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MACIEL, L.F.S. Expressdo dos receptores endometriais de estrégeno e
progesterona em éguas aciclicas ap6s administracdo de progesterona.
Botucatu, 2017. 40 p. Dissertagcdo (Mestrado). Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual “Julio de

Mesquita Filho”.

RESUMO

A progesterona (P4) é frequentemente utilizada, ap6s a administracdo de
estradiol, para preparo de éguas aciclicas sazonais como receptoras de
embrido, entretanto estudos anteriores relataram gestacao de éguas aciclicas
sazonais tratadas somente com P4. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
expressao génica e proteica dos receptores de estrogeno alfa (ERa), estrogeno
beta (ERB) e progesterona (PR) no endométrio de éguas aciclicas sazonais
tratadas com progesterona de longa acdo (P4LA). Foram utilizadas 8 éguas
durante a fase de anestro sazonal, nas quais foram realizadas biopsias uterinas
imediatamente antes e cinco dias ap6s a administracdo de 1,5 g de P4LA.
Coletas de sangue foram realizadas diariamente para dosagem da
concentracdo plasmatica de P4. Para avaliacdo da expressdo proteica dos
receptores foi realizada a técnica de imunoistoquimica (IHQ) e o percentual da
area imunomarcada foi determinado pelo software ImageJ. As abundéancias dos
transcritos para ERa (ESR1), ERB (ESR2) e PR (PGR) foram determinadas por
RT-gPCR. Os ERa apresentaram maior expressao proteica (p<0,05) apds a
administracdo de P4LA, porém ndo houve alteracdo da abundancia dos mRNA
gue codificam esse gene (p>0,05). Quanto aos ERp, foi observada tendéncia a
menor expressao proteica (p=0,07) e inibicdo da expressdo génica (p<0,05)
apos o tratamento, jA os PR nao apresentaram alteracdo (p>0,05). A
concentracdo plasmatica de P4 apresentou maior concentragdo 24 horas apos
a aplicacdo de P4LA (D1) com posterior declinio desses valores (p<0,05). A
dose de 1,5 g de P4LA atingiu as concentracdes minimas de P4 necessarias
para o estabelecimento e manutencdo da gestacéao.

Palavras-chave: Equinos, protocolos hormonais, sazonalidade.



MACIEL, L.F.S. Endometrial expression of estrogen and progesterone
receptors in non-cyclic mares after progesterone administration, Botucatu,
2017. 40 p. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Progesterone (P4) is frequently used after the administration of estradiol, to
prepare seasonal non-cyclic mares as embryo recipients, however previous
studies have reported gestation of seasonal non-cyclic mares treated only with
P4. The objective of the present study was to evaluate the gene and protein
expression of estrogen receptor alpha (ERa), estrogen beta (ERB) and
progesterone (PR) in the endometrium of seasonal non-cyclic mares treated
with long acting progesterone (LAP4). Eight mares were used during the
seasonal anoestrus phase, uterine biopsies were performed immediately before
and five days after administration of 1,5 g of LA P4. Blood samples were taken
daily for the determination of plasma P4 concentration. The protein expression
of the receptors was evaluated by the immunohistochemistry and the
immunostaining area percentage was determined by the ImageJ software.
Transcripts abundance for ERa (ESR1), ERB (ESR2) and PR (PGR) were
determined by RT-gPCR. ERa showed higher protein expression (p <0.05) after
administration of P4LA, but there was no change in mRNA abundance encoding
this gene (p> 0,05). Tendency to lower protein expression was observed
(p=0,07) and gene expression inhibition (p <0,05) for ERB, PR did not changes
(p>0,05). The plasma concentration of P4 presented a higher concentration 24
hours after the application of LA P4 (D1), with subsequent decline in these
values (p<0,05). The 1.5 g dose of LA P4 reached the minimum concentrations
of P4 required for the establishment and maintenance of gestation.

Keywords: Equine, hormonal protocols, seasonality.
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l.Introducéo

O fotoperiodo tem ac¢éo direta sobre o inicio da estacéo reprodutiva nas
éguas. Durante os periodos de baixa luminosidade diaria, a atividade
reprodutiva torna-se reduzida, caracterizando a fase de anestro sazonal
(BLANCHARD et al., 2003). Além disso, o inicio da estacdo reprodutiva
depende de diversos fatores fisiolégicos e ambientais, tais como idade, raca e
condigéo corporal (GINTHER, 1992; NAGY et al., 2000).

O manejo diferenciado entre éguas doadoras e receptoras, além da
baixa oferta de alimentos durante o periodo de transicdo, faz com que as
doadoras iniciem a atividade reprodutiva mais cedo, enquanto as receptoras
permanecem em anestro (SILVA et al.,, 2014a). Dessa forma, existe um

reduzido niumero de receptoras ciclicas disponiveis nessa fase.

