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RESUMO

Protocolos hormonais sao muito utilizados para o preparo de receptoras aciclicas, e eles
diferem, principalmente, no tipo de estrégeno utilizado e sua dosagem. Nesse sentido, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de tratamento com benzoato de estradiol,
cipionato de estradiol e 17 estradiol, utilizando as mesmas doses e regime de aplicacao, sobre
a concentracdo plasmatica de estradiol em éguas aciclicas e sua correlagdo com o escore de
edema endometrial. Quatorze éguas aciclicas receberam 16 tratamentos e foram divididas em 3
grupos, cada um tratado com um tipo de estrogeno, durante 3 dias. Os grupos ECP (n=5), BE
(n=5) e 17B (n=6) receberam doses de 10 mg em DO, 6 mg em D1 e 4 mg em D2 de cipionato
de estradiol, benzoato de estradiol e 17 estradiol, respectivamente. Foram feitas coletas de
sangue em todas as éguas diariamente, imediatamente antes da realizagdo da primeira aplicacao
hormonal (D0) prolongando-se até 9 dias apos a primeira aplicacdo de estrogeno. A maxima
concentracdo de estradiol foi atingida 24hs apds a primeira aplicagdo de estrégeno no grupo
BE, sendo significativamente maior em relacdo aos outros grupos de tratamento (P < 0,0001).
No entanto apresentou uma queda expressiva dois dias apds o pico. No grupo CE o pico foi
atingido 48hs apos a primeira aplicacdo de estrogeno, corroborando com estudos prévios em
bovinos. O grupo 17 B ndo apresentou crescimento expressivo da concentragdo plasmatica de
estradiol, contudo, pode ser que o pico tenha acontecido antes das avaliagdes realizadas. As
correlagdes entre edema endometrial e concentragdes plasmaticas sdo positivas, porém
moderadas em BE e CE e fraca em 17f. Conclui-se o grupo que atingiu a maior concentragao
plasmatica de estradiol foi o grupo BE, em D1. No grupo CE, o pico foi atingido apenas em D?2.
O grupo 17B ndo apresentou crescimento expressivo da concentragdo plasmatica de estradiol.
As correlagcdes entre edema endometrial e concentragcdes plasmaticas foram positivas

moderadas e fracas.

Palavras-chave: tratamento hormonal; estradiol; éguas aciclicas.



ABSTRACT

Hormonal protocols are widely used for the preparation of acyclic receptors, and they differ
mainly in the type of estrogen used and its dosage. In this sense, the present study aimed to
evaluate the effect of treatment with estradiol benzoate, estradiol cypionate and 17 estradiol,
using the same doses and application regimen, on the plasma concentration of estradiol in
acyclic mares and its correlation with the score of endometrial edema. Fourteen acyclic mares
received 16 treatments and were divided into 3 groups, each treated with one type of estrogen,
for 3 days. The ECP (n=5), BE (n=5) and 17 (n=6) groups received doses of 10 mg on DO, 6
mg on D1 and 4 mg on D2 of estradiol cypionate, estradiol benzoate and estradiol 17,
respectively. Blood samples were taken from all mares daily, immediately before the first
hormonal application (D0) and lasting up to 9 days after the first estrogen application. The
maximum estradiol concentration was reached 24 hours after the first estrogen application in
the BE group, being significantly higher in relation to the other treatment groups (P < 0.0001).
However, it showed a significant drop two days after the peak. In the EC group, the peak was
reached 48 hours after the first estrogen application, corroborating previous studies in cattle.
The 17 group did not show a significant increase in plasma estradiol concentration, however,
it may be that the peak occurred before the evaluations performed. Correlations between
endometrial edema and plasma concentrations are positive, but moderate in BE and EC and
weak in 17f. In conclusion, the group that reached the highest plasma concentration of estradiol
was the BE group, on D1. In the CE group, the peak was reached only on D2. The 178 group
did not show a significant increase in plasma estradiol concentration. Correlations between

endometrial edema and plasma concentrations were moderate to weak positive.

Keywords: hormonal treatment; oestradiol; non-cyclic mares.



SUMARIO

1 INTRODUCAO .5
2 REVISAO DE LITERATURAL . .....cuoeerreereeresesesssssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssessssesss 7
2.1 Sazonalidade reprodutiva......eeccceecesceeecssnncssnnicssnnissssncssssnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 7
2.2 Ciclo estral e producao de estréogeno e progesterona .8
2.3 EStradiol € SCUS ESTEIeS....uuuicnueisseriseisniisuensnnissnssssessnssssesssnssssesssessssssssssssssssssssssssssasssssssae 8
2.5 Perfil plasmatico de estradiol em éguas em eStro € anestro........ccceeeeesuecssercsarcssercsncesanns 9
2.6 Protocolos hormonais utilizados no preparo de receptoras aciclicas......c..ccceevureeeunren. 11
3. METODOLOGI A......uuuiuiiriiniinninsnensnissssissssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
I UV 11111 E: 1O 15
3.2 Tratamentos hormonais 15
3.3 Colheita de sangue 15
3.4 Palpacdes retais e avaliagcoes ultrassonograficas 16
3.5 ANALISE eSLALISTICA..ccciuiierrrrinirnreninrensnncnsnecssanicsssnicsssnsssssnesssnessssnessssnsssssassssssssssssssssssssns 16
4 RESULTADOS 17
5 DISCUSSAO 20
6 CONCLUSAQ ....ouuriinnirnsisnscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 21

REFERENCIAS 23



1 INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) ¢ uma biotecnologia reprodutiva muito utilizada
em varios paises e permite o melhor aproveitamento dos animais e seu incremento genético a
fim de otimizar a obten¢ao de potros (ARRUDA et al. 2011; SQUIRES, 2013), sendo possivel
gerar produtos de éguas idosas, subférteis ou que estejam em atividade esportiva e, portanto,
impossibilitadas de levar uma gestagdo a termo (ARRUDA et al., 2001; CAMPBELL, 2014;
DAELS, 2007; HURTGEN, 2008). Segundo Viana (2021), o Brasil é o maior produtor de
embrides in vivo do mundo, com 38.762 lavados uterinos € 21.954 embrides transferidos no
ano de 2020.

