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RESUMO 

Correlação positiva entre a duração do estro e a taxa de prenhez foi demonstrada em éguas 

receptoras de embriões cíclicas e, a nível molecular, foi relatada maior expressão 

endometrial da uterocalina (P19) e menor do fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF-2) 

após o tratamento com progesterona (P4) em éguas submetidas previamente a um longo 

tratamento com estradiol. Porém, ainda é incerto se, associado aos efeitos dos diferentes 

tratamentos hormonais sobre o endométrio, a presença ou ausência de um embrião no útero 

também afetaria a expressão de genes possivelmente envolvidos com a interação 

útero/concepto.  Dessa forma, objetivou-se nesse estudo, avaliar a expressão endometrial 

dos genes P19, FGF-2, fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), receptor de 

fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGFR-1), receptor de estrógeno α (ESR1) e 

receptor de progesterona (PGR) em 23 éguas receptoras em anestro submetidas a três 

protocolos hormonais com diferentes períodos de exposição ao estrógeno (Estro Longo, 7 

dias no total de 8mg; Estro Curto, 2 dias na dose única de 2,5mg) ou ausência deste (Sem 

Estro), previa à administração da P4 de longa ação (P4 LA; dia 0). 28 embriões foram 

transferidos quatro dias após administração da P4 LA, sendo 7 para receptoras do grupo EL, 

8 para o EC e 13 para o SE. Após 48h, ou seja, no dia 6, foi realizada a tentativa de 

recuperação embrionária, juntamente com a coleta de biópsias uterinas, independentemente 

de ter ou não recuperado o embrião. A avaliação da expressão dos genes foi realizada 

através de RT-qPCR. Os genes P19 e IGF-1 tiveram, respectivamente, 1,4 e 2,9 vezes maior 

expressão no grupo Estro Longo quando comparado ao grupo Sem Estro (P<0,05) e, para 

os genes FGF-2, IGFR-1 e PGR foi observada menor expressão (pelo menos 2,9, 1,5 e 2,3 

vezes respectivamente) nos grupos que receberam estrógeno versus o grupo que não recebeu 

(P<0,05). Com relação a tentativa de recuperação embrionária no D6, independente da 

presença ou ausência de embrião no lavado, não houve diferença (P<0,05) na expressão 

gênica entre grupos. Como conclusão, a exposição do útero ao estrógeno previamente a 

elevação da progesterona, com a presença ou ausência do embrião, parece proporcionar um 

melhor ambiente uterino, em termos do padrão de expressão dos genes P19, FGF-2, IGF-1 

e PGR, para a sobrevivência inicial e possivelmente desenvolvimento do concepto equino. 

 

Palavras-chave: estrógeno; éguas acíclicas; expressão gênica; embrião; endométrio. 

 

 



ABSTRACT 

 

Positive correlation between estrus duration and subsequent pregnancy rate has already 

been demonstrated in cyclic recipient mares, and at the molecular level, higher endometrial 

expression of uterocalin (P19) and lower expression of fibroblast growth factor 2 (FGF-2) 

have been reported after progesterone (P4) treatment in mares previously subjected to long 

period of estradiol treatment. However, it is still unclear whether, associated with the 

different effects of hormonal treatments on the endometrium, if the presence or absence of 

an embryo in the uterus, would also affect the expression of genes that are possibly involved 

in uterine/conceptus interaction. Therefore, the objective of this study was to evaluate the 

endometrial expression of genes P19, FGF-2, insulin-like growth factor 1 (IGF-1), insulin-

like growth factor 1 receptor (IGFR-1), estrogen receptor α (ESR1), and progesterone 

receptor (PGR) in 23 anestrous recipient mares subjected to three hormonal protocols with 

different periods of exposure to estrogen (Long Estrus, 7 days in a total of 8mg; Short 

Estrus, 2 days with a unique dose of 2,5mg) or absence of estrogen (No Estrus), prior to 

administration of long-acting P4 (P4 LA; day 0). 28 embryos were transferred four days 

after administration of P4 LA, with 7 been to the LE group, 8 for the SE and 13 to the NE 

group. After 48 hours, with means on day 6, the attempt to recover the embryo was 

performed, along with uterine biopsies collection, regardless of whether the recovery was 

positive or negative. Evaluation of gene expression was performed via RT-qPCR. P19 and 

IGF-1 was upregulated, 1,4 and 2,9 times respectively, in the Long Estrus group compared 

to No Estrus group (P<0.05), and FGF-2, IGFR-1, and PGR showed lower expression ( at 

least 2,9, 1,5 and 2,3 times respectively) in the estrogen groups versus the No Estrus group 

(P<0.05). Regarding the attempt at embryonic recovery on D6, regardless of the presence 

or absence of an embryo, there was no difference (P<0.05) in gene expression between 

groups. In conclusion, uterine exposure to estrogen prior to progesterone elevation, with or 

without an embryo, seems to provide a better uterine environment, in terms of P19, FGF-

2, IGF-1, and PGR gene expression, for the initial survival and development of the equine 

conceptus. 

 

Keywords: estrogen; acyclic mares; gene expression; embryo; endometrium. 
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1. INTRODUÇÃO 

Éguas são poliéstricas estacionais, apresentando crescimento folicular e ovulação nos 

períodos do ano com maior luminosidade diária (AURICH, 2011). O ciclo estral dura em 

média 21 dias (SANTOS et al., 2015) e divide-se em diestro e estro, sendo o primeiro 

caracterizado pela predominância do hormônio progesterona (P4) e o segundo, por 

apresentar níveis basais de P4 e altas concentrações de estradiol (E2). Enquanto o diestro 

apresenta duração relativamente mais constante (duração média estimada de 14,9 dias), o 

estro pode apresentar grande variação, se estendendo de 03 a 13 dias (GINTHER, 1992).   