Protocolos hormonais utilizando estradiol (E2) associado a progesterona
(P4) sdo amplamente utilizados para a preparacdo de éguas aciclicas sazonais
(anestro ou transicdo) como receptoras de embrido (GRECO et al.,, 2012;
ROCHA FILHO et al., 2004; SILVA et al., 2014b), uma vez que a utilizacao
desses hormdénios mimetiza alteracdes uterinas semelhantes as observadas
em éguas ciclicas (PINTO, 2011). O E2 e a P4 ligam-se a seus receptores no
endométrio, modulando a expressao génica e a sintese proteica de acordo com
a fase do ciclo estral (HARTT et al., 2005). Além disso, o E2 estimula o
aumento dos receptores de estrogeno e P4 no endométrio (McDOWELL et
al.,1999; SILVA et al., 2017). Ao contrario do estrégeno, a P4 secretada pelo
corpo luteo (CL) apo6s a ovulacdo inibe a expressdo génica e proteica dos
receptores de estrégeno e P4 no endométrio durante o diestro. Tal inibicéo,
principalmente no epitélio luminal e glandular, €& importante para o
desenvolvimento inicial da gestacdo (HARTT et al., 2005), pois pode ser em
resposta a sinalizacdo da presenca do embrido no utero. Alguns trabalhos
relataram prenhez em éguas receptoras aciclicas ovariectomizadas e sazonais
tratadas somente com P4 (HINRICHS et al., 1985, 1986, 1987; CARNEVALE et
al., 2000).

McDowell et al. (1999) e Silva et al. (2017) descreveram o efeito da
administracdo de estrogeno seguido de P4 na expressao génica e proteica dos



receptores endometriais de éguas aciclicas, no entanto, o efeito somente da P4
sobre esses receptores ainda é pouco conhecido. O objetivo dessa revisdo é
abordar o ciclo estral na espécie equina, uso de éguas receptoras aciclicas,

progestagenos e a dinamica dos receptores endometriais de estrogeno e P4.
2.Revisédo da literatura
2.1 Ciclo estral e sazonalidade reprodutiva

A espécie equina caracteriza-se por ser poliéstrica estacional, ou seja,
manifesta comportamento reprodutivo durante a primavera e verdo, periodos
de maior luminosidade diaria (AURICH, 2011). Durante o periodo ovulatério, as
éguas apresentam atividade reprodutiva regular, sendo o ciclo estral dividido
em duas fases distintas: estro (fase folicular) e diestro (fase luteal) com
duracdo média de 21 a 22 dias e variacdo de 18 a 26 dias (BLANCHARD et al.,
2003).

O estro caracteriza-se pela receptividade sexual da égua ao garanhao,
estimulado pelos niveis crescentes de estrégeno produzido pelo foliculo em
desenvolvimento, além disso, a maioria das éguas apresenta edema
endometrial (McCUE et al., 2011). Apresenta de 4 a 7 dias de duracéo,
dependendo da taxa de crescimento do foliculo dominante até o momento da
ovulacdo (McCUE et al., 2011). No diestro ha producéo crescente de P4 pelo
corpo luteo (CL), cessando temporariamente as manifestacfes de estro. Os
niveis de P4 sado estaveis até o 122 e ap0s esse periodo € iniciada a lutedlise
(GINTHER, 1992). O diestro tem duracdo de 14 a 15 dias, tendo pouca
variacdo quando comparado ao estro (BRINSKO et al., 2010; GINTHER et al.,
2004).

As mudangas na luminosidade diaria comprometem a atividade
reprodutiva das éguas via estimulo ou inibicdo da secrecdo de melatonina pela
glandula pineal, o que afeta a produgdo hormonal no hipotalamo e hipéfise
(GINTHER et al., 2004; NAGY et al., 2000). Além da fase ovulatoria, a
sazonalidade pode ser dividida em outras trés fases: transicdo de outono,
anestro e transicao de primavera (BLANCHARD et al., 2003; GINTHER et al.,
2004).



A transicdo de outono € o periodo entre a fase ovulatoria e o anestro,
caracteriza-se por alteracdes ovarianas como persisténcia do CL, crescimento
de foliculos anovulatorios, foliculos hemorragicos e decréscimo da
concentracdo de E2 (KING 2011; NEQUIM et al.,, 2000; WEEDMAN et al.,
1993). No anestro os ovéarios da égua ficam com a estrutura e a funcdo
hormonal quiescente (KING, 2011). Durante essa fase, os foliculos s&o
menores que 15 mm, h4 auséncia de CL e a concentracdo de P4 € menor que
1 ng/mL (DONADEU; WATSON, 2007; GINTHER, 1992). J4 a transicdo de
primavera € o periodo entre o anestro e a fase ovulatéria, no qual se observa
aumento gradual do nimero e didmetro foliculares, sem que ocorra ovulacao
(SHARP, 2011).

2.2 Eguas receptoras aciclicas

Eguas receptoras aciclicas tratadas hormonalmente sio utilizadas em
programas de transferéncia de embrido (TE) por facilitar o manejo e permitir o
uso dos animais no periodo nao-ovulatorio. Podem ser utilizadas como
aciclicas as éguas ovariectomizadas e as que se encontram em anestro ou
transicao (aciclicas sazonais). O uso de éguas receptoras aciclicas iniciou-se
nos anos 80, com a utilizacdo de éguas ovariectomizadas. As cirurgias eram
realizadas trés semanas antes da realizacdo da TE, com objetivo de reduzir o
manejo com rufiacbes e palpacdes transretais (HINRICHS et al. 1985, 1986,
1987).

Hinrichs et al. (1985, 1986) utilizaram somente progestagenos para o
preparo de receptoras ovariectomizadas. O tratamento com 300 mg de
altrenogest (progestageno sintético), diariamente, cinco dias antes da TE
resultou em uma taxa de prenhez de 75% (3 gestacdes de 4 transferéncias)
(HINRICHS et al.,, 1985). Em outro estudo de Hinrichs et al. (1986), foi
comparada a eficacia de diferentes doses dos progestagenos. As eguas foram
tratadas com 22 mg e 66 mg de altrenogest e 300 mg de P4 oleosa,
diariamente por cinco a seis dias antes da TE e as taxas de prenhez obtidas
foram 16% (1/6), 33%(2/6) e 40% (2/5), respectivamente. Hinrichs et al. (1986)
afirmam que uma baixa dose (22mg) do progestageno pode nao ser suficiente

para preparagao do ambiente uterino para receber o embrido.