A selecao da receptora ¢ considerada o elemento determinante para o éxito da TE
(MCKINNON; SQUIRES, 2007; VANDERWALL; WOODS, 2007). O comportamento
sazonal reprodutivo das éguas e as diferengas de manejo entre doadoras e receptoras limitam o
nimero de receptoras ciclicas disponiveis ao longo do ano, sendo assim o uso de receptoras
aciclicas, tanto em anestro quanto em transi¢cdo, € uma alternativa para o programa de TE
(SQUIRES et al., 1999). Para isso, ¢ necessario a utilizagdo de protocolos hormonais para
prepara-las para o recebimento do embrido e manutenc¢ao da gestacio (BOTELHO et al., 2015;
ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2014; SQUIRES, 1999).

Inimeros estudos demonstram a eficacia dos protocolos hormonais em receptoras
aciclicas, e estes consistem primeiramente, na administragdo de estrogeno e, posteriormente,
de progestagenos. Eles diferem, principalmente, no tipo de estrogeno exodgeno utilizado
(cipionato de estradiol, benzoato de estradiol e 17f estradiol), assim como sua dose e frequéncia
de aplicagdes (BOTELHO et al., 2015; GRECO et al., 2012; OLIVEIRA NETO et al., 2018;
ROCHA FILHO et al., 2004; ROSER et al., 2020; SILVA et al., 2014; 2016; 2017). Alguns
trabalhos conduzidos em vacas demonstram diferencas farmacocinéticas entre esses ésteres de
estradiol, e apontam que eles apresentam tempos de meia-vida distintos. O cipionato de
estradiol possui maior tempo de meia-vida que o benzoato de estradiol, que por sua vez
apresenta maior tempo de meia-vida que o 17 estradiol (BURKE et al., 2000; LARSON;
BALL, 1992; SALES et al., 2012). Contudo, ndo ha estudos que avaliem essas caracteristicas
em éguas, e ainda faltam dados que esclare¢am qual a melhor dose, tipo de hormonio a ser
utilizado e tempo de tratamento. Considerando as informagdes expostas acima, hipotetizamos
que a concentracdo plasmatica de estradiol apos a administragao do cipionato de estradiol possa
permanecer alta por mais tempo do que as concentragdes plasmaticas de estradiol induzidas

pelo benzoato de estradiol e pelo 17 estradiol, baseado nos tempos de meia-vida anteriormente



relatados sobre esses hormdnios.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de tratamento com
benzoato de estradiol, cipionato de estradiol ou 17 estradiol, utilizando as mesmas doses e
regime de aplicacdo, sobre a concentragdo plasmatica de estradiol em éguas aciclicas e sua

correlagdo com o escore de edema endometrial.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sazonalidade reprodutiva

O comportamento reprodutivo da égua ¢ caracterizado como poliéstrico estacional,
sendo que o seu ciclo estral tem inicio em periodos de maior luminosidade diaria (FREEDMAN
et al., 1979). Isso se deve as suas caracteristicas fotossensiveis, envolvendo o sistema neuro-
endocrino-gonadal (FITZGERALD, 2000). De acordo com Ginther et al. (2004a), pode-se
dividir o ciclo reprodutivo em quatro fases: anestro, transicdo de primavera, ovulatéria e
transi¢ao de outono.

O comprimento do dia € percebido pela glandula pineal através dos olhos (GINTHER,
1992). Esta produz o hormoénio melatonina, sintetizado e secretado em maiores quantidades
durante o periodo de menor incidéncia de luz, ou seja, nos meses de outono e inverno, inibindo
a atividade do eixo hipotdlamo-hipodfise-ovariano (SHARP, 1980). Com isso, ndo ha liberacdo
do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo, levando a uma atividade

folicular minima ou ausente na fase caracterizada como anestro (GINTHER, 1992).

Na fase de transi¢do de primavera ¢ possivel observar maior atividade ovariana, com
aumento de foliculos com didmetro maior que 15 mm e desenvolvimento de um foliculo
dominante de 20 a 30 mm de didmetro, sendo este de uma onda folicular anovulatoria devido
as baixas concentracdes do hormonio luteinizante (LH) sistémico nesse periodo (AURICH,
2011).

Conforme os dias tornam-se mais longos e ocorre a maior estimulacao luminosa,
como em meses do final de primavera e verdo, ¢ removida a inibi¢do do eixo havendo liberacao
do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), aumento de hormdnio foliculo estimulante
(FSH) e conseguinte aumento nas concentracdes de LH, permitindo que ocorra a dindmica
ovariana que leva a ovulagdo (FITZGERALD et al., 1987; NAGY, 2000). Nessa fase ovulatoria

ocorrerao ciclos ovulatérios espontaneos (MOREL, 2003).

Quando ocorre o ultimo ciclo ovulatério, o estimulo gonadotrofico cai



consideravelmente e as concentragoes de FSH ¢ LH sdo baixas, levando ao desenvolvimento
folicular inadequado. Esse periodo ¢ caracterizado como transi¢ao de outono, que caminha para
a aciclicidade da égua vista no periodo de anestro (AURICH, 2011). Além do fotoperiodo
outros fatores sao importantes para definir a sazonalidade reprodutiva, como plano nutricional,
condicdo corporal, idade (GINTHER, 1994; MOREL, et al.,, 2010), raga, temperatura
ambiental, questdes individuais e latitude (MOREL, et al. 2010). Eguas situadas mais proximas
a linha do Equador tendem a ter menor oscilagdo estacional, por exemplo, sofrendo menos

interferéncias a latitude, e mais com a nutricdo (HUGHES et al., 1972; MOREL, 2003).

