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RESUMO

O uso de receptoras aciclicas na execucao de programas de transferéncia de embrides ¢ uma
pratica crescente e de grande importancia, dadas as diferengas na ciclicidade reprodutiva de
doadoras e receptoras e interesse econdmico no desempenho atlético de potros nascidos
precocemente na estagdo de nascimentos. Diversos protocolos com duas ou mais aplicagdes de
estradiol antes da administragdo de progesterona tém sido descritos para preparagdo das
receptoras aciclicas. Ainda, o tempo de exposicdo do endométrio ao estradiol vem sendo
associado a melhores taxas de prenhez. Diante desses aspectos, e considerando estudos prévios
que descreveram o comportamento do cipionato de estradiol em éguas, o presente estudo teve
como objetivo avaliar edema e tonus uterinos de éguas aciclicas apds exposicao ao cipionato
de estradiol por trés ou seis dias antes da administracdo de progesterona de longa agdo. Para
isto, foram selecionados dois grupos de cinco éguas em anestro estacional, as quais receberam
a mesma dose de cipionato de estradiol, previamente a administracdo de progesterona, também
em doses iguais. As avaliagcdes foram realizadas através de palpacdes retais e exames
ultrassonograficos diarios. O grupo exposto por mais tempo ao estradiol demonstrou reducao
gradual do escore de edema antes da administragdo de progesterona, diferentemente do grupo
exposto por periodo menor. O tonus uterino ndo foi diferente entre os grupos. Assim, concluiu-
se que o grupo com exposicao mais prolongada exibiu um perfil de edema uterino préoximo do
observado em éguas ciclicas, embora a expressao do tonus ndo tenha sido alterada pela duragao

do dominio estrogénico.

Palavras-chave: equino; receptoras; protocolo; estrogeno; Utero; endométrio; progestagenos.



ABSTRACT

The use of acyclic recipient mares in the execution of embryo transfer programs is a growing
and greatly important practice, given the differences between donor and recipient mares
reproductive cyclicity and economic interest in the athletic performance of foals born early in
the foaling season. Several protocols using two or more estradiol applications prior to
progesterone administration have been described for preparing acyclic recipients. Furthermore,
the exposure time of the endometrium to estradiol has been being associated with better
pregnancy rates. In view of these aspects and considering previous studies that described the
behavior of estradiol cypionate in mares, the present study aimed to evaluate uterine edema and
tone of acyclic mares after exposure to estradiol cypionate for three or six days prior to long-
acting progesterone administration. For this, two groups of five mares in seasonal anestrous
were selected, which received the same dose of estradiol cypionate, prior to progesterone
administration, also in equal doses. Evaluations were performed by daily rectal palpations and
ultrasound examinations. The group exposed to estradiol for a longer period showed gradual
reduction in the edema score before progesterone administration, differently from the group
shorter exposed. Uterine tone was not different between the groups. Thus, it was concluded that
the group with longer exposure exhibited an uterine edema profile close to that observed in
cyclic mares, although the expression of tone was not altered by the duration of the estrogenic

domain.

Keywords: equine; recipients; protocol; estrogen; uterus; endometrium; progestins.
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1. INTRODUCAO

Uma ampla variedade de biotecnologias reprodutivas foi desenvolvida nas ultimas
décadas, mudando a abordagem reprodutiva frente a espécie equina (SQUIRES, 2020). Em
programas de transferéncia de embrides, a aplicagdo destas biotecnologias faz-se de suma
importancia, sobretudo ao levar em consideragdo diferencas no desempenho reprodutivo
observadas entre doadoras e receptoras, assim como o interesse inerente ao melhor desempenho
de potros que nascem precocemente na estacdo de nascimentos (ROCHA FILHO et al., 2004;

SILVA et al., 2016).

Diante desse contexto, o uso de receptoras aciclicas, ou seja, éguas que estejam em
anestro ou transi¢do, através de protocolos hormonais que visam mimetizar o ciclo estral
mostra-se como uma alternativa (LINO et al., 2022). Protocolos descritos para preparacao de
receptoras aciclicas, em que na maioria das vezes sdo aplicados duas a trés doses de estrogeno
(ROCHA FILHO et al., 2004; GRECO et al., 2012; OLIVEIRA NETO et al., 2018; SILVA et
al., 2021), buscam associar a administragdo de estradiol exdgeno e progestagenos, variando
sobretudo no tipo, dose e frequéncia de aplicagdes do estradiol exdgeno (SETOGUCHI et al.,
2023).