McKinnon et al. (1988) prepararam receptoras ovariectomizadas com E2
administrado previamente aos progestagenos O E2, além de simular
hormonalmente o estro, estimula o aumento dos receptores endometriais para
P4 em éguas ciclicas (ZAVY et al., 1979). No primeiro tratamento do estudo de
McKinnon et al. (1988), administrou-se E2 trés a cinco dias até a ovulacdo da
doadora e 300 mg de P4 injetavel diariamente ap6s ovulagdo da doadora. O
segundo tratamento foi similar ao primeiro, porém a aplicacdo de E2 foi
continua até o dia 20 ap0ds ovulacédo da doadora. E o terceiro protocolo também
foi similar ao primeiro, porém com uma dose de 0,044 mg/kg de altrenogest. As
taxas de prenhez encontradas foram semelhantes as descritas por Hinrichs et
al. (1985), com variacédo de 70 a 80% entre os grupos (7/10, 8/10, 14/20). E
interessante relatar que a dose de 0,044 mg/kg utilizada em um animal com
peso de 500 kg, como descrito no estudo de Mckinnon et al. (1988), equivale
a 22 mg do progestageno, dose considerada baixa por Hinrichs et al. (1985).
Assim, pode ser que o periodo de tratamento com E2 ndo seja a condi¢cao
primordial para iniciar e manter a gestacdo, mas a administracdo prévia de

estrogeno sim.

Em vista da dificuldade para realizacdo da ovariectomia e do custo do
procedimento, o0 uso de receptoras aciclicas sazonais tratadas hormonalmente
tornou-se uma opc¢ao vantajosa, por dispensar a realizacdo de cirurgia. Além
disso, assim como as éguas ovariectomizadas, as aciclicas sazonais também
podem ser utilizadas com sucesso como receptoras de embrido (LAGNEAUX;
PALMER, 1993). Em estudos com éguas aciclicas sazonais em transi¢do de
promavera, foram encontradas taxas de gestagao similares a de éguas ciclicas,
administrando somente altrenogest (Regumate®, 0,044 mg/Kg), diariamente,
cinco a sete dias antes da TE e até os 120 dias de gestacdo (CARNEVALE et
al., 2000). Possivelmente, na fase de transicdo de primavera as éguas ja
apresentavam concentragcdes minimas de estrogeno, suficientes para estimular
a expressao dos receptores endometriais de estrogeno e P4. Rocha Filho et al.
(2004), também ndo encontraram diferenca nas taxas de prenhez ao comparar
receptoras ciclicas com receptoras aciclicas sazonais, tratadas com cipionato
de estradiol (10 mg/day, i.m.; ECP; Pharmacia and Upjohn Co., Kalamazoo,

Michigan, EUA) associado a P4 de curta (P4; Northside Pharmacy, Lexington,



EUA) e longa acédo (P4LA 150; B.E.T. Laboratories, Lexington, EUA) até 100
dias de gestacéo.

Existe uma vantagem econdmica para criadores quando 0s potros
nascem proximo ao inicio do ano hipico (12 de janeiro no hemisfério norte e 12
de julho no hemisfério sul), porém para nascerem nessa €época, a TE deve ser
realizada no periodo de transicdo, no qual h& baixo nimero de receptoras
ciclicas. Sendo assim, 0 uso de receptoras aciclicas sazonais torna-se uma

alternativa benéfica.
2.3 Progestagenos

O termo progestageno refere-se a esterdides naturais ou sintéticos que
apresentam efeito analogo ao da P4 e por isso mimetizam alteracdes uterinas
semelhantes as observadas em éguas ciclicas gestantes (PINTO, 2011). A P4
€ uma molécula lipofilica, derivada do colesterol, classificada como horménio
esteroide. E sintetizada nos ovarios pelas células do CL e em éguas gestantes
pela unidade feto-placentaria (BEATO; KLUG, 2000; VANDERWALL, 2011). A
sintese de P4 € iniciada no interior da mitocéndria. O colesterol é transportado
pela proteina stAR (proteina reguladora da esteroidogénese) para o interior da
mitocondria e convertido enzimaticamente a pregnenolona pela acdo da
P450scc (enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol). No reticulo
endoplasmatico liso a enzima 3B-hidroxiesterdide desidrogenase converte a
pregnenolona em P4 (HANUKOGLU, 1992; NISWENDER et al., 2000).

Na circulacdo sanguinea, a P4 é carreada por proteinas de transporte,
albumina e transcortina, para receptores especificos localizados nas células
alvo (GIORGI, 1980). As proteinas transportam a P4 até préximo da membrana
celular externa das células alvo e neste local a P4 se dissocia da proteina,
difundindo-se na membrana plasmatica para se ligar ao receptor (NORMAN;
HENRY, 2015). O complexo hormdnio-receptor realiza a transcricdo de genes
responsivos a P4 presentes no DNA. Esse complexo atua como um fator de
transcricdo, por modular a sintese de RNAm e proteinas, o que resulta nas
acOes hormonais da P4 (BAGCHI et al., 1992; DeFRANCO, 2002; DeMAYO et
al., 2002; VANDERWALL, 2011). A concentracdo de P4 aumenta

gradativamente nos primeiros dias pos- ovulacao e atinge valores maximos, em



torno de 12 a 14 ng/mL, entre seis e oito dias apds a ovulacdo, continuando
elevados até o inicio da lutedlise (GINTHER et al., 2006, 2007).