A variação e duração do estro, acompanhado pelo edema endometrial, aparenta ter 

relevância na fertilidade em éguas.  Estudos têm demonstrado correlação positiva entre a 

duração do estro e as taxas de prenhez, seja após indução com prostaglandina F2 alfa 

(PGF2α) (CUERVO-ARANGO e NEWCOMBE, 2009; CUERVO-ARANGO et al., 2015; 

MATEU-SÁNCHEZ et al., 2016) ou luteólise espontânea (MATEU-SÁNCHEZ et al., 

2016). Além disso, as taxas de recuperação embrionária em doadoras de embrião e as taxas 

de gestação em éguas Puro Sangue Inglês foram maiores quando o estro precedente 

apresentou maior duração, ou seja, o aumento na duração do estro parece ser benéfico para 

o processo de fertilização, possivelmente por favorecer a qualidade do oócito e o ambiente 

do oviduto (CUERVO-ARANGO et al., 2018a). 

Para tentar entender um pouco mais sobre o possível benefício da exposição ao 

estrógeno antes da ação da P4, sobre o receptividade uterina, Silva et al. (2019) avaliaram 

a expressão de 17 genes possivelmente influenciados pelo estrógeno e envolvidos com o 

suporte e desenvolvimento embrionário inicial, e observaram que apenas dois exibiram 

associação clara com a duração de exposição ao estrógeno, previamente à P4 de longa ação 

(P4 LA): P19 (uterocalina) que estava aumentada no grupo estro longo (maior exposição 

ao estrógeno) em relação ao grupo que não foi exposto ao estrógeno e FGF-2 (fator de 

crescimento fibroblástico 2), diminuída no mesmo grupo EL também em comparação ao 

sem estrógeno. Acredita-se que a uterocalina esteja envolvida no transporte de lipídeos para 

o embrião nas fases iniciais do seu desenvolvimento (SUIRE et al., 2001). Em contrapartida, 

foi observada menor expressão do FGF-2 quando o endométrio foi exposto a um maior 

período de tratamento com estrógeno. A expressão endometrial de FGF-2, FGF-7 e FGF-

9 é conhecida por ser regulada pelo estrógeno e parece ter relação com a receptividade 

uterina em éguas (GEBHARDT et al., 2012; KLEIN et al., 2010; RUIJTER-VILLANI et 

al., 2013; 2014).  



Oquendo Júnior et al., (2021) ao transferirem embriões saudáveis para receptoras 

acíclicas 4 dias após a administração de P4 LA posteriormente a tratamentos distintos com 

estrógeno e, ao realizar a tentativa de recuperação destes mesmos embriões 48h após a 

transferência, observaram tendência a maior recuperação embrionária, no grupo em que o 

útero foi exposto por mais tempo ao estrógeno (7 dias versus 2 ou nenhum dia de exposição) 

, com 85% de recuperação nas éguas do grupo em que foi mimetizado estro longo, 66% 

estro curto e 46% no grupo sem estro, em que apenas a P4 LA foi administrada. Neste 

contexto, foi sugerido que a maior exposição uterina ao estrógeno, previamente à P4, parece 

favorecer a sobrevivência embrionária.  

 Sendo assim, objetivou-se com esse trabalho determinar o efeito de três diferentes 

protocolos hormonais (longa, curta e sem exposição ao estrógeno antes do tratamento com 

P4 LA) em éguas receptoras acíclicas sobre a expressão gênica endometrial de moléculas 

possivelmente envolvidas nas interações endométrio/concepto, como a P19, fator de 

crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e seu receptor (IGFR-1), fator de crescimento 

de fibroblastos 2 (FGF-2) e, receptores de estrógeno (ERS1) e progesterona (PGR), bem 

como avaliar se a expressão gênica teve associação com a presença ou ausência de embrião 

no lavado de recuperação.  

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Sazonalidade reprodutiva 

A atividade sazonal reprodutiva das éguas é estimulada pelo fotoperíodo juntamente 

com outros fatores exógenos, como idade, nutrição, condição corporal e temperatura do 

ambiente.  

O período anovulatório pode ser diferenciado em 3 fases: uma fase transicional de 

outono, com a última ovulação da estação e diminuição da atividade no eixo hipotálamo-

pituitária-ovário; seguindo para o anestro profundo; e uma terceira fase transicional de 

primavera, marcada pelo início da atividade hormonal (GINTHER, 1974). Enquanto a 

concentração plasmática de hormônio folículo estimulante (FSH) é relativamente constante 

durante o ano, a concentração plasmática do hormônio luteinizante (LH) é máxima durante 

o verão e baixa em éguas anovulatórias. Durante todo o ciclo estral, o endométrio equino 



exibe alterações de características morfológicas e funcionais que são induzidas, 

principalmente, pelos hormônios ovarianos estrógeno e P4 (AURICH, 2011). 

O aumento do fotoperíodo (natural ou artificial) induz mudanças na secreção pulsátil de 

GnRH por caminhos sensoriais envolvendo a glândula pineal e a renita. Melatonina é um 

hormônio proteico liberado durante as horas mais escuras do dia que inibe a secreção de 

GnRH pelo hipotálamo da égua (FREEDMAN et al., 1979). A regulação da melatonina e 

outros sinalizadores para liberação do GnRH, ocorre principalmente por interneurônios 

produtores de kisspeptina e do peptídeo relacionado à amida RF-3 (RFRP-3), em algumas 

outras espécies também nomeado de hormônio inibidor de gonadotrofinas (GnIH). A 

kisspeptina tem ação estimulatória enquanto o peptídeo RFRP-3 tem ação inibitória nos 

neurônios para secreção de GnRH. Localizados em regiões específicas do hipotálamo 

médio-basal e do núcleo arqueado, esses neurônios possuem seus axônios e terminações 

direcionados para os corpos celulares dos neurônios de GnRH. Devido à ausência de 

receptores para melatonina no neurônio de GnRH e, presença de receptores nos 

interneurônios RFRP-3, acredita-se que a melatonina age por esta via para regular a 

liberação de GnRH pelo hipotálamo. Sendo assim, em dias com maior fotoperíodo, há 

menor concentração de melatonina circulante, resultando em maior liberação de kisspeptina 

e menor liberação de RFRP-3 para agir nos neurônios de GnRH. Por outro lado, nas estações 

de outono e inverno onde observa-se menor fotoperíodo, há maior concentração de 

melatonina, estímulos dos neurônios RPFR-3 e consequente inibição na secreção dos 

neurônios de GnRH, resultando em menor estímulo na hipófise anterior e 

consequentemente, menor estímulo também para o desenvolvimento folicular (PUGLIESI 

et al., 2024). 