Considerando o perfil de estradiol nas éguas ciclicas, em que ha um aumento gradual na
concentracdo de estrogeno durante o estro e declinio dois dias antes da ovulacao (GINTHER,
1992), ¢ possivel que o uso do cipionato de estradiol em protocolos hormonais pensados para
preparagao de receptoras aciclicas seja mais adequado, visto que, por apresentar maior tempo
de meia-vida (VYNCKIER, 1990; MAPLETOFT et al., 2002; SALES et al., 2012), talvez esse

éster demande menor quantidade de aplicagdes.

Recentemente, Setoguchi et al. (2023) descreveram os efeitos gerados pela
administracdo, em trés aplicacdes, de diferentes tipos de estrogeno exogeno sobre a
concentragdo plasmatica de estradiol, e correlacionaram os resultados ao edema endometrial
demonstrado pelas éguas durante o tratamento. Os resultados obtidos mostraram que o grupo
tratado com cipionato de estradiol (EC) apresentou edema em tempo similar aos demais. Porém,
no grupo tratado com EC o edema permaneceu alto por mais tempo. Ainda, ressalta-se que o
pico de concentragdo plasmatica de estradiol no grupo EC foi obtido de dois a quatro dias apos
a primeira aplicacdo, e a reducdo foi gradual, enquanto no grupo tratado com benzoato de

estradiol o pico de concentracdo foi atingido um dia apds a primeira aplicagdo, seguido de



queda, e no grupo tratado com 17pB-estradiol tal pico nao foi observado (SETOGUCHI et al.,
2023).

Em receptoras ciclicas, sabe-se que estros mais longos, demarcados pela presenca de
edema endometrial, resultam em maiores taxas de prenhez (CUERVO-ARANGO et al., 2018).
No mesmo sentido, foi descrito, para receptoras aciclicas, que o uso de protocolos hormonais
baseados na exposi¢ao prolongada do endométrio ao estradiol resulta em maior expressdao do
gene P19, responsavel por promover a sintese da uterocalina (SILVA et al., 2019; SILVA et al.,
2021). Em funcao das caracteristicas dessa proteina (CROSSETT et al., 1998), ¢ aceito que a
presenca expressiva da uterocalina no limen uterino, tanto no momento da transferéncia de um
embrido, quanto no inicio do periodo gestacional, possa estar associada a melhores taxas de

prenhez e desenvolvimento embrionario (SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2021).

Frente ao exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o edema e tonus uterinos
em éguas aciclicas tratadas com cipionato de estradiol, na dose tinica de 20 mg, durante trés ou

seis dias antes da aplicacdo de progesterona de longa agdo (P4 LA), na dose de 1500 mg.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estacionalidade reprodutiva

Na espécie equina, a sintese de GnRH e, por consequéncia, das gonadotrofinas FSH e
LH ¢ influenciada negativamente pela melatonina secretada pela glandula pineal (GINTHER et
al., 2004; WILLIAMS et al., 2012). Como o estimulo & producdo de melatonina ocorre em
periodos escuros do dia, a ciclicidade reprodutiva de éguas ¢é, naturalmente, afetada pelas
variacoes na duracdo de periodos de claro e escuro ao longo das estacdes do ano e, por essa
razdo, sdo classificadas como poliéstricas estacionais (LINO et al., 2022; GINTHER et al.,

2004; WILLIAMS et al., 2012).

Durante o verdo, quando a duragdo da luminosidade diaria ¢ aumentada, ¢ observada
atividade folicular e multiplos ciclos estrais. Ja durante o inverno, quando as horas de luz por
dia s3o reduzidas, observa-se atividade folicular diminuida e auséncia de ovulagdes, o que
caracteriza o anestro estacional (GINTHER ef al. 2004; AURICH, 2011). Na transi¢do entre
verdo e outono, tal atividade encontra-se em redu¢do gradual, enquanto na transi¢ao de inverno
para primavera acontece o oposto, ou seja, a atividade folicular aumenta gradativamente

(FITZGERALD e MCMANUS, 2000; GINTHER et al. 2004; AURICH, 2011).

E importante ressaltar que a sazonalidade reprodutiva ¢ mais evidente quanto mais
distante da Linha do Equador (LINO et al., 2022), e que outros fatores como nutri¢do, condi¢do
corporal e satide geral também podem causar variagdes na ciclicidade reprodutiva de fémeas

equinas (GINTHER et al., 2004; AURICH, 2011; ARAUJO e OLIVEIRA, 2018).

2.2 Ciclo Estral

O ciclo estral de éguas compreende o intervalo entre duas ovulagdes consecutivas,
podendo ser dividido em fase folicular ou estrogénica, durante a qual o hormoénio dominante é
o estrégeno, e fase luteal ou progesteronica, durante a qual o hormdénio dominante ¢ a
progesterona (LINO et al., 2022). A primeira, também conhecida como estro, dura de 5 a 7 dias
e ¢ demarcada por alteragdes tanto no trato reprodutivo das éguas, quanto por alteragdes
comportamentais. A segunda, chamada também de diestro, apresenta mudancas caracteristicas

do trato reprodutivo e sua duragdo varia entre 14 e 15 dias. O ciclo estral como um todo pode
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durar de 19 a 25 dias, sendo 21 dias a média observada (GINTHER et al., 2004; CROWELL-
DAVIS, 2007; AURICH, 2011).