Em éguas gestantes a producao inicial de P4 pelo CL é idéntica a de
éguas ndo gestantes, no entanto a presenca do embrido no limen uterino
impede a liberacéo de prostaglandina (PGF2a) e consequentemente a lutedlise
(VANDERWALL, 2011), além disso, com o decorrer da gestacdo outras fontes
de P4 tornam-se ativas, como os CL suplementares e a unidade feto-placenta
(ALLEN, 2001). No inicio da gestacdo ha liberacdo continua do horménio
foliculo estimulante (FSH) pela hipdfise anterior e presenca de ondas
foliculares nos ovarios, entretanto ndo ocorre ovulacdo devido a
retroalimentagéo negativa da P4 sobre a secre¢cdao do hormonio luteinizante
(LH) (ALLEN, 2001; SQUIRES; GINTHER, 1975). A partir de 38 a 40 dias de
gestacdo os calices endometriais produzem a gonadotrofina coridnica equina
(eCG), que apresenta atividade biologica de FSH e LH na mesma molécula
(BRINSKO et al.,, 2011). Nos equinos a fracdo FSH da eCG possui baixa
capacidade de se ligar a seus receptores e a fracdo LH tem acdo luteotrofica
(MURPHY, 2012), dessa forma, os foliculos oriundos das ondas foliculares do
inicio da gestacao ovulam ou luteinizam dando origem aos CLs suplementares,
que irdo produzir P4 até aproximadamente 150 de gestacdo, quando entdo a
unidade feto- placenta assume a producéo de progestagenos (BRINSKO et al.,
2011; GINTHER, 1992; SILVA et al., 2014a).

A P4 é o horménio essencial para o estabelecimento da gestacédo, por
provocar modificagbes uterinas necessarias para mobilidade, fixacao,
orientacdo e sobrevivéncia do embrido (KASTELIC et al., 1987). Dentre outras
acbes importantes da P4, destaca-se a influéncia expressiva no
comportamento sexual das éguas, sendo que as manifestacbes de estro
ocorrem somente quando 0s niveis plasmaticos de P4 estdo abaixo de 1ng/mL
e 24 a 48 horas apoés ovulacdo o CL produz P4 suficiente para bloquear o
comportamento de estro (ARRUDA et al., 2001; AURICH, 2011; CROWELL-
DAVIS, 2007). A P4 e estrogeno exercem acdes diretas sobre o eixo
hipotalamo- hipoéfise. Enquanto o estrogeno estimula a liberacdo de LH e inibe

a de FSH, a P4 apresenta acéo inibitoria sobre a liberacdo de LH e parece ndo



10

afetar a secrecdo de FSH (VANDERWALL, 2011), importante para posterior
formacao dos CLs suplementares em éguas gestantes.

2.4 Expressdo dos receptores de estrogeno e progesterona

As acdes bioldgicas da P4 e estrégeno ocorrem por meio da ligagdo do
hormoénio a receptores celulares, esse complexo hormoénio-receptor desloca-se
para o nucleo da célula e se liga a elementos responsivos a acdo esteroide
presentes no DNA. Apos essa ligacdo € iniciada a transcricdo do gene alvo
(SCHUCHARD et al., 1993; SCHWARTZ et al., 2016). A estrutura dos
receptores esteroidais € construida por uma regido amino terminal variavel (N-
terminal), que modula a expressédo génica; pelo dominio de ligacdo ao DNA,
gue reconhece as sequéncias especificas do DNA; e pelo dominio de ligacao
carboxi terminal (C-terminal), essencial para a ligagdo hormonal, dimerizacao e
transativacao do receptor (BRINKMANN, 1994; GRIMM et al., 2016).

Os receptores de P4 (PR) sao constituidos por duas isoformas distintas,
A e B (CONNEELY; LYDON, 2000; McDONNELL et al., 1994; MOTE et al.,
2006), expressas no utero, ovarios, vagina, glandula mamaria e testiculos
(CONNEELY; LYDON, 2000; GRAHAM; CLARKE, 1997). A isoforma PR-B
difere-se da PR-A por apresentar uma sequéncia adicional de aminoacidos em
sua regiao N-terminal (CONNEELY; LYDON, 2000). O PR-A apresenta efeito
inibitério sobre a expressao de diversos receptores, como os de andrégenos,
estrogeno, mineralocorticoides e do proprio PR-B. Ja o PR-B ativa
intensamente a transcricdo de genes responsivos a P4 (CONNEELY et al.,
2003; WEN et al., 1994). Além disso, a alta expressdo génica do PR-A nos
tecidos alvo pode reduzir a resposta a P4. O equilibrio da expressao do PR-A e
PR-B foi descrito no Utero de mulheres, oviduto de galinhas e em células
cultivadas de cancer de mama, porém, em roedores foi observado que ndo ha
equilibrio entre a expressao destas isoformas, sendo que a expressao do PR-A
sobrepbe a do PR-B na proporc¢éo de 3:1 (GRAHAM; CLARKE, 1997).