2.2. Ciclo estral 

Durante os dias mais longos do ano, a maioria das éguas apresentam o ciclo estral de 

aproximadamente 21 dias de duração (AURICH, 2011). O ciclo estral estende-se entre duas 

ovulações e é frequentemente classificado em: fases luteal e folicular. A fase luteal inicia-

se após a ovulação, com a elevação de P4 na concentração maior que 1ng/ml e termina no 

momento da luteólise (estrutural e funcional), quando o corpo lúteo (CL) regride e a 

concentração de P4 diminui abaixo de 1ng/ml. Essa fase também é conhecida como diestro 

e apresenta uma duração relativamente constante, com média de 14,9 dias podendo ir de 12 

a 16 dias (GINTHER, 1992). A P4 atinge sua máxima concentração no dia 8 após ovulação 



e a luteólise funcional ocorre ao redor do dia 15 e se inicia com a secreção endometrial de 

prostaglandina F2 alfa (PGF2α) (AURICH, 2011). Em contraste, a fase folicular, que se 

estende da luteólise até a ovulação subsequente, tem sido reportada com média de duração 

de 7,3 dias tendo margem de 2 a 13 dias (SANTOS et al., 2015). Diferentemente de 

GINTHER (1992), a subdivisão do ciclo estral equino também pode ser feita em quatro 

diferentes fases: estro/fase ovulatória (Dia 16 ao Dia 0), fase luteal inicial (Dia 1 ao Dia 4), 

fase luteal média (por volta do Dia 8) e, fase luteal tardia (Dia 12 ao Dia 15), segundo 

AURICH (2011).  

O intervalo interovulatório (IOI) em éguas varia de 16 a 25 dias (GINTHER, 1989). 

Essa grande variação em IOI parece ser mais atribuída a diferença de duração do estro do 

que o diestro, cuja constância é mais observada (TURNER et al., 1979). Em éguas no início 

da estação de monta, o IOI é mais longo do que durante o avançar da estação (meses de 

verão). No entanto, o principal fator envolvido na ampla variação no IOI parece estar 

relacionado a dinâmica folicular, cuja atividade influencia a duração do estro (GINTHER, 

1992).  

Durante o estágio de estro, o endométrio passa por algumas mudanças como edema 

endometrial e intensa atividade secretória que, juntamente com infiltrado de granulócitos e 

macrófagos no epitélio luminal, serão importantes para a limpeza uterina após cobertura 

(TUNON et al., 1995). No ovário, a atividade folicular é controlada pelo hormônio folículo 

estimulante (FSH) e o hormônio luteinizante (LH) secretados pela hipófise anterior, cujo 

estímulo faz-se pelo hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH), um hormônio peptídeo 

que é sintetizado e liberado por neurônios hipotalâmicos. Altas concentrações de LH 

estimula o desenvolvimento do folículo dominante, produzindo grande quantidade de E2, o 

qual promove um feedback positivo com o LH precedendo a ovulação (GINTHER, 2010). 

Após a ovulação, inicia-se o aumento dos níveis de P4 a medida em que ocorre a formação 

de um corpo lúteo, enquanto o estradiol (E2) diminui para níveis basais (DA COSTA, 2005).  

Estro e diestro podem ser diferenciados por tônus uterino e cervical, ecotextura uterina 

e detecção ultrassonográfica de um corpo lúteo (GINTHER, 1995). Diestro é caracterizado 

pela ausência de edema endometrial e presença de um corpo lúteo visível. O 

desenvolvimento de edema endometrial é um fenômeno observado durante o estro e envolve 

ingurgitamento das dobras endometriais com fluido em resposta ao estrógeno folicular na 

ausência da P4 (PELEHACH et al., 2002). No entanto, a concentração da P4 parece não ser 



o único fator a regular a presença de edema endometrial, haja visto que existe uma 

porcentagem pequena de éguas que demonstram pouco ou nenhum edema durante a fase 

folicular apesar da concentração basal de P4, chamado de 8estro silencioso9 (GINTHER, 

1989).  

2.3. Uso de éguas receptoras em programas de transferência de embriões (TE) 

A recuperação embrionária realizada através de lavagem uterina, 7-9 dias após ovulação 

e seguida da transferência de embrião (TE) para uma égua receptora, tem sido a técnica 

reprodutiva assistida (TRA) mais comumente utilizada. Ela é utilizada no intuito de gerar 

mais de um produto anual de uma mesma égua e/ou evitar a necessidade da prenhez de 

doadoras que não são capazes de gestar, seja por problemas reprodutivos, clínicos ou porque 

estão participando de competições (CUERVO-ARANGO et al., 2019a).  

Visto que éguas receptoras são a chave para o sucesso do programa de TE e que no 

início da estação de monta receptoras cíclicas nem sempre estão disponíveis, a utilização de 

éguas acíclicas como receptoras de embrião tem ganhado mais interesse (SILVA et al., 

2014). No intuito de aumentar a oferta de éguas receptoras no programa de TE, tratamentos 

com estrógeno e P4 podem ser administrados em éguas receptoras acíclicas, sendo que o 

uso de receptoras durante a fase de anestro, permite prolongar o programa de TE, 

antecipando o início e terminando alguns meses depois (ROCHA FILHO et al., 2004). 