O controle fisiologico do ciclo estral e suas fases se da pelo eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal (AURICH, 2011; WILLIAMS et al., 2012). Cé¢lulas neuronais do hipotdlamo sdo
responsaveis pela produgdo e secre¢do do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que
atua diretamente sobre a adenohipofise, fazendo com que suas células sintetizem e secretem
FSH - hormonio foliculo estimulante - e LH - hormdnio luteinizante. Estas gonadotrofinas, uma
vez na circulagdo, irdo agir sobre as gonadas estimulando a liberacao dos hormdnios esteroides
(estrogeno e progesterona), além de regularem a secre¢do do GnRH através do mecanismo de
feedback negativo. O padrdo de secre¢do dos esteroides gonadais ¢ responsavel pela
determinagdo das fases do ciclo estral na égua e levam as caracteristicas observadas em cada

uma delas (GINTHER, et al., 2005; CROWELL-DAVIS, 2007; AURICH, 2011).

No estro, as células da granulosa respondem ao estimulo do FSH produzindo e liberando
estrogeno. Apods a ovulagdo do foliculo dominante, por acdo do LH, as células da granulosa
remanescentes sofrem luteinizacdo e passam, por acdo da mesma gonadotrofina, a secretar

progesterona, cujo dominio caracteriza o diestro (AURICH, 2011).

2.3 Relevancia de receptoras em programas de transferéncia de embrides

A transferéncia de embrides (TE) em equinos foi primeiramente reportada em meados
da década de 1970. Hoje, encontra-se bem estabelecida como biotecnologia de reproducao
assistida para a espécie, sendo Brasil e Argentina lideres mundiais no uso desta. A aplicabilidade
da TE baseia-se na disponibilidade, bom monitoramento e preparo de receptoras para a
implantacdo do embrido, manuten¢do da gestagdo e boa habilidade materna por parte da

receptora (HINRICHS, 2018; SQUIRES, 2020).

Dentre as justificativas para uso desta biotécnica, destacam-se a obtencdo de potros
provenientes de doadoras de alto valor zootécnico, que tenham idade avangada, apresentem
problemas reprodutivos, ou mesmo cuja gestacdo seja inconveniente ao proprietdrio pela
participacdo em competicoes. Ademais, a TE possibilita a geragdo de mais de um potro por
doadora por ano, muitas vezes utilizando sémen de diferentes garanhdes (HINRICHS, 2018;

SQUIRES, 2020).
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2.3.1 Receptoras aciclicas

Sdo consideradas aciclicas éguas que estejam em anestro, ou seja, que apresentem
foliculos de, no maximo, 20 mm de didmetro, auséncia de corpo liteo e concentragdo sérica de
progesterona abaixo de 1 ng/ml por, no minimo, 21 dias consecutivos. Eguas em transi¢do
também se caracterizam por auséncia de corpo luteo e concentracdo de progesterona abaixo de
1 ng/ml, porém o didmetro dos foliculos ovarianos varia entre 20-30 mm nesta fase (SILVA et

al., 2017).

O uso de protocolos hormonais para preparagao de receptoras aciclicas em programas
de transferéncia de embrides faz-se importante devido a aspectos como a precocidade do ciclo
das doadoras em periodos de transicao, reflexo do melhor manejo e melhor condigao nutricional
recebidos, resultando na escassez de receptoras ciclicas (SILVA et al., 2016; LINO et al., 2022),
além do grande interesse no melhor desempenho atlético de potros nascidos no inicio da estagao

de nascimentos (ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2016).

Inicialmente, os protocolos propostos para a preparagao de receptoras aciclicas
baseavam-se apenas na administragdo de progestagenos (P4 ou altrenogest), como os descritos
por Hinrichs ef al. (1986), Hinrichs e Kenney (1987) e Carnevale ef al. (2000). Contudo, Silva
et al. (2017), baseados em estudos prévios, demonstraram que a aplicagdo de estradiol seguida
da aplicagdo de P4 em éguas aciclicas resulta em condi¢des uterinas muito semelhantes as
observadas em éguas ciclicas, no que diz respeito a tonus e edema uterino, concentragdes de E2
e expressao génica de receptores de E2 (ERa e ERB) e P4 (PR). Concluiu-se, portanto, que este
modelo de protocolo seria 0 mais viavel, por apresentar menor custo e demandar menos manejo

(LINO et al., 2022).