2.2 Ciclo estral e producao de estrogeno e progesterona

Define-se o ciclo estral como o intervalo entre duas ovulagdes sucessivas e sua duracao
média ¢ de 21 dias (BELFERG, 2000). Segundo Ginther (1992), o ciclo estral ¢ dividido em
duas fases diferenciadas: estro ou fase folicular e diestro ou fase luteal, que sdo caracterizadas
por diversas variagdes nos 6rgaos do sistema reprodutivo e por alteragdes comportamentais
(AURICH, 2011; CROWELL, 2007).

O estro, ou fase folicular, tem duracdo média de 5 a 7 dias e ¢ marcado pela presenga
de foliculos pré-ovulatérios e aumento da secrecdo de estrogeno pelos mesmos, sendo o
principal o 17-p Estradiol (MOREL, 2003; SATUE; GARDON, 2013). O estrogeno é o
hormonio responsavel pelo comportamento de estro expressado pelas éguas nessa fase, como
por exemplo o desvio de cauda, exposi¢ao da regido perineal, micgdes frequentes com pequenas
quantidades de urina e receptividade ao garanhao (CROWELL, 2007). Este também provoca
aumento de vascularizagdo uterina e consequente extravasamento de liquido para o intersticio,
causando o edema endometrial (BELGFERT, 2000; SATUE; GARDON, 2013). Essa alteracao
uterina facilita o transporte de espermatozoides para a tuba uterina e a conseguinte fertilizacao
do odcito (BELGFERT, 2000; CROWELL 2007; SATUE; GARDON, 2013). Ademais, vérios
estudos feitos em éguas ciclicas mostram que o estradiol estimula a expressao de seus proprios
receptores e receptores de progesterona (P4) no endométrio (AUPPERLE, 2000; HARTT et al.,
2005; MCDOWELL et al., 1999; WATSON et al., 1992). Cuervo Arango et al. (2018)
demonstram em um estudo em receptoras ciclicas que houve maior taxa de prenhez naquelas
que apresentaram maior tempo de estro anteriormente a ovulacdo. Nesse sentido, Silva et. al
(2019) realizaram um estudo em éguas aciclicas que mostrou que a maior exposi¢ao do utero
ao estradiol previamente a progesterona aumenta a expressdo de uterocalina, uma proteina
responsavel pela nutrigdo do embrido na fase inicial de vida.

O encerramento do estro se da logo apos a ovulagdo e formacao do corpo luteo,



caracterizando a fase de diestro, que possui duracdo média de 14-15 dias. As células da
granulosa do foliculo que na fase estral antes produziam estrogeno, se tornam células luteais,
produzindo P4 (SATUE; GARDON, 2013). As altas concentragdes de P4 sdo responsaveis pela
preparagao do endométrio para manter a gestagao, estimulagdo de produgdo de histotrofo pelas
glandulas endometriais e inibi¢ao de contratilidade miometral (VANDERWALL, 2011). Além
disso, esse hormonio € o responsavel por cessar os comportamentos de cio € o edema uterino
presentes na fase estral (CROWELL 2007; SATUE; GARDON, 2013). Nos dias 13 a 16 de
diestro, se ndo houver reconhecimento materno gestacional, ha o que se chama de lutedlise
funcional, que ¢ caracterizada pela diminui¢ao na producdo de P4 pelo corpo luteo primario e
posterior lutedlise estrutural com a regressdo e desintegragdo dele. Esses fenomenos sdo
desencadeados pela prostaglandina F2alfa (PGF2a) endometrial e permitem com que se inicie

uma nova fase folicular (BAG, 2011; DAELS; HUGHES, 1993; GINTHER, 2011, 2012.)

2.3 Estradiol e seus ésteres

Os estrogenos sao esteroides compostos por 18 atomos de carbono, um anel fendlico A,
responsavel pela ligacdo e seletividade em seus receptores, e um anel fendlico D. Seus
principais compostos sdo o 17B-estradiol, a estrona e o estriol, sendo o 17 o mais potente em
animais € em humanos (MAPLETOFT et al., 2002; VYNCKIER, 1990). O local principal de
producdo ¢ o ovario, porém também ¢ produzido pela glandula adrenal e pela placenta
(CREPALDI, 2009). Os estrogenos se distribuem por todo o organismo € tem como
caracteristica a deposi¢do em tecido adiposo. O figado € responsavel por sua metabolizagao, e
a sua excreg¢ao € feita pela urina e pela bile, onde a maior parte passa por reabsor¢ao no intestino
(MAPLETOFT et al., 2002).

Os ésteres de estradiol sdo formados a partir da esterificacdo do 17B-hidroxil do 17f-
estradiol, permitindo maior prolongamento do efeito pela resisténcia adquirida pela molécula
em relacdo ao seu metabolismo. A meia-vida de cada um dos compostos depende da polaridade
da molécula, relacionada com o seu tamanho (MAPLETOFT et al., 2002), além da presenga
dos anéis aromaticos e a simetria das ligacdes (CREPALDI, 2009).

O cipionato de estradiol ¢ formado a partir da esterificacdo do estradiol com &cido
ciclopentano propidnico e possui um efeito prolongado em relagdo ao 17f-estradiol e ao
benzoato de estradiol. Ja o benzoato de estradiol ¢ formado a partir da esterificacao do carbono

3 e possui um efeito mais curto em relagdo ao cipionato de estradiol (MAPLETOFT et al.,



2002), contudo, ainda maior que o do 17-estradiol, uma vez que este ndo precisa passar por

metabolizacdo e transformacao para sua forma biologicamente ativa (LARSON, BALL, 1992).