Protocolos de sincronização envolvem o uso de PGF2α, hormônios esteroides 

(estrógenos e progestágenos) e agentes indutores de ovulação como gonadotrofina coriônica 

humana (HcG) e agonistas de GnRH. A combinação entre estrógeno (p.e. 17β estradiol, 

benzoato de estradiol ou cipionato de estradiol) e progestágenos (p.e. altrenogest ou 

progesterona) é utilizada na preparação de éguas acíclicas em anestro ou em transição, para 

sua sincronização com a doadora. Comumente usa-se PGF2α sozinha na tentativa de 

retornar éguas cíclicas para o período de estro. (Rocha Filho, et al., 2004) 

O embrião equino in-vivo é capaz de tolerar um amplo grau de assincronia negativa 

uterina (quando a égua receptora ovula dias após a doadora), com pequena diferença na 

probabilidade de prenhez para embriões transferidos em receptoras que ovularam numa 

janela entre 0 e 5 dias após a doadora (WILSHER et al., 2010; JACOB et al., 2012). Por 

outro lado, uma assincronia positiva (quando égua receptora ovula antes da doadora) 



relativamente modesta (por exemplo, maior que 2 dias antes da ovulação da doadora), 

compromete significativamente a sobrevivência embrionária (WILSHER et al., 2012).  

Hinrichis et al., (1987) demonstraram que a P4 sozinha pode ser utilizada como 

protocolo na preparação de receptoras ovariectomizadas; no entanto, Greco et al., (2012) 

tratou com cipionato de estradiol, éguas receptoras acíclicas antes da aplicação de P4 em 

comparação com receptoras cíclicas, e obtiveram maior taxa de gestação nas receptoras 

acíclicas.  

Na tentativa de avaliar a influência de três diferentes protocolos com benzoato de 

estradiol (BE) anteriormente a aplicação de P4, em éguas receptoras acíclicas, Silva et al., 

(2016) utilizaram no primeiro grupo a dose única de 2,5mg; no segundo, 5mg totais em 

doses decrescentes e, no terceiro, 10 mg total em doses decrescentes e, observaram que os 

três protocolos de BE induziram pico similar de E2 bem como edema uterino, concluindo 

que a dose de 2,5mg de BE seguida da aplicação de P4 seria a mais adequada para a 

preparação de receptoras acíclicas. 

Cuervo-Arango et al., (2018a) demostraram que a exposição prévia ao E2 antes a 

dominância da P4, parece melhorar o ambiente uterino aumentando a sobrevivência 

embrionária. 

2.4. Associação entre duração do estro e fertilidade 

Mateu-Sánchez et al., (2016) demonstraram que um período de edema endometrial 

menor do que 4 dias durante a fase folicular, ou seja, IOI curto, está associado com menor 

taxa de prenhez em éguas Puro Sangue Inglês (PSI). Éguas com IOI menor (<5 dias) é 

esperado estro mais curto, devido ao período de P4 basal ser menor (entre a indução da 

luteólise e a próxima ovulação). Uma concentração de P4 periférica basal de (<1-2ng/mL) 

e alto nível de estrógeno circulante, são necessários para observação de ecotextura. 

Segundo Cuervo-Arango et al., (2018a) otimizar a receptividade uterina não depende 

única e exclusivamente da duração da exposição a P4, já que demonstraram em receptoras 

cíclicas, uma correlação positiva entre a duração do período de estro imediatamente anterior 

a TE e a subsequente probabilidade de gestação.  Esse trabalho confirma o relato de Canisso 

et al., (2013) em que éguas em estro com folículo > 35mm, foram tratadas com altrenogest 

por 2 dias consecutivos na tentativa de atrasar a ovulação, o que não ocorreu. Em 



contrapartida, as éguas tratadas apresentaram redução na taxa de fertilidade, aparentemente 

pelo desaparecimento do edema endometrial e do comportamento de cio nos dias de 

tratamento, encurtando o período de estro. 

Considerando que éguas receptoras são responsáveis por carregar a gestação a termo, e 

devido a característica de sazonalidade do ciclo estral, a utilização de receptoras acíclicas 

tem-se mostrado de grande valia. É importante proporcionar um ambiente uterino mais 

favorável ao desenvolvimento embrionário, mimetizando características do ciclo estral 

equino. Em relato prévio, Cuervo-Arango et al., (2018a) demonstraram que a duração do 

estro em éguas receptoras (duração do edema endometrial), antes da transferência de 

embrião in vivo, afeta a probabilidade de prenhez e a da mesma forma a possibilidade de 

continuidade da gestação. Aparentemente há um efeito positivo de probabilidade de 

prenhez após TE, com um estro precedente relativamente longo, devido a influência que o 

estrógeno promove no endométrio, criando um ambiente favorável a sobrevivência 

embrionária (CUERVO-ARANGO et al., 2019b). 

Com o objetivo de avaliar se a maior exposição ao estrógeno antes da administração de 

P4 em éguas receptoras em anestro, alterariam o desenvolvimento e sobrevivência 

embrionária, receptoras foram submetidas a dois protocolos diferentes de BE – 2,5mg em 

dose única e 8mg totais em 5 dias de doses crescentes, ambos seguidos de uma aplicação 

de P4LA. As receptoras receberam um embrião viável, quatro dias após a P4 e, 48 horas 

após a transferência do embrião, procedeu-se a lavagem uterina na tentativa de recuperação 

embrionária. Apesar de não ter havido diferença no tamanho e morfologia nos embriões 

recuperados dos três grupos, houve tendencia no grupo que recebeu BE por um período 

mais longo, em influenciar favoravelmente o ambiente uterino (OQUENDO JUNIOR et 

al., 2022). 

A variação e duração da fase folicular caracterizada por baixa progesterona e alta 

concentração de estrógeno, pode afetar o padrão de transcrição endometrial de genes 

responsáveis pela receptividade uterina e desenvolvimento do concepto (CUERVO-

ARANGO et al., 2018a). 