Rocha Filho et al. (2004) avaliaram a taxa de prenhez apresentada por receptoras
aciclicas tratadas com 10 mg de cipionato de estradiol por dois dias consecutivos, seguido do
uso de progesterona de longa (1500 mg) ou curta acdo (200 ou 400 mg). Os resultados obtidos
foram semelhantes entre os grupos tratados e o grupo controle de receptoras ciclicas, entretanto,
o uso de P4 LA pode ser mais interessante por demandar menor numero de aplicagdes,
facilitando o manejo das receptoras e reduzindo o estresse causado as mesmas. Greco et al.
(2012) descreveram a utilizagdo de doses decrescentes de cipionato de estradiol (10 mg, 6 mg

e 4 mg), seguidas da aplicacdo de P4 LA, e avaliaram as taxas de prenhez apés a transferéncia
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de embrido em comparagao a receptoras ciclicas. Os resultados obtidos sugeriram maior taxa
de prenhez para receptoras aciclicas, contudo, isso foi atribuido pelos autores como reflexo do
maior numero de receptoras aciclicas utilizadas no estudo em comparagao as ciclicas, ja que

estudos anteriores obtiveram taxas iguais ou menores.

Silva et al. (2021) testaram a expressao do gene P19 (uterocalina) apds protocolos de
estro longo, sendo um dos grupos tratado com cinco aplica¢des de benzoato de estradiol (BE),
consecutivas e em doses crescentes (0,5 mg; 1,0 mg; 1,5 mg; 2,0 mg; 3,0 mg), antes da aplicagdo
de 1500 mg de progesterona longa agao (P4 LA), e outro grupo tratado com duas aplicagdes de
BE (3,0 mg; 5,0 mg), com intervalo de 72 horas entre as elas, previamente a aplicacdao de 1500
mg de P4 LA. Tais protocolos mostraram-se semelhantes quanto a expressao do gene avaliado,
sendo possivelmente adequados para o preparo de receptoras aciclicas em programas de
transferéncia de embrides. Apesar de semelhantes, o protocolo com menor nimero de

aplicagdes pode ser mais praticavel para utilizacdo a campo (LINO et al., 2022).

2.3.2 Tempo de exposiciao ao estrogeno e taxas de prenhez

Em estudo preliminar, conduzido com receptoras ciclicas, Cuervo-Arango et al. (2018)
concluiram que periodos de estro mais longos, demarcados pela presenca de edema uterino,
aumentam a possibilidade de estabelecimento de prenhez apds transferéncia de embrido.
Baseados nesses resultados, Silva et al. (2019) buscaram avaliar, em grupos de éguas aciclicas
e apos diferentes tempos de exposi¢do ao benzoato de estradiol, a expressdo de genes que
melhoram a sobrevivéncia e desenvolvimento embriondrio. A expressdo do gene P19, que
codifica a proteina uterocalina, foi maior no grupo cuja exposi¢cdo ao estradiol exdgeno teve
maior duracao (SILVA et al., 2019), corroborando com os resultados de Cuervo-Arango ef al.

(2018).

A uterocalina ¢ produzida e secretada pelas glandulas endometriais durante o diestro e
gestacdo recente e ¢ responsavel pelo transporte de moléculas lipofilicas do limen uterino
através da capsula embrionaria (CROSSETT, et al., 1998). Por conseguinte, acredita-se que a
maior expressdo do gene P19, e maior sintese da uterocalina, estejam associadas a melhor
receptividade do endométrio ao embrido, visto que, possivelmente, apresente efeitos positivos

ao metabolismo e nutricdo do mesmo (SILVA et al., 2019).
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2.4 Cipionato de estradiol

2.4.1 Estrutura molecular

Os estrogenos compreendem um grupo molecular de esteroides compostos por 18
atomos de carbono, dentre os quais encontra-se um anel fenoélico A e um anel fendlico D. O
primeiro ¢ responsavel pela ligacdo e confere as moléculas seletividade em seus receptores
(VYNCKIER, 1990; MAPLETOFT et al, 2002). Por suas caracteristicas lipofilicas, os
estrogenos possuem a caracteristica de se depositar em tecido adiposo. Estes esteroides
possuem metabolizagdo hepatica, e sua excregao se da através da bile e da urina (MAPLETOFT

et al., 2002).