2.4 Perfil plasmatico de estradiol em éguas em estro e anestro

Diversos autores conduziram estudos sobre o perfil hormonal em éguas ciclicas em
periodos de estro e éguas aciclicas em periodos de anestro e de transicdo. Durante a fase de
anestro e transicado de outono os niveis de estradiol circulantes sdo extremamente baixos
(DONADEU; GINTHER, 2002), sendo a concentragao plasmatica deste hormodnio considerada
basal, ou seja, abaixo de 2pg/ml (PYCOCK, 1995), em razao da diminui¢do ou auséncia de
atividade ovariana nesses periodos. Em fase final de periodos de transi¢do, concomitante ao
desenvolvimento dos grandes foliculos, ocorre o aumento das concentragdes plasmaticas de
estradiol (FREEDMAN et al., 1979; OXENDER et al., 1977, SEAMANS; SHARP, 1982),
podendo chegar a 6,6 +/- 1,1 pg/ml em transi¢ao de primavera (WATSON et al., 2002).

No periodo de estro, a secre¢do ativa pelos foliculos pré-ovulatorios comeca a
aumentar a concentracdo plasmatica de 17 estradiol cinco a sete dias antes da ovulagao
(SATUE; GARDON, 2013), atingindo o pico (10-15pg/ml) dois dias antes do inicio do diestro
(D-2) (AMER et al., 2008; AUPPERLE et al., 2000; GASTAL, 2009; GINTHER et al., 2008).
Um dia previamente a ovula¢do os niveis de estradiol comecam a decrescer gradualmente,
alcancando os niveis basais cinco dias p6s ovulagdo (D5) (BELGFERT et al., 2001; GINTHER
et al., 2004b, 2004c; SATUE, 2013).

2.6 Protocolos hormonais utilizados no preparo de receptoras aciclicas

O comportamento sazonal reprodutivo das éguas e as diferengas de manejo entre
doadoras e receptoras limitam o numero de receptoras ciclicas disponiveis ao longo do ano,
sendo assim, o uso de receptoras aciclicas, tanto em anestro quanto em transi¢dao, uma
alternativa para programas de TE (SQUIRES et al., 1999). Os protocolos hormonais em
receptoras aciclicas consistem, primeiramente, na administragdo de estrégeno e,
posteriormente, na administragdo de progestagenos. O estrogeno mimetiza as condig¢des
hormonais de estro encontradas nas éguas ciclicas (AUPPERLE et al. 2000; MCKINNON et
al., 2000; MCDOWELL, et al., 1997; ZAVY et al., 1979), e os progestagenos possuem
competéncia para ligarem-se aos receptores de P4 expressos no endométrio, mimetizando as
condi¢des hormonais encontradas no diestro de éguas ciclicas (DANTE et al., 2013).

Alguns estudos publicados nos ultimos anos abrangem diferentes tipos de protocolos
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hormonais em éguas aciclicas, variando entre si, principalmente, o tipo de estrogeno exodgeno
utilizado, assim como sua dose e frequéncia de aplicagdes (BOTELHO et al., 2015; GRECO et
al., 2012; OLIVEIRA NETO et al., 2018; ROCHA FILHO et al., 2004; ROSER et al., 2020;
SILVA etal., 2014; 2016; 2017; 2021; SEGABINAZZI et al., 2021).

Para comparar taxas de prenhez e morte embriondria entre receptoras ciclicas e
aciclicas, Rocha Filho et al. (2004) usaram quatro protocolos diferentes, nos quais eram
utilizadas doses tUnicas de cipionato de estradiol (10mg) a cada 24 horas aplicado via
intramuscular (IM), diferindo apenas os progestagenos de longa e curta duracdo durante 5 a 8
dias antes da TE. Ambos os tipos de progesterona mostraram bons resultados em preparar as
receptoras aciclicas e ndo foi encontrada diferenca entre a taxa de gestacao entre elas (75,9%)
e as éguas ciclicas (75%), comprovando o sucesso na utilizagao desses regimes hormonais.

Em um outro estudo comparativo entre receptoras ciclicas e as aciclicas, Greco et al.
(2012) observaram como taxa de prenhez 44,12% e 57,68%, respectivamente, utilizando doses
decrescentes de cipionato de estradiol (10, 6 e 4 mg) uma vez ao dia, e apds verificagdo de
edema foi feita a aplicacdo de 1500 mg de progesterona (P4LA) de longa duragdo, via IM.
Seguindo o mesmo protocolo para éguas receptoras anovulatorias, Roser et al. (2020)
conduziram um trabalho em que também utilizaram o cipionato de estradiol como fonte
exdgena de estrogeno, porém com aplicagdao de 1500mg de progesterona depois de observado
3 dias de edema endometrial, ou seja, no quarto dia do protocolo. Os embrides foram
transferidos para as receptoras entre o terceiro e sexto dia apds a inje¢ao de PALA, que foram
tratadas com o mesmo hormonio no dia da transferéncia e a cada 10 dias até os 100 dias de
gestacdo. Neste estudo, eles obtiveram uma taxa de gestacao de 59%.

Silva et al. (2014) analisaram a interrup¢ao do fornecimento de progesterona sintética
(altrenogest) via oral (VO) aos 70 e aos 120 dias de gestacdo em receptoras aciclicas, assim
como periodo de formagdo de corpo luteo suplementar e perfil de P4 durante os primeiros 120
dias de gestacao. O protocolo utilizou como fonte exdgena de estrogeno o benzoato de estradiol
(BE), em dose tnica de 2,5 mg. Um dia ap06s, as éguas foram examinadas por ultrassonografia
e se confirmado o edema uterino eram suplementadas com 33 mg de altrenogest, VO, a cada 24
horas, até¢ os 70 ou 120 dias gestacionais. Em 2015, Botelho et al. também utilizaram o BE
como fonte exdgena de estrogeno em seus protocolos para comparar as taxas gestacionais entre
éguas ciclicas e aciclicas, como feito em varios trabalhos supracitados. O regime de tratamento
consistia em trés dias de aplicacao de BE, via IM, com doses consecutivas de 5, 3 e 2 mg,
comecando oito dias antes da TE. Cinco dias antes da TE foi feita a aplicacdo de 1500 mg de
progesterona de longa agao (P4LA), IM. Obtiveram como resultado maior taxa de prenhez em

receptoras aciclicas (73%) do que em ciclicas (43,3%). Outros estudos realizados utilizando o
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benzoato de estradiol como fonte de estrogeno em diferentes protocolos (dose, regime de
tratamento e fonte exdgena de P4) nos mostraram que, as maximas concentragdes de estradiol
foram atingidas 24hs ap6s a primeira dose de BE e atingiu edema maximo esperado (SILVA et
al., 2016; 2017; 2021).