As funcdes biologicas do receptor de estrogeno (ER) também séo
reguladas por dois tipos de receptores, alfa (ERa) e beta (ERB), que
apresentam estrutura molecular semelhante (KUIPER et al., 1997; LANE, 2008;
LEE et al., 2012), apesar de apresentarem diferenca significativa das regides
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C- terminal e N-terminal, com percentual de homologia de 18 e 17%
respectivamente (KUIPER et al., 1996). As a¢fes do estrégeno sdo controladas
pelo equilibrio da atividade do ERa e ER[B, uma vez que esses receptores
apresentam diferentes mecanismos transcricionais (LEE et al., 2012). Quando
localizados na mesma célula a expressdo génica mediada pelo ERa
geralmente é inibida pelo ERB (LANE, 2008). Em ratos, observa-se alta
expressao génica do ERa no utero, células da teca, estroma da prostata e
células de Leydig nos testiculos (LANE, 2008). Ja o ERB apresenta elevada
expressdo génica no epitélio da prostata, testiculos e células da granulosa
(ENMARK et al., 1997; WEISER, 2008). Foi relatada a expressao do ERB no
atero de mulheres, ratos (MATSUZAKI et al.,1999; WADA-HIRAIKE et al.,
2006) e em equinos (HONNENS et al., 2011; SILVA et al., 2014b).

A expressdo génica e proteica dos ER e PR varia de acordo com a fase
do ciclo estral e nas células que constituem o tecido endometrial. Observa-se
expressdo proteica dos ER e PR nos nucleos do epitélio luminal, epitélio
glandular e nas células do estroma do endométrio. (AUPPERLE et al., 2000;
KIMMINS; MacLAREN, 2001; WATSON et al., 1992). Durante o estro de suinos
(GEISERT et al.,1993), ovinos (SPENCER;BAZER, 1995) e equinos (HARTT et
al., 2005; McDOWELL et al.,, 1999; SILVA et al., 2014b), os ER e PR
apresentam intensa expressao génica e proteica. Acredita-se que tal padréo
observado seja devido aos altos niveis de estrégeno presentes durante o estro,
uma vez que ja foi descrito por que o estrégeno estimula o aumento de seus
receptores e dos PR (SPENCER; BAZER, 1995; ZAVY et al., 1979)

Os ER apresentam elevada expressdo proteica nos epitélios luminal,
glandular e estroma uterino durante o estro (HARTT et al., 2005). Os ERa
apresentaram alta marcacao proteica nos epitélios luminal, glandular e estroma
durante o estro, enquanto a expressdo proteica dos ERB foi observada nos
mesmos tipos celulares, porém ndo apresentaram variacdo na intensidade de
imunomarcacao entre os momentos avaliados, estro e diestro (SILVA et al.,
2014b). Os PR também apresentam maior expressédo génica durante o estro,
com intensa marcagdo proteica nos epitélios luminal, glandular e estroma
(AUPPERLE et al., 2000; HARTT et al., 2005; SILVA et al., 2014b).
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Em ovinos, espécie em que se tém mais detalhes sobre a expresséo
génica dos receptores uterinos, o estrogeno tem efeito estimulatério sobre a
expressao proteica dos ER e PR, enquanto a P4 possui efeito inibitorio
(SPENCER; BAZER, 1995). Acredita-se que em equinos ocorra 0 mesmo
(HARTT et al., 2005). Durante o diestro, observa-se fraca expressao génica e
proteica tanto dos ER quanto dos PR devido aos altos niveis plasmaticos de P4
(AUPPERLE et al., 2000; WATSON et al., 1992; SILVA et al., 2014b).Durante
o inicio (14 a 20 dias) e no terco inicial da gestacdo também ha um decréscimo
na expressao génica e proteica dos ER e PR no endométrio de éguas (HARTT
et al., 2005; SILVA et al.,, 2014b), bovinos (KIMMINS; MacLAREN, 2001) e
ovinos (SPENCER;BAZER, 1995; SPENCER;BAZER, 2002). Hartt et al. (2005)
relatam que a supressdo dos PR pode ocorrer em resposta a presenca do
embrido no utero. Além disso, essa menor expressao proteica pode ser
importante para o preparo do Utero para receber o embrido, para o
reconhecimento materno da gestacdo, implantacdo e desenvolvimento do
embrido (OKUMU et al., 2010; SPENCER; BAZER, 1995; SPENCER; BAZER,
2002).

Estudos utilizando fémeas aciclicas sazonais ou ovariectomizadas
tratadas hormonalmente (KIMMINS; MacLAREN, 2001; McDOWELL et al.,
1999; SILVA et al., 2017; WU et al., 1996) foram desenvolvidos com intuito de
compreender o0 mecanismo de acdo do estrégeno e da P4 sobre a expressao
génica e proteica dos receptores endometriais. Foi observada maior expressao
génica dos ERa em éguas aciclicas sazonais tratadas somente com valerato
de estradiol por seis dias, quando comparado aos animais tratados com
valerato de estradiol pelo mesmo periodo seguido da administracdo de P4 de
curta ou longa acéo (P4LA) por seis dias (McDOWELL et al., 1999). Em outro
estudo com éguas aciclicas sazonais foi utilizada uma unica dose de benzoato
de estradiol seguido de administragcédo Unica de P4LA, os autores relataram um
aumento da expressdo génica dos ERa e PR cinco dias apds a administracao
de P4LA e o ERPB nao apresentou alteragéao (SILVA et al., 2017). Em vacas e
ovelhas ovariectomizadas, a administracdo de P4 ndo alterou a expresséo
proteica dos seus proprios receptores e dos ER (KIMMINS; MacLAREN, 2001;
WU et al., 1996).
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McDowell et al. (1999) e Silva et al. (2017) observaram imunomarcagao
dos ER e PR no endométrio de éguas aciclicas antes do tratamento hormonal,
semelhante ao relatado na expressdo proteica dos mesmos receptores em
vacas ovariectomizadas (KIMMINS; MacLAREN, 2001). Uma das hipoGteses é
que fatores paracrinos possam estar envolvidos na regulacdo da expressao
dos ER e PR (McDOWELL et al.,1999; SPENCER; BAZER, 1995).