2.5. Expressão gênica e endométrio receptivo 

A P4 secretada pelo corpo lúteo logo após a ovulação é o principal fator influenciador 

do estabelecimento da receptividade endometrial para a pré-implantação do concepto por 

estimular ou iniciar o complexo de alterações na expressão de genes envolvidos na secreção 



de proteínas histotróficas ou codificando receptores endometriais (RUIJTER-VILLANI M. 

et al., 2015).  

Na tentativa de estudar a dinâmica endometrial de expressão gênica no ciclo estral, 

Gebhardt, et al., (2012) analisaram amostras endometriais advindas de 5 diferentes períodos 

do ciclo estral, resultando em uma classificação de genes agrupados de acordo com sua 

expressão durante o ciclo estral. Nesse contexto, RNAm de ESR1 e FGF-9 expressaram-se 

aumentados na fase de estro; PGR teve maior expressão no dia da ovulação diminuindo na 

fase luteal inicial e, P19 teve maior expressão na fase luteal média e tardia, sendo menor no 

dia da ovulação. 

O estrógeno pode ligar-se e ativar dois tipos diferentes de receptores nucleares (ERα e 

ERβ), codificados por diferentes genes, ESR1 e ESR2, sendo o receptor de estrógeno α, o 

receptor de estrógeno (ER) mais predominante no útero (SILVA et al., 2017). O estrógeno 

age via seus receptores mediando a proliferação celular e produzindo proteínas secretórias 

durante o período de estro. Além disso, é amplamente sabido que o estrógeno aumenta a 

expressão do seu próprio receptor e do receptor de progesterona (PGR) no endométrio 

durante o ciclo estral em éguas. A expressão de ERα, ERβ e PR é inibida pela progesterona 

sendo, consequentemente, baixa no diestro médio e tardio bem como início de gestação 

(HARTT et al., 2005). Em equinos, a expressão endometrial do PGR diminui na fase luteal, 

particularmente no epitélio luminal e glandular e, a concentração de mRNA endometrial 

para ESR1 revelou diferenças significativas durante o ciclo estral, aumentando no dia 16 e 

atingindo ponto máximo no dia 3 (GEBHARDT et al., 2012).  

Na tentativa de elucidar como a duração a exposição ao estrógeno previamente a P4 

afetaria a receptividade uterina, Silva et al., (2019) avaliou a expressão de 17 genes 

sabidamente envolvidos com a sobrevivência e desenvolvimento inicial do concepto através 

de biópsia endometrial no dia 4 após administração de P4 em receptoras acíclicas tratadas 

com protocolos diferentes de estrógeno.  Dos genes avaliados, apenas P19 (Uterocalina), 

FGF-2 (Fator de Crescimento de Fibroblastos) e IGF-1 (Fator de Crescimento semelhante 

a Insulina) expressaram-se diferentemente, tendo os dois primeiros (P19 e FGF-2) 

demonstrado grande influência com relação a duração da exposição ao estrógeno. A 

proteína expressa pelo gene P19 é membro da família das lipocalinas e é uma das principais 

proteínas progesterona-dependente. Ela é produzida no epitélio de glândulas endometriais, 

podendo ser detectada nessas células, 2 dias após a ovulação, sendo secretada durante a fase 



luteal do ciclo estral e início da gestação. Sua secreção pode ser induzida por progesterona 

exógena. Apesar do mRNA da P19 ter sido isolado somente nas céluas endometriais 

maternas, a uterocalina foi encontrada na cápsula do embrião, células do trofoblasto e no 

saco vitelínico. P19 é uma proteína de transporte, podendo carrear moléculas pequenas e 

hidrofóbicas da mãe para o concepto através da capsula embrionária (CROSSETT et al., 

1998). 

A família dos Fatores de Crescimento de Fibroblastos (FGF) está envolvida em grandes 

eventos celulares, incluindo sobrevivência celular, proliferação, migração, diferenciação e 

angiogênese. Juntamente com fatores de crescimento vascular endotelial, FGF-2 também é 

chave para regulação da angiogênese durante a placentação (ZHENG et al., 2008). FGF-2 

tem grande afinidade de ligação com quatro receptores de membrana tirosina quinases – 

FGFRs 1-4 (ORNITZ et al., 1996). FGF-2, FGF-7 e FGF-9 tem sido descrito com 

importantes fatores relacionados a receptividade uterina e implantação, e são conhecidos 

por serem regulados pelo estrógeno (RUIJTER-VILLANI et al., 2013).  

Em comparação direta entre éguas dia 7 gestantes e éguas acíclicas que tiveram o útero 

exposto por período mais longo ao estrógeno antes da aplicação da P4, em trabalho 

realizado por Silva et al., (2019) a expressão do FGF-2 foi similar, indicando redução na 

expressão desse gene durante uma gestação inicial. Durante a gestação, tanto o mRNA 

endometrial quanto a proteína para expressão de FGF-2 aumentaram nos dias 21-28. Esse 

evento coincide com o período de perda da cápsula do blastocisto (dias 18-22), que até esse 

momento impediu o contato direto endométrio-concepto (GUPTA et al., 1997).  

Os componentes do sistema IGF contribuem para a interação concepto-maternal durante 

a pré-implantação equina, tendo sido demonstrado a expressão de IGF-1 e seu receptor 

IGFR-1, no endométrio de éguas cíclicas e gestantes, e nas membranas do concepto entre 

os dias 7 e 28 de gestação (GIBSON et al., 2022). Em éguas, o IGF-1 tem origem tanto 

endometrial quanto embrionária no início da gestação, sendo que a secreção endometrial 

representa a maior fonte de IGF-1, o que significa grande contribuição para pré-implantação 

embrionária (WALTERS et al., 2001). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

 



3.1  Animais e tratamentos hormonais  

Os fragmentos uterinos foram colhidos em pesquisa prévia realizada por Oquendo 

Júnior et al. (2021), em que 25 éguas receptoras mestiças (Lusitana, Mangalarga Marchador 

e sem raça definida) acíclicas, com idade entre cinco e 15 anos, pesando entre 350 e 400kg, 

foram submetidas a diferentes protocolos hormonais. As éguas foram mantidas em 

pastagem Tifton (Cynodon dactylon) com acesso à água e sal mineralizado. Todos os 

procedimentos relacionados aos animais foram realizados de acordo com a aprovação da 

Comissão de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal de 

Uberlândia (protocolo 028/19). 