O uso de 17 estradiol como fonte exdgena de estrogeno foi descrito no trabalho feito
por Oliveira Neto et al. (2018), que com o intuito de otimizar a sincronizagdo de doadoras com
receptoras em programas de TE, compararam os resultados da utilizagao do protocolo em éguas
em anestro, transi¢do de primavera ¢ em diferentes fases do ciclo estral, levando em
consideragdo o edema uterino e taxas de prenhez utilizando embrides refrigerados. Foram feitas
aplicacdes didrias consecutivas de 17f estradiol, durante 3 dias, nas doses de 10mg, 20mg e
10mg, respectivamente, via IM, e no dia seguinte a aplicacdo de 300mg de P4LA, via IM,
repetida no dia da transferéncia e mantida semanalmente nas éguas com prenhez confirmada,
estendendo-se até 120 dias de gestagdo. Observaram edema uterino e taxas de prenhez
satisfatorias (>65%) em quase todos os grupos experimentais. Segabinazzi et al. (2021)
utilizaram diferentes protocolos hormonais para comparar taxas de prenhez e morte
embriondria entre receptoras ciclicas e aciclicas. As éguas aciclicas receberam trés doses
consecutivas de 178 estradiol, 10mg, 20mg e 10mg e foram divididas em diferentes grupos:
grupo que apenas diferiam no regime de tratamento e tipo de progesterona usados. As éguas
do trabalho que confirmaram prenhez receberam 1500mg de P4LA semanalmente até o 120°
dia de gestacdo. Nao houve diferenca entre os grupos na taxa de prenhez e perda embriondria,

reafirmando o sucesso desses protocolos no preparo de receptoras aciclicas.

3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizadas 14 éguas mesticas, com a faixa etaria entre 5 e 15 anos e peso entre
350 a 450kg. As éguas foram mantidas em pastagem Tifton (Cynodon dactylon) com acesso a
agua e sal mineralizado. O experimento foi realizado entre julho e agosto de 2021 em um
haras situado em Uberlandia — Minas Gerais — Brasil. Todos os procedimentos envolvendo os
animais foram realizados de acordo com a aprovacio da Comissio de Etica na Utilizagdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (n © 003/21).

Todos os animais que foram utilizados estavam em anestro. Para participar do

experimento, cada égua foi avaliada com base em sua atividade ovariana e condic¢ao uterina.

Foram selecionadas aquelas que apresentarem auséncia de corpo luteo, de edema endometrial
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e foliculos ovarianos <20 mm, por pelo menos 21 dias consecutivos.

3.2 Tratamentos hormonais

Foram realizados 16 tratamentos sendo as 14 éguas divididas aleatoriamente em 3
grupos: BE (n=5), que recebeu benzoato de estradiol (Sincrodiol®, Ouro Fino, Brasil); CE
(n=5), em que foi administrado cipionato de estradiol (E.C.P®, Zoetis, Brasil); e 178 (n=6),
que recebeu 17 estradiol (17 Beta®, Botupharma, Brasil). Os animais dos grupos BE, CE e
17p foram tratados, durante 3 dias consecutivos, com as mesmas doses de 10, 6 ¢ 4 mg dos
respectivos tipos de estrogeno. Todos os hormonios foram administrados por via

intramuscular.

3.3 Colheita de sangue e dosagem de estradiol

As amostras de sangue foram obtidas por venopuncdo da veia jugular em tubos com
EDTA, coletadas diariamente, imediatamente antes da primeira aplicagdo hormonal (DO0)
estendendo-se até o desaparecimento do edema endometrial ou no méaximo 9 dias apos a
primeira aplicagdo. Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas (900 X g/10min) e o plasma
foi armazenado em freezer a -20°C até o momento da realizacdo da dosagem de estradiol
plasmatico, que foi feita através da técnica de radioimunoensaio. Foram utilizados kits
comerciais para determinar as concentragoes de 173- estradiol (Ultra-Sensitive Estradiol RIA
— Beckman Coulter, Prague 10, Republica Tcheca). A sensibilidade do ensaio foi de 0,48 pg/ml
e o coeficiente de variagdo foram 8,60% para controle alto e 10,72% para controle baixo. As
dosagens foram realizadas no laboratorio de endocrinologia da Universidade Estadual Julio de

Mesquita Filho (UNESP — Aragatuba), sob coordenagdo do Prof. Guilherme de Paula Nogueira.

3.4 Palpacoes retais e avaliacoes ultrassonograficas

Em todas as éguas foram realizadas palpacdes retais e avaliacdes ultrassonograficas
diariamente, comecando imediatamente antes do primeiro tratamento hormonal no DO e se
estendendo até o desparecimento do edema ou até no maximo 9 dias apds a primeira aplicagao
de estrégeno. Durante essas avaliagdes foram observados os dois ovarios, para monitoramento
do didmetro e crescimento folicular, bem como o Utero, para quantificacdo do edema uterino.

A intensidade do edema endometrial foi classificado em um escore de 0 a 4, com o acréscimo
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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.