Os chamados ésteres de estradiol sdo formados a partir da esterificacdo do grupo 17f3-
hidroxil da molécula de 17B-estradiol, sendo o cipionato de estradiol resultado da esterificagao
deste com o acido ciclopentano propionico (SALES et al., 2012). Esse ultimo apresenta efeito
prolongado quando comparado ao benzoato de estradiol e ao 173-estradiol (MAPLETOFT et
al., 2002; SALES et al,, 2012). O processo de esterificagdo aumenta o tempo de meia-vida das
moléculas, visto que adquirem resisténcia ao metabolismo. Tal fato se deve ao tamanho
molecular, presenca de ané€is aromaticos e simetria das ligagdes, que alteram a polaridade da

cadeia (MAPLETOFT et al., 2002; CREPALDI, 2009).

2.4.2 Comportamento em éguas

O comportamento do cipionato de estradiol (EC), assim como do benzoato de estradiol
(BE) e do 17B-estradiol (17f), administrados a receptoras aciclicas em doses consecutivas de
10 mg, 6 mg e 4 mg foram avaliados por Setoguchi et al. (2023). Os resultados obtidos
mostraram que o pico de concentragao plasmatica no grupo cipionato de estradiol foi observado
e mantido de dois a quatro dias ap6s a administragao da primeira dose e fora menos evidente
que o observado pela administragdo de benzoato de estradiol, que ocorreu no primeiro dia pos
exposi¢do seguido de queda. No grupo tratado com 17f-estradiol tal pico ndo foi observado.
Observou-se, portanto, que a concentracdo plasmatica do cipionato de estradiol reduziu de

maneira menos expressiva se comparada a redugdo da concentragdo plasmatica do benzoato de
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estradiol, embora as concentragdes tenham sido estatisticamente indiferentes entre trés e nove

dias apds a primeira aplicagao.

Nos grupos EC e BE houve correlagdo positiva moderada entre a concentragao
plasmatica de estradiol e o edema endometrial, ao passo que no grupo 17, tal correlagao foi
positiva fraca. Um dia ap6s a administragdo de cipionato de estradiol, o edema atingiu escore
3, considerado alto. O mesmo aconteceu grupo tratado com benzoato de estradiol, ao passo que
no grupo tratado com 17f-estradiol, o edema 3 foi observado somente dois dias apds a primeira
aplicacdo. O edema apresentado pelo grupo cipionato de estradiol persistiu até cinco dias apds
a primeira aplica¢do, diferente dos outros grupos, em que houve diminuicao ja a partir do quarto

dia de exposi¢do (SETOGUCHI et al., 2023).

Levando em consideragao estudos anteriores, conduzidos com bovinos, o
comportamento da curva de concentragcdo plasmatica e expressdo do edema endometrial em
¢guas, exibidos ap6s o uso do cipionato de estradiol, provavelmente seja explicado pelas
diferencas farmacocinéticas entre os €steres de estradiol. Isso pois, o cipionato de estradiol
apresenta menor solubilidade em dgua e maior resisténcia ao metabolismo. Consequentemente,
observa-se um maior tempo de atividade biologica (MAPLETOFT et al., 2002; CREPALDI,
2009; SALES et al., 2012).

2.5 Ultrassonografia na quantificacio de edema em éguas

O uso de avaliagdes ultrassonograficas na rotina de reprodugdo equina tem levado ao
desenvolvimento de novas linhas de pesquisa. Além disso, se tornou uma ferramenta de grande
relevancia ao diagnostico clinico e a obten¢do de melhores indices reprodutivos na espécie

(ORTEGA-FERRUSOLA et al., 2022).

Sabe-se que, durante o ciclo estral, utero, vagina e endométrio sofrem alteracdes
decorrentes das variagdes no perfil hormonal (AURICH, 2011). No estro, ¢ possivel visualizar
as dobras endometriais de maneira evidente, enquanto no diestro tais dobras sdo indistinguiveis
pela avaliagdo ultrassonografica, considerando que o nivel de progesterona circulante esteja
adequado (GINTHER e PIERSON, 1984). Segundo Aurich (2011), o edema endometrial
durante o estro pode ser facilmente detectado pela ultrassonografia transretal, uma vez que ¢
possivel individualizar as dobras endometriais. Por outro lado, quando no diestro, a ecotextura

uterina deve apresentar-se homogénea, com auséncia de edema endometrial (AURICH, 2011),
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visto que os efeitos da progesterona no endométrio sao opostos aos do estrogeno (ALONSO et

al., 2008).
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram selecionadas 10 éguas mestigas, em anestro estacional, com faixa etaria entre 3
e 8 anos e peso entre 350 kg e 450 kg. Os animais foram mantidos no Setor de Equideos da
Universidade Federal de Uberlandia — Fazenda Experimental do Campus Gléria — em pastagem

de capim tifton (Cynodon dactylon) e com acesso a agua e sal mineralizado ad libtum.