As éguas acíclicas (todas em anestro) utilizadas como receptoras de embriões, em que 

as biópsias uterinas foram colhidas, foram divididas em três grupos de acordo com o 

protocolo hormonal recebido: I) 7 éguas no Grupo Estro Longo (EL), sendo expostas a sete 

dias de estrógeno anteriormente a aplicação de P4, por meio da aplicação de doses 

crescentes de benzoato de estradiol (BE) por cinco dias consecutivos, totalizando 8 mg e, 

três dias após a última dose de BE, receberam 1500 mg de P4 LA, chamado de dia zero 

(D0) - (Fig.1A); II) 5 éguas no Grupo Estro Curto (EC), em que foi administrado dose única 

de 2,5 mg de BE e 48 horas após, receberam 1500 mg de P4 LA (Fig.1B); III) 13 éguas no 

Grupo Sem Estro (SE), que receberam 1500 mg de P4 LA sem aplicação prévia de BE 

(Fig.1C). A transferência de embriões com 8 dias de idade foi realizada no quarto dia após 

a aplicação da P4 LA nas receptoras dos três grupos (Fig. 1).  

Dois dias após a transferência dos embriões, ou seja, no dia seis (D6), lavados uterinos 

foram realizados nas éguas receptoras na tentativa de recuperar novamente os embriões 

transferidos. O grupo EL recebeu 7 embriões no D4 e recuperou 6 no D6; EC recebeu 8 

embriões no D4 e recuperou 5 no D6 e, grupo SE recebeu 13 embriões e recuperou 6 no 

lavado do D6. Desta forma, das 25 éguas que receberam o embrião no D4, 15 tiveram 

recuperação positiva no D6 e 10 negativa. Após os lavados, independente da recuperação 

embrionária, biópsias uterinas foram colhidas de todas as receptoras, de acordo com o 

descrito no item 3.2. 

 



 

 

Figura 1: Representação esquemática das aplicações hormonais realizadas nos três diferentes 

grupos: Estro longo; Estro Curto e Sem estro. 

 

3.2 Coleta de biopsia endometrial 

 

Foram colhidas biópsias endometriais da base de um dos cornos uterinos pelo método 

transcervical, utilizando pinça de biopsia (Botupharma®, Botucatu, SP, Brasil), após seis 

dias da administração de P4LA, imediatamente após o lavado uterino. Os fragmentos foram 

congelados, o mais rápido possível, em nitrogênio líquido e armazenados a -80ºC para a 

realização da reação de transcriptase reversa seguida de reação em cadeia da polimerase 

(RT-qPCR). A técnica de RT-qPCR foi realizada no Laboratório de Genética do Instituto 

de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlândia. 

  

3.3 Análise da expressão gênica por RT-qPCR 

A extração de RNA total das amostras endometriais foi realizada pelo método TRIZOL 

(solução comercial de fenol e isotiocianato de guanidina para isolamento de RNA total, 

Sigma-Aldrich) seguindo as recomendações do fabricante. O RNA foi tratado com 1U/1μg 

de RNA de DNAse I RNAse free (Promega), seguindo as recomendações do fabricante e 

quantificado em Nanodrop (espectrofotômetro ND-1000) a 260 nm. Para a síntese do cDNA 

(RT), foram utilizadas as enzimas M-MLV transcriptase reversa (Promega) e Oligo dT (15) 

(Invitrogen), seguindo instruções dos fabricantes. Como controle, foi utilizada uma amostra 



sem o cDNA. A qualidade do cDNA foi testada com os genes de controle endógeno PGK1 

e SRP14. Os primers dos genes avaliados neste estudo estão listados na Tabela 1 e sua 

eficiência foi demonstrada anteriormente (ESR1, PGR, IGF1, FGF2, P19, SRP14 and 

PGK1 - SILVA et al, 2019; SILVA et al., 2021; IGF1R - KALPOKAS et al., 2021). As 

reações de qPCR foram realizadas simultaneamente para os genes alvo (ESR1, FGF2, IGF1, 

IGF1R, PGR e P19) e os genes normalizadores (PGK1 e SRP14) em placas de leitura óptica 

de 96 poços, com triplicata biológica e duplicata técnica. Nas reações para os genes ESR1, 

FGF2, IGF1, IGF1R, PGR, P19, PGK1 e SRP14, foram utilizados 1X SYBR Green PCR 

Master Mix (Qiagen), 5 ρmol de cada primer, 1 μL de cDNA, completando com água 

ultrapura autoclavada (DirectQ Millipore) até o volume final de 10 μL. As reações de PCR 

foram processadas no 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems) sob as seguintes 

condições: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C 

por 30 segundos. 

 O CT (Cycle Threshold) foi definido de acordo com o primeiro ciclo em que ocorre um 

aumento significativo na magnitude do sinal gerado, detectado na reação de PCR. Os 

valores de CT foram calculados pelo 7300 System Software (Applied Biosystems) e foram 

utilizados para calcular a expressão de mRNA dos genes de interesse (ESR1, FGF2, IGF1, 

IGF1R, PGR e P19) em relação ao mRNA dos genes normalizadores (PGK1 e SRP14). A 

expressão genica relativa em cada grupo foi calculada obtendo a média do CT dos genes 

alvo, subtraída da média geométrica dos genes endógenos PGK1 e SRP14, resultando nos 

valores do delta CT (∆CT). 