3.5 Analise estatistica

Os dados de concentracao hormonal do 17- estradiol foram analisados por um modelo
linear geral de variancia com medidas repetidas. Os testes de Kruskal Wallis seguido pelo de
Mann Whitney foram utilizados para comparar o escore de edema endometrial entre os grupos.
O teste de correlagcdo de Spearman’s foi usado para analisar a correlagdo entre as concentragdes
de estradiol e o escore de edema endometrial. Considerou-se diferenca estatistica quando

p=<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Edema uterino

A mediana dos escores de edema endometrial dos trés grupos encontram-se na Figura
1. Os grupos BE e CE atingiram edema 3 um dia ap6s a primeira aplicagdo de estradiol. No
entanto, o grupo 17 apenas atingiu edema 3 dois dias apods a primeira aplicagao de estrogeno.
No grupo BE foi possivel observar o aumento do escore no D2, que se manteve em 3,5 até o
D4. O grupo CE manteve o escore em grau 3 por mais tempo que os grupos BE e 17f3, até o DS,
quando entdo houve uma diminui¢do gradativa, atingindo grau 1,5 no Ultimo dia de avaliagdo
ultrassonografica (D9). Nos grupos BE e 173 o edema comegou a diminuir em D4, sendo
classificados como grau 1 em ambos os grupos nos seus ultimos dias de avaliagdo.

Foi possivel observar diferenca estatistica entre os grupos 17 ¢ BE no D2, assim como
em D6 e D7 entre 1783 e CE e em D8 entre BE e CE. Nao houve diferenca estatistica em nenhum

dos outros dias comparados entre os diferentes grupos.

FIGURA 1 — Mediana dos escores de edema nos grupos BE, CE e 17.
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Representagdo grafica das medianas do escore de edema endometrial nos grupos BE, CE e 17f3. Cada
grupo recebeu as mesmas doses de 10mg, 6mg ¢ 4mg, de benzoato de estradiol, cipionato de estradiol
e 17P estradiol, nos dias D0, D1 ¢ D2, respectivamente O simbolo A representa diferenca estatistica
entre 17 ¢ BE; @ representa diferenga estatistica entre CE e 17 ¢ m representa diferenca entre CE ¢
BE.

Fonte: A autora.
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4.2 Concentracoes plasmaticas de estradiol

As médias das concentragdes plasmaticas de estradiol dos trés grupos encontram-se na
Figura 2. As concentragdes maximas de E2 foram observadas um dia apods a aplicacao de
estrogeno no grupo BE, que apresentou pico médio de 190 pg/ml, representando um aumento
de 4,5 vezes em relacdo a concentragdo inicial no DO. No grupo 17§, a média da concentragdo
maxima, também foi observada no D1 (44,99 pg/mL), o qual representou um aumento de 2,3
vezes em relacdo a DO0. J& no grupo CE, as concentragdes maximas foram observadas apenas
em D2, 48h apos a primeira aplicacdo de estrogeno, e as concentracdes aumentaram em 3,5
vezes entre DO e o dia do pico.

No grupo BE, ap6s o pico atingido, houve queda na concentragao plasmatica de E2 até
D3 (59,50 pg/ml), depois uma queda gradual de D3 a D9. Dentre os grupos, foi o que atingiu
menores valores a partir de D5. No grupo CE, a concentracdo comegou a diminuir em D4, e no
grupo 170 a concentragdo de estradiol ja comecou a decrescer de modo gradual desde D2.

Uma égua do grupo CE apresentou como resultados em DO concentragdes de estradiol
elevadas (197,61 pg/mL), seguindo de concentragdes mais baixas em D1 e D2. A égua
apresentava inatividade ovariana e auséncia de edema endometrial, caracteristicos de anestro.
Por ndo se saber se houve contaminagdo cruzada entre amostras, com medicamento durante a
colheita sanguinea naquele dia especifico, ou alguma troca durante a quantificagao hormonal, a
égua foi retirada das analises.

Observou-se diferenga (P < 0,0001) em DO e D1 quando BE foi comparado aos outros
grupos € em D2 entre os trés grupos tratados grupos. Com relacdo a diferencga entre um mesmo
grupo nos diferentes dias, foi possivel observa-la entre DO e D1 e DO e D2 no grupo BE e no
grupo CE em D2 e D3 comparado ao resto dos dias de tratamento (P < 0,0001). No grupo 173

nao se observou diferenga estatistica entre os diferentes dias de tratamento.
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FIGURA 2 — M¢édia das concentracdes plasmaticas de estradiol nos grupos BE, CE e 17p.
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Representagdo grafica das médias da concentragdo plasmatica de estradiol nos grupos BE, CE e 17.
Cada grupo recebeu trés aplicagdes em trés dias consecutivos de doses decrescentes (10mg, 6mg e 4mg)
de benzoato de estradiol, cipionato de estradiol e 17 estradiol, respectivamente. O simbolo V representa
diferenca estatistica entre BE e CE; * representa diferenca estatistica entre BE e 17 e x representa
diferenga entre CE e 17.

Fonte: A autora.