A fim de serem inclusas no experimento, cada égua fora avaliada com base em sua
atividade ovariana e condi¢do uterina. Selecionou-se apenas éguas em anestro estacional, ou
seja, aquelas que apresentaram auséncia de corpo lateo, de edema endometrial e presenca de

foliculos ovarianos < 20 mm por, pelo menos, 21 dias.

O projeto foi submetido 8 CEUA (Comissédo de Etica no Uso de Animais) e aprovado

pela mesma, sob o protocolo nimero 23117.036108/2023-23.

3.2 Tratamentos

As éguas selecionadas foram divididas aleatoriamente em dois grupos: Estro Longo -
EL (n=5), as quais receberam dose unica de 20 mg de cipionato de estradiol (E.C.P.®, Zoetis)
seis dias antes da administracdo de 1500 mg de progesterona de longa ag¢do (P4 300®,
Botupharma); e Estro Curto - EC (n=5), as quais receberam 20 mg de ECP trés dias antes da
aplicacdo de 1500 mg de P4 LA.

R R
N A
- =
EL 20 mg ECP 1500 mg P4 LA )
N ~
’ o
EC ! =
20 mg ECP 1500 mg P4 LA
D-6 D-3 Do D5

Figura 1: Esquema de delineamento experimental adotado. Fonte: proprio autor.
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3.3 Avaliacao de edema e tonus uterino

Os animais foram avaliados por ultrassonografia transretal para avaliagdo do
crescimento folicular e quantificagdo do edema uterino, numa escala de 0 a 4 e com variagdes
de 0,5 a depender da intensidade. O critério adotado fora o mesmo utilizado por Setoguchi et
al. (2023): 0 = auséncia de edema; 1 = edema discreto; 2 = edema moderado; 3 = edema alto; e
4 = edema exacerbado. O tonus uterino foi avaliado, através de palpacdes retais, numa escala
de 0 a 3, na qual 0 representa auséncia de tonus e 3 representa tonus intenso (ARISTIZABAL
et al., 2017). Tais avaliagdes foram conduzidas diariamente desde o dia da administracdo do
cipionato de estradiol, até 5 dias apds aplicacdo da P4 LA, em ambos os grupos de tratamento.

Todas as avaliacdes foram realizadas pelo mesmo avaliador, autor deste trabalho.

3.4 Analise Estatistica

O teste de Kruskal Wallis seguido pelo teste de Dunn foram utilizados para comparar o
escore de edema endometrial e tonus uterino entre os dias em cada grupo e entre os grupos dia
a dia. Foi considerada diferenga estatistica nas analises em que p<0,05. O programa estatistico

utilizado fora o Programa R®, software livre para computacgdo estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 Edema endometrial

ApoOs o tratamento com 20 mg de cipionato de estradiol, observou-se, no grupo Estro
Longo (n=5), aumento do edema uterino, que teve seu apice em D-4, seguido de gradual
reducdo. Houve diferenca significativa de D-4 em relacdo aos dias D-5, D-2, D-1 e DO0. Os dias
D1 a D5 foram iguais entre si e diferentes dos demais dias de avaliagdo. Embora o valor maximo
de mediana de edema endometrial tenha sido observado em D-4, nao houve diferenca estatistica
significativa entre este ¢ D-3. J4 em D-6, dia de aplicagdo do ECP, os valores de edema foram
minimos, com diferenca significativa entre este dia e os demais dias do protocolo. Os dados de
edema endometrial do grupo EL estdo dispostos na figura 2.

Assim como no grupo EL, observou-se aumento de edema endometrial j4 no primeiro
dia apds o tratamento com 20 mg de ECP no grupo Estro Curto (n=5). Tal pico manteve-se até
DO, a partir do qual nota-se redu¢do do edema. Os dias D-2, D-1 e DO foram superiores e
estatisticamente diferentes dos demais dias de tratamento. DI a D4 foram iguais
estatisticamente, porém diferiram de D5 e D-3. Este ultimo, por sua vez, foi quando se
observaram os menores valores de edema e, portanto, mostrou-se estatisticamente diferente de
todos os demais dias em que houve avaliacdo. Os dados de edema endometrial do grupo EC
estdo também dispostos na figura 2.