Tabela 1: Sequência dos primers e temperatura de anelamento em graus Celsius. 

Gene T (°C) Forward Reverse 

ESR1 60 TCCATGATCAGGTCCACCTTCT GGTGTCTGTCATCTTGTCCA 

PGR 60 GTCAGTGGACAGATGCTGTA CGCCTTGATGAGCTCTCTAA 

IGF1 60 ACGCTCTTCAGTTCGTGTGT CAGCCTCCTCAGATCACAGC 

IGF1R 60 TCCAGACAGGAGTACAGG AA AGAAGAACACGGGATCCGTCCA 

FGF2 60 GAACCGTTATCTTGCTATGAAGG CCAACTGGAGTATTTCCTTGAC 

P19 64 TGAGCCGAAATTCATAGCGA CCTCTTACCTTTCTGTGGAAGTG 

PGK1 54 CTGTGGGTGTATTTGAATGG GACTTTATCCTCCGTGTTCC 

SRP14 55 CTGAAGAAGTATGACGGTCG CCATCAGTAGCTCTCAACAG 

 



3.4 Análise estatística 

 

Inicialmente foi testada a distribuição das amostras (teste de Kolmogorov-Smirnov) e 

para os dados que apresentaram distribuição paramétrica foi utilizado teste ANOVA (T-

student) (P19, FGF-2 e ESR-1) e para distribuição não paramétrica foi utilizado o teste de 

Kruskal Wallis (IGF-1, IGF1R e PGR). Para comparação entre grupos com relação a 

presença ou ausência de embrião no lavado de recuperação embrionária no D6, foi usado 

o teste de regressão logística binária. Foi considerada diferença estatística quando P<0,05 

e tendência quando 0,05≤P≤0,1. 

 

4. RESULTADOS  

 

A expressão endometrial do gene P19 mostrou-se 1,14 vezes mais aumentada (P<0,05) 

no grupo EL quando comparado ao grupo SE e, entre os grupos que receberam estrógeno 

houve tendência (0,05≤P≤0,1) a maior expressão no grupo EL versus EC (Fig. 1). Porém 

não houve diferença na expressão da uterocalina entre os grupos estro curto e sem estro. 

Da mesma forma, foi observada maior expressão (2,9 vezes) do gene IGF-1 no grupo EL 

em comparação ao grupo SE (P<0,05), porém não houve diferença entre os grupos EL e 

EC ou EC e SE (P>0.05; Fig.1)  

Foi observado menor expressão (P<0,05) dos genes FGF-2 e, IGFR1 e PGR em ambos 

os grupos que receberam estrógeno (EL e EC), de pelo menos 2,9, 1,5 e 2,3 vezes menor 

respectivamente, quando comparado ao grupo SE (pelo menos); (Fig 1). O gene ESR1 

demonstrou tendencia a maior expressão no grupo sem estro versus estro curto (Fig. 1) 

Não houve diferença na expressão dos genes avaliados quando a recuperação 

embrionária, positiva ou negativa, foi levada em consideração (P>0,05). 
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Figura 2. Box plots da expressão dos genes P19, IGF1, IGFR1, FGF2, PGR e ESR1 no dia 6 após 

administração da progesterona de longa ação (P4 LA) nos grupos: estro longo (EL) com 7 éguas, 

estro curto (EC), 8 éguas e, grupo sem estro (SE), 13 éguas. Baixo delta CT (ΔCT) representa maior 

expressão gênica. Letras diferentes indicam diferença estatística (P<0,05) e asterisco indica 

tendência (0,05≤P≤0,1).  

 

 

 

 



5 DISCUSSÃO 

O resultado do atual estudo demonstrou que em éguas receptoras acíclicas, a exposição 

do útero por mais tempo ao tratamento com estrógeno previamente a exposição a P4, 

aumentou a expressão de genes previamente conhecidos por favorecer a sobrevivência 

embrionária bem como diminuiu os genes desfavoráveis a sobrevivência do embrião.  

 O gene P19, que apresentou maior expressão no grupo EL em comparação ao SE e 

mostrou tendencia entre os grupos que receberam estrógeno, é uma lipocalina 

progesterona-dependente conhecida por seu envolvimento no transporte de ácidos graxos 

e lipídeos para o embrião (SUIRE et al., 2001). Na gestação inicial de equinos ocorre a 

formação de uma cápsula acelular glicoproteica em torno do embrião ao adentrar o lúmen 

uterino por volta do 6-7 dia de gestação (ALLEN, 2000). O concepto equino mantem-se 

cercado por essa capsula glicoproteica até aproximadamente 22 dias de gestação, não 

havendo contato direto célula-célula. A diferenciação dos órgãos está em processo antes 

que a cápsula se desfaça e a implantação ocorra, portanto, lipídeos essenciais a sinalização 

e aos eventos morfológicos devem ser captados intactos pelo embrião durante a fase de 

pré-implantação – sendo o endométrio uterino a única fonte provedora por si só (SUIRE et 

al., 2001). Dessa forma, a gestação dos equinos é caraterizada por um longo período de 

pré-implantação e, diferentemente dos primatas e roedores em que o embrião se implanta 

no estágio de blastocele, o concepto equino passa pela gastrulação e organogênese inicial 

antes da interdigitação entre membranas do concepto e do endométrio que ocorre por volta 

dos 40 dias após ovulação (ALLEN, 2000). A cápsula do embrião equino é relativamente 

permeável, permitindo a difusão de moléculas até o tamanho 200kDa; sendo a P19 uma 

lipocalina de 19kDa, seria possível que ela atravessasse a cápsula embrionária explicando 

sua presença na membrana do concepto (CROSSETT et al., 1998). O resultado deste estudo 

corrobora com Silva et al. (2019), em que demonstraram elevada expressão endometrial de 

P19 no dia 4 após aplicação de P4, em éguas receptoras acíclicas tratadas 7 dias com 

estrógeno previamente a progesterona quando comparado a 2 ou nenhum dia de tratamento. 

