diferenga estatistica
(p<0,05) entre os grupos 17BE-20mg e BE. Ja entre os grupos 17BE-40mg e 17BE-20mg, houve
tendéncia a diferenca estatistica em D3 (p=0.05) e diferenca significativa em todos os dias de D4

a D7 (p<0.05).
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Figura 3 — Representacao grafica das medianas do escore de edema endometrial nos grupos.
A: BE, CE, 17BE-40mg e 17BE-20mg; B: BE, CE e 17BE-20mg.

Figura 3 — Representagdo grafica das medianas dos escores de edema uterino (0 a 4) do dia da primeira aplicagéo
hormonal (D0) até o D9 nos grupos: A: BE, que recebeu 3 aplicagdes de Benzoato de Estradiol em 3 dias consecutivos
(10 mg, 6 mg e 4 mg); CE, que recebeu 3 aplicagdes de Cipionato de Estradiol nos mesmos dias consecutivos a partir
do DO (10 mg, 6 mg e 4 mg); 17BE-20mg, que recebeu 3 aplicagdes de 17f Estradiol em dias consecutivos a partir do
DO (10 mg, 6 mg e 4 mg) e 17BE-40mg que também recebeu 3 aplicagdes em dias consecutivos de 17 Estradiol, mas

nas doses de 10mg, 20mg e 10 mg. B: nos grupos que receberam as mesmas doses de estrogeno: BE, CE ¢ 17BE-
20mg. O simbolo A representa diferenca estatistica (p<0.05) entre 17BE-20mg e BE; * representa diferenca estatistica
(p<0.05) entre 17BE-20mg e 17BE-40mg e ** representa tendéncia a diferenca estatistica entre 17BE-20mg e 17BE-

40mg.
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5. DISCUSSAO

A utiliza¢do de éguas aciclicas em programas de TE aumenta o nimero de receptoras
disponiveis, otimizando a biotécnica. Os protocolos hormonais para preparar essas receptoras
incluem estrogenos e progestagenos para simular um ambiente uterino semelhante ao encontrado
nas €guas receptoras ciclicas (SILVA et al., 2017). Embora a aplicagdo de P4 ou progestagenos ja
seja bem estabelecida, o regime de tratamento com estrogenos ainda € muito variavel. Sendo assim,
o presente trabalho visou trazer mais informagdes a respeito da acao dos trés principais tipos de
estrogenos disponiveis, ou seja, CE, BE e 17BE, sobre a intensidade e duragdo do edema
endometrial em éguas aciclicas.

Baseado nos trabalhos que evidenciam o tempo de meia-vida dos diferentes ésteres de
estradiol (BE, CE e 17BE) em bovinos, esperava-se que, utilizando as mesmas doses desses
hormdnios, o edema endometrial provocado pelo CE seria mais duradouro que BE, e pelo BE mais
duradouro que 17BE. No entanto, os resultados obtidos pelas avaliagdes ultrassonograficas do
edema endometrial mostraram que ndo houve diferenga entre os grupos BE e CE, tanto na
intensidade quanto na durag¢do do edema endometrial. J& o grupo 17BE-20mg, apresentou duracao
do edema endometrial inferior aos grupos BE e CE, chegando ao escore 0,5 em D7. Porém, a
intensidade do edema foi significativamente menor somente em D1 quando os grupos BE e 17BE-
20mg foram comparados.

Além disso, € possivel afirmar que as éguas do grupo 17BE-40mg, ou seja, que receberam
10, 20 e 10 mg de 17BE por 3 dias consecutivos apresentaram edema de intensidade e duragao
semelhantes ao dos demais grupos. Tal resultado ¢ contrério a hipdtese inicial baseada na literatura
em bovinos. Uma possivel explicagdo para esse resultado € a maior dose de estrégeno fornecida
para o grupo 17BE-40mg comparada a aplicada nos demais (10mg, 6mg, 4mg). Além disso, o
veiculo do 17 estradiol utilizado possivelmente contribuiu para a maior duracdo do edema neste
grupo.

Diferente do que foi observado nos resultados do grupo 17BE-40mg, o edema endometrial
provocado pelo 17BE no grupo 17BE-20mg se mostrou menos duradouro do que o edema
evidenciado nos grupos CE e BE. Esses resultados se mostram mais coerentes com a hipotese
inicial de que o 17BE provocaria um edema de menor dura¢do que o CE e o BE. No entanto, ¢
importante citar que, devido ao pequeno numero de éguas disponiveis para o projeto, os animais

designados para o grupo 17BE-20mg ja haviam recebido estrégeno com pelo menos 10 dias de
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antecedéncia ao inicio do tratamento hormonal no grupo. Mas como todas as éguas apresentavam
edema 0 no inicio do tratamento, elas foram selecionadas para compor o grupo, mesmo que haviam
recebido estrogeno 10 dias antes. Embora nao acreditdssemos a principio que o tratamento com
estrogeno anterior, no referido intervalo, pudesse interferir com o tratamento subsequente, a partir
do resultado observado ¢ possivel que tenha causado alguma interferéncia na agao do estrogeno na
segunda aplicagdo, haja visto que o grupo néo atingiu o escore de edema méximo esperado. E
interessante chamar a atengado para o fato de que profissionais que atuam a campo ja terem relatado
a observagao de edema de menor intensidade ao aplicar estrogeno em €guas que ja haviam recebido
0 hormonio previamente, em intervalo de poucos dias ou mesmo semanas.

Para excluir essa possivel interferéncia de aplicagdo estrogénica prévia no grupo, o
protocolo hormonal utilizando trés aplicagdes consecutivas de 17BE nas mesmas doses de 10mg,
6mg e 4mg sera repetido futuramente, com o intuito de avaliar a intensidade e duragcdo do edema
endometrial novamente. Além disso, os resultados obtidos tratam-se de resultados preliminares, é
necessario aumentar o nimero de animais por grupo no estudo para confirmar os achados. Vale
ainda ressaltar que o delineamento experimental utilizando as dosagens de 10mg, 6mg e 4mg para
os grupos CE, BE e 17BE-20mg foi estabelecido pensando na dosagem da concentragdo plasmatica

de estradiol e correlagdo com o edema endometrial, que sera realizada futuramente.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que ndo houve diferenca na intensidade e duracao do edema endometrial entre
os grupos BE e CE, os quais também nao foram diferentes do grupo 17BE-40mg. No entanto, o
grupo 17BE-20mg apresentou edema menos duradouro quando comparado aos demais grupos, €
menos intenso de D4 a D7 apenas quando comparado ao grupo 17BE-40mg. Analises futuras serdo
realizadas para quantificar a concentragdo plasmatica do estradiol e correlacionar com a intensidade

e duracao do edema.
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