Ao comparar estatisticamente os dados de edema endometrial de D-3 a D5 entre os
grupos de tratamento, foi possivel determinar que houve diferenga significativa entre os grupos

nos dias D-3 e D-1 (Figura 2).
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Figura 2: Grafico de curvas de edema para os grupos EL (Estro Longo) e EC (Estro Curto), elaborado a

partir das medianas e quartis superiores ¢ inferiores, obtidos para cada dia de tratamento. As diferentes letras
minusculas atribuidas indicam diferenga estatistica (p<0,05) entre os dias de tratamento do grupo EL. Da mesma
forma, as diferentes letras maiusculas atribuidas indicam diferenga significativa (p<0,05) entre os dias de

tratamento do grupo EC. Os dias circulados sdo aqueles em que houve diferenga estatistica significativa (p<0,05)
entre os grupos de tratamento. Foram realizados o Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Dunn. Fonte:

proprio autor.
4.2 Tonus Uterino

O escore de tonus, no grupo Estro Longo, apos a administragdo de 1500 mg de
progesterona de longa a¢do (P4 300®, Botupharma), manteve mediana 1,5 de D1 a D3. Em D4,
a mediana observada foi 2. Contudo, observou-se reduc¢do desse parametro ja em D5, como

demonstrado pelo grafico da figura 3. Nao houve diferencas estatisticas significativas (p<0,05)

entre os dias de avaliacao do tonus no grupo Estro Longo.
No grupo Estro Curto, apos a administragao de 1500 mg de progesterona de longa agao

(P4 300®, Botupharma), realizada em D0, a mediana dos escores de tonus atingiu valor 2 em
D3, mantendo-se 1,5 em todos os demais dias avaliados. O gréfico da figura 3 demonstra esta

curva obtida a partir das medianas de tonus. Assim como no grupo EL, ndo foi observada

diferenca estatistica entre os dias de tratamento.
Ao se realizar a comparagdo dos escores de tonus entre os grupos EL e EC, foi possivel

constatar que ndo houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo Teste de Kruskal-

Wallis, seguido do Teste de Dunn, entre os grupos em nenhum dos dias em que foram realizadas

as avaliagoes (Figura 3).
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Figura 3: Grafico de curvas das medianas (e quartis superiores ¢ inferiores) dos escores de tonus dos
grupos Estro Longo (EL) e Estro Curto (EC), obtidos para cada dia de tratamento, apds a administragdo de 1500
mg de P4 LA (P4 300®, Botupharma). Nao houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os dias em
cada grupo, nem entre os grupos comparados dia a dia. Para tal, realizou-se o Teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo Teste de Dunn. Fonte: proprio autor.
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5. DISCUSSAO

Em sintese, os resultados previamente apresentados neste trabalho mostram que ndo
houve diferenca entre os tonus dos grupos, tratados com a mesma dose de P4 LA, que haviam
sido previamente expostos ao cipionato de estradiol por diferentes periodos. Em ambos os
grupos, o edema demonstrou aumento significativo 24 horas apos a primeira aplicagdo,
mantendo-se elevado (escore maior ou igual a 2) até¢ o dia de administragcdo da progesterona.
No caso do grupo Estro Longo (EL), observou-se gradual redugdo dos escores de edema antes
da aplicagao de progesterona. De forma distinta, tal redugao nao foi observada no grupo Estro
Curto (EC).

Segundo Setoguchi et al. (2023), que administraram o total de 20 mg de cipionato de
estradiol em trés doses decrescentes (10 mg, 6 mg e 4 mg), o edema endometrial teve aumento
nas 24 horas seguintes a primeira aplicagdo e permaneceu com escore acima de 2, considerado
alto, até o sétimo dia de avaliagdo. Constatou-se, ainda, nesse modelo experimental, que o pico
da concentracdo plasmatica de estradiol frente a administracdo de ECP ocorreu 48 horas apos
a primeira aplicacao. Tal concentracdo manteve-se alta até o quarto dia de analises, exibindo,
embora com magnitude moderada, correlacdo positiva em relacdo a expressdo de edema
endometrial neste grupo. Esses resultados corroboram com os escores obtidos no presente
trabalho, ja que em ambos os grupos houve aumento do edema endometrial desde o primeiro
dia pds aplicagao do cipionato de estradiol, mantendo escore igual ou superior a 2 até o dia de
administracdo da progesterona exodgena. No grupo EL deste trabalho, o aumento no escore de
edema fora estatisticamente diferente nas avaliagdes 24 e 48 horas ap0s a aplicacdo, enquanto
no grupo EC, o aumento foi considerado igual no mesmo intervalo de observacdo. Acredita-se
que tal fato se deva ao n amostral limitado e ao modelo adotado para padronizagao dos dados.

Em estudo anterior, Pelehach et al. (2002), avaliaram e inferiram a possivel participagao
da progesterona na dissipa¢do do edema uterino em éguas. A partir dos resultados, concluiu-se
que a administragdo de estradiol exdgeno leva a expressao de edema endometrial caracteristico
de estro, enquanto a administracdo conjunta de estradiol e progesterona exdgenos também
culmina com aumento de edema, porém, exibindo escores mais baixos (PELEHACH et al.,
2002). Considerando estes resultados, e dada a disposi¢ao temporal dos eventos observados
neste trabalho, ¢ plausivel admitir que a reducao do edema endometrial a partir de D1 deveu-se
a aplicag¢do de P4 LA em DO.