Outro gene que resultou em maior expressão endometrial no grupo LE quando 

comparado ao SE foi o IGF-1. O sistema fator de crescimento de insulina (IGF) é conhecido 

por participar no endométrio de forma importante para o sucesso da implantação bem como 

no concepto para o desenvolvimento e crescimento placentário sendo o RNAm encontrado 

já no dia 8 de gestação, tanto no endométrio quanto no concepto. Eles regulam crescimento, 



diferenciação, migração e proliferação celular e, inibem apoptose via caminhos parácrinos 

e autócrinos (GIBSON ET AL., 2022). Ainda no mesmo estudo, Gibson et al., (2022) 

relatam que o IGF1 é produzido pelo endométrio e pelo concepto entre os dias 7 e 28 de 

prenhez. No entanto, no equino a expressão endometrial do IGF1 parece não ser regulada 

pela P4 ou fatores relacionados ao concepto, já que os níveis de mRNA mostraram-se 

estáveis tanto no ciclo estral quanto na gestação inicial. A sua ação é mediada via receptor 

tipo 1 (IGFR-1) e receptor de insulina (INSR). Silva et al., (2019) demonstraram que a 

expressão do IGF-1 em receptoras acíclicas também tratadas previamente com estrógeno, 

foi menor no grupo que teve menor exposição ao estrógeno em comparação aos grupos de 

longa ou nenhuma exposição, indicando não haver associação com a duração da exposição 

ao estradiol. No entanto, no presente estudo, as coletas de amostras endometriais foram 

realizadas no dia 6 após aplicação da P4LA, podendo ser esse um dos motivos do aumento 

na expressão do IGF-1 e/ou pela adicional presença do embrião no útero. Em contraste, o 

IGFR-1, diferentemente do IGF-1, teve menor expressão nos grupos que receberam 

estrógeno quando comparado ao grupo sem estro. Mais estudos devem ser realizados a fim 

de elucidar a influência dos hormônios ovarianos sobre a expressão desses genes no 

endométrio equino. 

Fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) regulam diversas funções biológicas, 

incluindo proliferação, sobrevivência, migração e diferenciação celular (YUN et al., 2010). 

Alguns foram inclusive sugeridos de participar de forma importante na implantação 

(POWERS et al., 2007). A expressão do RNAm FGF-2 no endométrio equino é constante 

durante a fase da progesterona e aumenta durante o estro (RUIJTER-VILLANI et al., 2013) 

sugerindo ser regulado por estrógenos. Durante a prenhez, tanto o mRNA endometrial 

quanto a expressão proteica de FGF-2 aumentam aproximadamente nos dias 21 e 28 que 

condiz com a perda da capsula do blastocisto (18-22). No presente estudo, FGF-2 

apresentou menor expressão nos grupos tratados com estrógeno quando comparado ao 

grupo que não recebeu o hormônio, o que corrobora com o trabalho de Silva et al., (2019) 

cujas éguas tratadas com estrógeno também apresentaram menor expressão gênica, ainda 

que o dia da biópsia uterina tenha sido diferente e não houvesse a possibilidade da presença 

do embrião. Em estudo em ratos, LI et al., (2011) demonstraram que a expressão do fator 

Hand2 no estroma uterino, induzido pela P4, suprime a produção de vários FGFs, dentre 

eles o FGF-2, os quais agem como mediadores parácrinos dos efeitos do estrógeno no 

epitélio. Em útero de ratos com ausência do fator Hand2, a contínua produção dos FGFs no 



estroma manteve a proliferação epitelial e estimulou caminhos de indução do estrógeno, 

resultando em falha na implantação, já que a receptividade uterina é marcada pelo cessar da 

proliferação de células epiteliais antes da implantação. Sendo assim, é possível que uma 

diminuição na expressão de FGF-2 no início da gestação seja benéfico para o 

desenvolvimento embrionário. 

No endométrio equino, o estrógeno é responsável por aumentar a expressão do seu 

próprio receptor e dos receptores de P4 (PGR) durante o estro (GEBHARDT et al., 2012). 

Em contrapartida, a expressão endometrial de PGR diminui durante a fase luteal, 

particularmente no epitélio luminal e glandular (HARTT et al., 2005). Tem-se como pré-

requisito para o estabelecimento da receptividade uterina, a contínua exposição do 

endométrio a P4, responsável por suprimir a expressão do PGR no epitélio uterino 

(RUIJTER-VILLANI et al., 2015). Diferentemente do estudo de Silva et al., (2019) cuja 

diferença na duração a exposição ao estrógeno em éguas receptoras acíclicas, não interferiu 

na expressão dos receptores ESR1 e PGR quatro dias após a administração de P4; no atual 

estudo, em que amostras foram coletadas no dia 6 após a P4, foi observado menor 

expressão de PGR nos grupos tratados previamente com estrógeno, quando comparado ao 

grupo que não recebeu o hormônio. Esse resultado pode ter sido influenciado tanto pelo 

fato do embrião ter sido transferido 48h antes da biópsia, quanto por mais dias de exposição 

a P4. Em contraste, não houve efeito significativo na expressão de ESR1 quando 

comparado entre os grupos tratados ou não com estrógeno previamente a exposição a P4. 

O fato de não ter sido observado diferença na expressão gênica com relação a 

recuperação embrionária positiva ou negativa, pode dar-se devido a união de fatores como: 

seleção de apenas alguns genes; número relativamente pequeno de amostras, tanto de éguas 

quanto embriões; tempo de exposição do embrião ao útero da receptora. 

 

6 CONCLUSÃO 

Como conclusão, a longa exposição do útero ao estrógeno previamente a administração 

de P4, parece favorecer o ambiente uterino através da expressão dos genes P19, IGF-1, 

FGF-2 e PGR. 
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