Assim, é importante avaliar as alteracbes observadas na expressdo
génica e proteica dos receptores endometriais de estrogeno e progesterona em

éguas aciclicas apés o tratamento com protocolos hormonais.
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RESUMO
A progesterona (P4) é frequentemente utilizada, apdés a administracdo de

estradiol, para preparo de éguas aciclicas sazonais (anestro ou transicao)
como receptoras de embrido, entretanto estudos anteriores relatam gestacéo
de éguas aciclicas sazonais tratadas somente com P4. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a expressédo génica e proteica dos receptores de estrogeno
alfa (ERa), estrégeno beta (ERB) e progesterona (PR) no endométrio de éguas
aciclicas sazonais tratadas com progesterona de longa acéo (P4LA). Foram
utilizadas oito éguas durante a fase de anestro sazonal, nas quais foram
realizadas bidpsias uterinas imediatamente antes e cinco dias apos a
administracdo de 1,5 g de P4LA. Coletas de sangue foram realizadas
diariamente para dosagem da concentracao plasmatica de P4. Para avaliacéo
da expressao proteica dos receptores foi realizada a técnica de
imunoistoquimica (IHQ) e o percentual da area imunomarcada foi determinado
pelo software de analise de imagens ImageJ. As abundancias dos transcritos
para ERa (ESR1), ERB (ESR2) e PR (PGR) foram determinadas por RT-gPCR.
Os ERa apresentaram maior expressao proteica (p<0,05) apds a administracédo
de P4LA, porém ndo houve alteracdo da abundancia dos mRNA que codificam
esse gene (p>0.05). Quanto aos ER(, foi observada tendéncia a menor
expressao proteica (p=0,07) e inibicdo da expressao génica (p<0,05) apds o
tratamento, ja os PR ndo apresentaram alteracdo (p>0,05). A concentracéo
plasmatica de P4 apresentou maior concentracao 24 horas apés a aplicacéo de

P4LA (D1) com posterior declinio desses valores (p<0,05). A dose de 1,5 g de
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P4LA atingiu as concentragbes minimas de P4 necessarias para 0
estabelecimento e manutencéo da gestacao.

Palavras-chave: Equinos, anestro, protocolos hormonais.

l.Introducéo

As éguas sdo poliéstricas estacionais de dias longos, ou seja,
apresentam méxima atividade ovariana na primavera e verdo. No inverno essa
atividade é reduzida, caracterizando a fase de anestro sazonal [1]. O inicio da
estacdo reprodutiva na primavera depende de diversos fatores fisiolégicos e
ambientais, tais como idade, raca, condicdo corporal e principalmente o
fotoperiodo [2,3]. Porém, a baixa oferta de alimentos durante o periodo de
transicdo (inverno-primavera) e o manejo diferenciado entre doadoras e
receptoras faz com que as doadoras iniciem a atividade ciclica mais cedo na
estacdo reprodutiva enquanto as receptoras continuam em anestro [4]. Dessa
forma, existe um reduzido numero de receptoras ciclicas disponiveis nessa
fase. Para se estabelecer a gestacdo em receptoras aciclicas sazonais
(anestro ou transicdo), atualmente utilizam-se estrégenos seguidos de
progestagenos na maioria dos protocolos hormonais, uma vez que foi
demonstrado que o estrogeno estimula o aumento dos receptores para
estrogeno e progesterona (P4) no endométrio de éguas ciclicas [5,6].

Os progestdgenos sao aplicados nas éguas receptoras aciclicas
sazonais ou ovariectomizadas utilizadas em programas de transferéncia de
embrido (TE) em equinos a fim de estabelecer e manter a gestagao
[7,8,9,10,11,12]. A utilizacdo de produtos progestacionais (naturais ou
sintéticos) possibilita a inducdo de mudancas endometriais similares as que
ocorrem nas éguas apOs a ovulacao, viabilizando o uso de éguas aciclicas
sazonais como receptoras de embrides [13].

Nos anos 80, foram utilizadas éguas aciclicas ovariectomizadas como
receptoras. Os autores realizaram ovariectomias, no minimo, trés semanas
antes da transferéncia de embribes, com objetivo de reduzir o manejo com
rufiacbes e palpagbes transretais, normalmente realizados em receptoras
ciclicas [7,8,9]. Apenas o0s progestagenos foram utilizados para o preparo de

receptoras aciclicas ovariectomizadas, o tratamento foi realizado com 300 mg
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de altrenogest (progestageno sintético), diariamente, cinco dias antes da TE e
resultou em uma taxa de prenhez de 75% (3 gestacdes de 4 transferéncias) [7].
Em outro estudo foi testada a eficacia de diferentes doses dos progestagenos,
0S animais receberam 22 mg e 66 mg de altrenogest e 300 mg de P4 oleosa,
diariamente por cinco a seis dias antes da TE. As taxas de prenhez obtidas
foram 16% (1/6), 33%(2/6) e 40% (2/5), respectivamente [8] Os autores
afirmam que uma baixa dose (22mg) do progestageno pode nao ser suficiente
para preparacdo do ambiente uterino para receber o embrido [8].