A correlagdo entre concentracdes plasmaticas de estradiol e escore de edema foi positiva nos
trés grupos. Nos grupos BE e CE, os coeficientes de correlacdo (r) foram considerados
moderados (BE: r=0,47, P <0,001; e CE: r= 0,45, P < 0,001) e no grupo 17f a correlagdo foi
considerada fraca (r = 0,39, P < 0,001). A comparacgdo entre o perfil da mediana do edema
endometrial e médias das concentragdes plasmaticas de estradiol nos trés grupos de tratamento,

BE, CE e 178 encontram-se na Figura 3.
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FIGURA 3 — Comparacao entre o perfil da mediana do edema endometrial ¢ médias das

concentragdes plasmaticas de estradiol nos grupos BE, CE e 17p.
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5 DISCUSSAO

O uso de receptoras aciclicas tem se mostrado cada vez mais necessario para a
otimizacdo dos programas de transferéncia de embrides em éguas, tendo em vista que a
disponibilidade de receptoras ciclicas ¢ limitada, principalmente no comeco da estacdo de
monta (SQUIRES et al., 1999). Para isso, ¢ imprescindivel a utilizagdo de protocolos hormonais
que consistem em aplicagdes de estrogeno e, posteriormente, de progesterona. No entanto,
apesar de inumeros estudos que comprovem a eficacia dos protocolos, ainda nao ha uma
completa investigacdo do comportamento do estradiol em éguas, e faltam dados que esclarecam
qual a melhor dose, tipo de horménio a ser utilizado e tempo de tratamento. No presente
trabalho, fez-se a avaliacao das concentra¢des plasmaticas de estradiol usando trés diferentes
tipos de estrogeno, sendo eles o benzoato de estradiol, o cipionato de estradiol e o 17f3 estradiol
e suas correlacdes com o edema endometrial.

Foi possivel observar que o grupo BE apresentou o pico de concentracdo plasmatica de
estradiol um dia apds a primeira dose de estrogeno (D1) e o grupo CE atingiu maior
concentracdo plasmatica dois dias apos (D2) e apresentou pico menos evidente em relacao ao
grupo BE. J4 o grupo 17 teve seu maior valor plasmatico de estradiol em D1, apresentando
aumento menos expressivo que os demais grupos.

Estudos prévios realizados com éguas aciclicas (SILVA et a., 2016, 2017, 2021) e com
bovinos (VYNCKIER et al., 1990) utilizando o benzoato de estradiol corroboram com 0s nossos
resultados, nos quais foi possivel observar comportamentos semelhantes em relacdo as suas
maximas concentracdes. Em relagdo aos outros dois grupos, o grupo BE foi o que atingiu maior
nivel plasmaticos de estradiol (P <0,0001) aumentando em 4,5 vezes o valor identificado antes
do inicio do tratamento e apresentou uma queda expressiva dois dias apos o pico.

Em um trabalho realizado por Vynckier et al. (1990), comparando concentragdes
plasmaticas de estradiol em vacas utilizando cipionato de estradiol e benzoato de estradiol,
ambos na dosagem de 10mg, observou-se que o grupo de animais que recebeu a dose de
cipionato ndo apresentou aumento expressivo como no grupo que recebeu o benzoato, e que o
pico foi atingido posteriormente. No presente estudo, a média da concentragdo plasmatica dos
animais do grupo CE também atingiu o maior valor em D2 e apresentou pico menos evidente
em relacdo ao grupo BE, o que reafirma os resultados do trabalho supracitado. Além disso, a
queda da concentracdo comegou a acontecer apenas em D4, enquanto nos outros grupos as

concentragdes ja comegaram a cair a partir de D2.
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Em todos os dias de tratamento, o grupo 17 mostrou menores valores de concentragao
de estrogeno em comparacao aos grupos BE e CE, demonstrando um aumento de apenas 2,3
vezes entre o inicio do tratamento e o dia de pico observado neste estudo. E possivel observar
também que diferente do BE e do CE, o grupo 17 ndo sofreu acentuada redugdo nas suas
concentragdes apos as 24hs. Pode ser que pelos diferentes tipos de veiculos utilizados em cada
um dos hormonios, o comportamento provocado pelo 17 estradiol tenha sido diferente dos
demais.

Embora todos os animais selecionados apresentassem edema escore 0 e foliculos < 20
mm nos dois ovarios por 21 dias consecutivos no inicio do tratamento, duas éguas do grupo BE
apresentaram concentracdes mais altas em D0, aumentando a média desse dia em relagdo aos
demais grupos (P < 0,0001). Além disso, uma égua do grupo CE e outra do grupo 17 também
mostraram valores de estradiol elevados em DO, divergindo dos valores encontrados nos outros
animais nesse mesmo dia. Uma das éguas do grupo BE mostrava-se com um escore de condi¢do
corporal consideravelmente abaixo do ideal. Sabe-se que os estrégenos se distribuem por todo
0 organismo e tem como caracteristica a deposi¢do em tecido adiposo (MAPLETOF, 2002). E
possivel que por apresentar pouco tecido adiposo para estocd-lo, os niveis de estrogeno
circulantes apresentaram-se maiores. As demais éguas que apresentaram essa alteracdo, por sua
vez, tinham em comum o fato de estarem com potros ao pé, € mesmo que com quase 9 meses,
nenhum deles havia sido desmamado. Sdo necessdrias novas investigacdes para verificar
possiveis interferéncias desses fatos sobre as concentragdes plasmaticas de estradiol.

Os estudos conduzidos em bovinos que evidenciam os tempos de meia-vida distintos
entre esses ésteres de estradiol nos revelam que o cipionato de estradiol possui maior tempo de
meia vida que o benzoato de estradiol, que por sua vez apresenta maior tempo de meia-vida que
o 17 estradiol (BURKE et al., 2000; LARSON; BALL, 1992; SALES et al., 2012). Com base
nisso, esperava-se que as concentragdes plasmaticas de estradiol no grupo CE permanecessem
altas por mais tempo em relagdo ao grupo BE, e que as de BE permanecessem altas por mais
tempo do que 17B. Os resultados do presente estudo nos mostraram que, a média da
concentragdo do grupo CE demorou cerca de nove dias para atingir valor proximo ao encontrado
no DO, e que o valor atingido no pico (81 pg/ml) demorou cerca de cinco dias (D7) para reduzir-
se proximo a sua metade (39 pg/ml); enquanto em BE demorou cerca de cinco dias para atingir
valor préximo a DO e o valor encontrado no pico (190,48 pg/ml) demorou cerca de dois dias
para mostrar um valor de concentragdo abaixo da metade (59,50 pg/ml). Pelo exposto, tais

resultados comprovam nossa hipétese inicial referente ao comportamento do BE e CE. Apesar
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disso, estatisticamente ndo houve diferenca nas concentragdes atingidas pelos dois grupos entre
D3 e D9, ndo sendo possivel afirmar que as concentracdes de cipionato realmente permanecem
por mais tempo altas em relacao ao BE.