Noutro experimento utilizando éguas ciclicas, conduzido como parte do mesmo estudo,

Pelehach et al. (2002), concluiram que o pico de edema ocorreu quatro dias antes da ovulacao,
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e que mostrou perfil similar em éguas prenhes e nao prenhes até quatorze dias ap0s a liberagao
do oocito. Passado esse periodo, as éguas ndo prenhes demonstraram aumento de edema
uterino, associado a aumento da concentra¢do plasmatica de estradiol. Ja as éguas prenhes
mantiveram-se com edema uterino abaixo do escore 1,5, apesar da alta concentra¢do de
estrogeno intraluminal caracteristica (PELEHACH et al., 2002). Estes achados permitem
sugerir que o protocolo proposto para o grupo Estro Longo (EL), neste trabalho, promoveu
comportamento uterino similar aquele demonstrado por éguas em ciclicidade.

Com relagdo as observagdes de tonus, embora Hayes e Ginther (1986) afirmem que a
administracao de estradiol isolada ndo ¢ capaz de promover aumento do tonus uterino, notou-
se neste estudo diferenca entre o tonus uterino de éguas em anestro em relacdo ao tonus
posterior a administracdo do cipionato de estradiol. Ainda, confirmou-se que a progesterona,
isoladamente, causa a expressao de tonus caracteristica de diestro (BERG; GINTHER, 1978;
HAYES; GINTHER, 1986). Segundo Hayes e Ginther (1986), a maxima expressdo de tonus
uterino, caracteristica de uteros gravidicos, poderia ser obtida pela administracdo prévia de
progesterona, seguida por uma baixa dose de estradiol e continuidade no tratamento com o
progestageno. Sendo assim, € como ndo houve novas administracdes de estradiol, ou
continuacao do tratamento com P4 LA, a expectativa do trabalho fora detectar tonus uterino
analogo ao de éguas em diestro, comparando-os entre 0s grupos.

Um estudo prévio do mesmo grupo de pesquisas envolvido neste projeto, também
concluiu que ndo houve diferenca entre os escores de tonus apds diferentes tempos de exposi¢ao
ao estradiol exdgeno. Em dois grupos utilizou-se benzoato de estradiol seguido de P4 LA,
enquanto em outros dois utilizou-se 170 estradiol seguido de implante intravaginal de
progesterona. A diferenca mais demarcada foi o edema endometrial de maior escore exibido
pelos grupos que utilizaram implante de progesterona, em relagdo aos que receberam o
horménio injetavel (SIQUEIRA et al., 2023).

Em concordancia com este trabalho, Oquendo Junior (2021), que também dispunha de
grupos de tratamento intitulados Estro Longo (EL) e Estro Curto (EC), além de um grupo sem
estro (SE), ao qual nao foi fornecido estradiol previamente a aplicacdo da progesterona,
demonstrou que ndo houve diferenca estatistica de tonus entre os dois primeiros grupos, durante
os dias de avaliacdo. Contudo, ambos diferiram do grupo SE, com valores de tonus
estatisticamente superiores. Diante disso, esperava-se obter, no presente experimento, valores
de tonus superiores aos que foram observados. Os referidos valores atingiram mediana 2 em
apenas um dos cinco dias de avaliacdo, para ambos os grupos. Possivelmente, isso tenha sido

uma consequéncia das caracteristicas da progesterona de longa acao utilizada, do baixo nimero
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de animais avaliados, possibilitando que variagdes individuais interferissem nos resultados, da

experiéncia do avaliador ou, ainda, de uma combinagao destes fatores.
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6. CONCLUSAO

Embora a expressao do tonus tenha sido menor que a esperada, ndo se obteve diferenca
estatistica deste pardmetro entre os grupos de tratamento propostos. Ja no que diz respeito ao
edema endometrial, o comportamento das curvas obtidas ficou dentro das expectativas, sendo
o perfil do grupo Estro Longo (EL) o que mais se aproximou do fisioldgico descrito para éguas
ciclicas. O fato de utilizar uma Unica aplicagdo de estradiol, diferencial deste trabalho, busca
refinar e tornar cada vez mais facilmente exequiveis os protocolos para preparo de receptoras
aciclicas. Todavia, as avaliacoes de edema endometrial e tonus uterino, isoladamente, nao sao
suficientes para afirmar que este protocolo seja aplicavel e eficiente. Portanto, faz-se necessario
que mais estudos acerca deste modelo sejam conduzidos, inicialmente, visando mensurar as
taxas de implantagdo e desenvolvimento embriondrio e a expressdo gé€nica associada a

receptividade do utero ao embrido.
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