O tratamento com estradiol (E2) por diferentes periodos associado a P4
também foi utilizado para o preparo de éguas receptoras ovariectomizadas [11].
No primeiro tratamento administrou-se E2 trés a cinco dias até a ovulagcédo da
doadora e 300 mg de P4 injetavel diariamente apds ovulacdo da doadora. O
segundo tratamento foi similar ao primeiro, porém a aplicacdo de E2 foi
continua até o dia 20 ap6s ovulacéo da doadora. E o terceiro protocolo também
foi similar ao primeiro, porém com uma dose de 0,044 mg/kg de altrenogest. As
taxas de prenhez encontradas foram semelhantes as descritas em estudos que
utilizaram somente progestagenos [7], com variacdo de 70 a 80% entre 0s
grupos (7/10, 8/10, 14/20). Porém, um fato interessante é que a dose de 0,044
mg/kg de altrenogest utilizada em um animal com peso de 500 kg [11], equivale
a 22 mg do progestageno, dose considerada baixa em estudos anteriores [8].
Assim, pode ser que o periodo de tratamento com E2 n&o seja a condicao
primordial para iniciar e manter a gestacao, mas a administracdo prévia de E2
tenha influéncia na preparacao do Utero para receber o embrido.

O uso de receptoras aciclicas sazonais dispensa a realizacdo de
cirurgia, tornando-se uma opcdo vantajosa. Tanto éguas ovariectomizadas,
quanto aciclicas sazonais, podem ser utilizadas com sucesso como receptoras
de embrides [12]. Em estudos com éguas aciclicas sazonais em transicdo de
primavera, foram encontradas taxas de gestacdo similares a de ciclicas,
administrando somente altrenogest (Regumate®, 0,044 mg/Kg) diariamente por
cinco a sete dias antes da TE e mantidos até os 120 dias de gestacédo [10].
Possivelmente, no periodo de transicio de primavera as éguas ja
apresentavam concentragdes minimas de estrogeno, suficientes para estimular

a expressao dos receptores endometriais de estrégeno e P4.



24

Ha relatos do estabelecimento da gestacdo em receptoras aciclicas
sazonais tratadas com a P4, porém nao foi relatado o efeito somente desse
horménio sobre a expressao génica e proteica dos receptores endometriais de
estrogeno e P4. Ao contrario do estrégeno, a P4 secretada pelo corpo luteo
apos a ovulacdo inibe a expressdo proteica dos receptores endometriais de
estrogeno e P4 durante o diestro. E nos primeiros dias de gestacdo observa-se
também uma menor expressdo proteica dos PR, principalmente no epitélio
luminal e glandular [14]. Assim, o0 objetivo do presente estudo foi analisar o
efeito da administracdo de P4 sobre a expressao génica e proteica dos
receptores endometriais de estrogeno e P4 de éguas aciclicas sazonais e

avaliar o perfil da concentracéo plasméatica de P4 apdés o tratamento.

2.Material e métodos

2.1Animais e grupo experimental

Foram utilizadas oito éguas mesticas, entre quatro e quinze anos de
idade, em anestro sazonal, sem alterac6es degenerativas e/ou inflamatorias no
endométrio, previamente avaliadas por citologia e bidpsias uterinas. Foram
consideradas éguas em anestro aquelas avaliadas no periodo de menor
luminosidade do ano (solsticio de inverno) que apresentaram foliculos com
didmetro menor que 15 mm, auséncia de corpo luteo (CL) e concentracdo
plasmética de P4 menor que 1ng/mL em trés avaliagbes consecutivas com
intervalo de sete dias. Os animais foram selecionados de acordo com
avaliacdes histolégicas de inflamacdo e fibrose endometrial [15], sendo
incluidas apenas as éguas classificadas como grau | (endométrio normal) ou
lIA (Inflamacéo leve e /ou fibrose). As éguas foram mantidas em feno coast-
cross (Cynodon dactylon) com agua e sal mineral ad libitum. O experimento foi
conduzido durante o més de Julho no Centro de biotecnologia em reprodugéo
equina (CERBEC)- Fazenda Lageado, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Botucatu-Sao Paulo, Brasil. Todos os procedimentos com o0s
animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-Unesp-Botucatu, protocolo
namero 100/2016.
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2.2 Tratamento hormonal, coleta de sangue e dosagem de progesterona

Os animais foram avaliados imediatamente antes (DO) e cinco dias ap6s
(D5) o tratamento com 1,5 g de P4 longa acdo (P4LA, Sincrogest®-Ourofino,
Cravinhos, SP, Brasil).

Coletas de sangue foram realizadas diariamente por venopuncdo da
jugular, do DO ao D5 para dosagem da concentracdo plasmatica de P4. As
amostras de sangue foram coletadas em tubos heparinizados, centrifugadas a
600g por 10 minutos para obtencédo de plasma e armazenadas a -20°C até o
ensaio hormonal.

A concentragdo plasmética de P4 foi determinada por radioimunoensaio
(RIA) utilizando kit comercial (RIA Progesterone, Beckman Coulter. Brea,
California, USA), seguindo a orientacdo do fabricante. O coeficiente de

variagao intra-ensaio foi de 13,4%.

2.3 Biopsias uterinas

Com o auxilio de pincas de biépsia uterina (Botupharma®, Botucatu, SP,
Brasil), amostras foram colhidas imediatamente antes da aplicagdo da P4LA
(DO) e no D5. Cada fragmento foi dividido em duas partes, sendo um
acondicionado em formol tamponado 10% para realizacdo de imunoistoquimica

(IHQ) e outro em nitrogénio liquido para avaliagdo por RT-gPCR.