Jano grupo 17B, em D8, a concentragdo ainda nao tinha atingido valor proximo de DO,
assim como a concentracao ainda ndo tinha atingido metade do maior valor encontrado indicado
nesse estudo (D1). Divergéncias foram observadas entre os animais utilizados dentro do grupo
178, em que trés das seis éguas que compunham o grupo apresentaram valores proximos a DO
entre 0 D6 e D8, e uma delas reduziu em metade o valor do pico trés dias apos atingi-lo. Apesar
de ser um hormoénio bastante utilizado na rotina reprodutiva equina, ainda ndo ha evidéncias
cientificas sobre seu comportamento na espécie. Para manter o padrao do trabalho, escolheu-se
utilizar a mesma dose com os diferentes tipos de hormodnios, portanto, ndo se seguiu a
recomendacao do fabricante em relagdo a dosagem do 17f estradiol (Botupharma). Em bovinos,
o perfil plasmatico de 17 estradiol em vacas ovariectomizadas ¢ descrito com um rapido
aumento e rapido decréscimo das concentragdes, comparado ao benzoato de estradiol e
cipionato de estradiol. No entanto, a maioria dos estudos realizam dosagens antes de 24hs apds
a aplicacao hormonal. Com isso, foi possivel perceber que, vacas tratadas com 17f estradiol
atingiram picos de estrogeno maiores do que as vacas tratadas com benzoato de estradiol (12hs
apos a aplicagdo). Nas 24hs apos aplicacdo as concentragdes ja se mostraram significativamente
menores € se mantiveram nas proximas 48hs em queda, de maneira gradual (MARTINEZ et al.,
2005). No presente trabalho ndo foi possivel observar esse pico descrito nos bovinos. Nao se
sabe se, assim como visto no trabalho supracitado, o 17 estradiol também provoque um pico
antes de 24hs em equinos e nao tenha sido possivel detecta-lo porque as colheitas sanguineas
para a dosagem hormonal comecaram a ser realizadas apos esse intervalo de tempo ou se o fato
de termos utilizado uma dosagem menor do que a indicada pelo fabricante ndo foi capaz de
induzir o pico esperado.

Em todos os grupos tratados o edema endometrial atingiu o escore 3. Numericamente, a
mediana do edema do grupo 17 mostrou-se mais baixa em relagdo aos outros dois grupos em
DI, ja que apenas atingiu grau 3 de edema em D2. Devido ao pequeno numero de animais
dispostos para a realizacao do trabalho simultaneamente, duas éguas que fizeram parte do grupo
BE e outras duas éguas que haviam sido utilizadas em outro experimento também recebendo
estrogeno foram selecionadas para compor o grupo 17, havendo um intervalo de 10 dias entre
o final do tratamento anterior e inicio do novo. Como todas apresentavam edema 0 apos os 10

dias, elas foram selecionadas para compor o grupo. Foi possivel observar que essas éguas nao



21

atingiram o grau de edema esperado em D1, sugerindo que o tratamento anterior pudesse
interferir na agdo do estrégeno a nivel uterino. As outras éguas que nao foram utilizadas
previamente atingiram grau de edema 3 em 24hs apds a primeira aplicagdo, sugerindo realmente
que a exposi¢ao ao estrogeno anteriormente possa ter interferido no grau de edema atingido.

O edema comecou a decrescer em D4 nos grupos BE e 173, dois dias ap6s a tltima dose
de estrogeno aplicada. Em D6 e D7 o edema foi significativamente maior em CE com relagdo
ao grupo 17B (P <0,05). Em CE, o edema comegou a decrescer apenas em D5, trés dias apds
a ultima dose de cipionato de estradiol, sendo que em D8 o edema em CE ainda se mostrava
maior em relagdo ao BE (P < 0,05). As concentracdes plasmaticas nesses dias ndo se mostram
com diferencas estatisticas e ¢ observado que a diminuicao das concentragdes de estrogeno ndo
acompanha a diminui¢do do edema uterino na mesma propor¢do, fendmeno este ja visto em
trabalhos anteriores (SILVA etal., 2016 € 2021), o que também justifica as correlagdes positivas
moderadas e fracas entre edema e concentragdo de estradiol. No ultimo dia de avalia¢do (DS),
duas éguas do grupo 17f ainda ndo haviam atingido graus de edema abaixo de 1. Nao foi
possivel continuar as avaliagdes até a auséncia de edema ou até 9 dias apds o inicio do
tratamento pela quantidade limitada de kits disponiveis para a dosagem hormonal.

O estudo apresentou algumas limitacdes, como o baixo numero de animais disponiveis
a serem utilizados, ndo sendo possivel aumentar o nimero de animais por grupo e incluir um
grupo controle recebendo apenas solug¢do salina. Além disso, as coletas de sangue foram
realizadas a cada 24hs, ndo sendo possivel concluir se a média da maior concentragdo

plasmatica atingida pelo grupo 17f aconteceu anteriormente.

6 CONCLUSAO

A concentragdo plasmatica de estradiol no grupo BE atingiu seu pico em D1 e foi
significativamente maior em relacdo aos outros dois grupos, contudo, apresentou queda
expressiva dois dias ap6s. No grupo CE, o pico foi atingido apenas em D2. O grupo 17 ndo
apresentou crescimento expressivo da concentracdo plasmatica de estradiol. As correlagdes
entre edema endometrial e concentragcdes plasmaticas foram positivas moderadas nos grupos

BE e CE e fraca no grupo 17p.
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