2.4 Imunoistoquimica

Os fragmentos uterinos foram fixados em formol tamponado 10% por 24
horas e posteriormente mantidos em 4&lcool 70% até o momento do
processamento. As amostras foram incluidas em parafina e cortadas em
seccOes de 4 um. As secgdes de parafina foram desparafinizadas e reidratadas
em diluices seriadas de xilol e alcool. Para recuperacdo antigénica as laminas
foram colocadas por 30 minutos em solucdo de citrato pH 6. As peroxidases
endogenas foram inibidas utilizando 8% de perdxido de hidrogénio (H20,) em
metanol por 20 minutos. Em seguida, incubadas em leite em p6 desnatado por
1 hora a 27°C, para minimizar anticorpos de ligacédo inespecificos. As laminas
foram incubadas com os anticorpos primarios especificos para PR (diluicéo -
1:100, mouse monoclonal PR-2C5, Invitrogen), ERa (diluicdo - 1:100, mouse

monoclonal SC-311, Santa Cruz Biotechnology) e ERp (diluicdo 1:100, mouse
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monoclonal PPG5-10, Abcam) por 18 horas. Posteriormente o material foi
incubado com anticorpo secundario (N-Histofine Simple Stain® - Nichirei
Biosciences Inc.) por 30 minutos a 27°C, lavado em solucédo tampéao pH 7,4 e
revelado com cromégeno DAB (3,3 -diaminobenzidina - Liquid DAB
Cromogen® — Dako — USA) por 3 minutos. As laminas foram contra-coradas
com Hematoxilina de Mayer por 1 minuto e 20 segundos, lavadas em &gua

corrente por 5 minutos, desidratadas em alcool e xilol e montadas.

2.5 Quantificacdo da area imunomarcada e imunolocalizacao

A gquantificagdo da imunomarcacéo foi realizada utilizando o software de
processamento de imagem ImageJ (Wayne Rasband no National Institute of
Mental Health, USA). O ImageJ utiliza um algoritmo para calcular as areas
imunomarcadas pelo cromégeno DAB, baseado na absorcdo vermelho-verde-
azul (RGB) especifica para a imunomarcagao avaliada, o que gera um valor
correspondente a quantidade de antigeno ligado ao cromogeno [16,17].

As imagens foram obtidas por meio do fotomicroscépio (Zeiss Axio I,
Carl Zeiss Microlmaging, Alemanha) utilizando o aumento de 400x. Foram
avaliadas cinco secgdes de cada lamina de cada animal em cada momento (DO
e D5). O valor da area imunomarcada foi obtido pela divisdo do valor da area
selecionada pela area total de cada seccdo. A média obtida das cinco
mensuragdes encontradas foi transformada em porcentagem, resultando no
percentual da area marcada. A partir dessas imagens também foi avaliada a
imunolocalizacdo dos ERa, ERB e PR nos epitélios glandular e luminal e

estroma uterinos.

2.5.Expresséo dos genes ESR1, ESR2 e PGR por RT-PCR em tempo real

O RNA foi extraido utilizando Trizol (Trizol® Reagent, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), seguindo recomendacdes do fabricante, e diluido em 40
ML de agua livre de RNase. Uma amostra de 1 uL RNA foi testada para pureza
(A260/280) e a concentracao por espectrofotometria (NanoDrop ND1000®). As
amostras de RNA foram tratadas com RNase-free DNase | (Ambion®, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) por 30 min a 37° C, seguido do tratamento
com o reagente DNase Inactivation ( temperatura ambiente por 2 min). A

quantificacdo do RNA foi realizada por espectrofotometria e as amostras
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tratadas foram normalizadas com agua livre de endonucleases. A sintese do
cDNA foi realizada com 2400 ng do total de RNA por 40 uL de reacao
utilizando hexameros aleatérios e o Kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Primers especificos para receptores de estrogeno alfa (ESR1),
estrogeno beta (ESR2), progesterona (PGR), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GADPH) e beta-2-microglobulina (B2M), foram selecionados
com base em primers previamente validados para endométrio de égua [18,19].

A eficiéncia dos primers variou de 93,8% a 99,3% (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias de primers e niUmero de acesso ao gene utilizado para transcricdo dos
receptores de estrogeno alfa (ESR1), estrégeno beta (ESR2), progesterona (PGR),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH) e beta-2-microglobulina (B2M).

Numero de N : . Tamanho do
Gene 2CESSO Sequéncia do primer (5'-3") produto (bp)

Forward.: TCCATGGAGCACCCAGGAAAC
1
ERSL NMO01081772 Reverse:CGGAGCCGAGATGACGTAGCC 125

Forward: TCCTGAATGCTGTGACCGAC
1
ERS2" XMOO1915519 Reverse: GTGCCTGACGTGAGAAAGGA 116

Forward: CTTCCCCGACTGCGCGTACC 81

1
PGR XM 001498494 Reverse: TTGTGTGGCTGGAAGTCGCCG

1 Forward: AGAAGGAGAAAGGCCCTCAG
GADPH™ NM_00116381 Reverse: GGAAACTGTGGAGGTCAGGA 87

Forward: GTGTTCCGAAGGTTCAGGTT 102

B2M? NM 00108252
- Reverse: ATTTCAATCTCAGGCGGATG

! Primers validados para endométrio de égua de acordo com Silva et al.(2014).
% Primers validados para endométrio de égua de acordo com Klein et al.(2011).

As reacdes de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) foram realizadas em
duplicatas, utilizando volume final de 20 pL, sendo 2 pyL de cDNA; 10 yL de
GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA);1 uL de cada primer
(forward e reverse); e agua livre de endonuclease q.s.p. A RT-gPCR foi
realizada no 7500 fast Real Time PCR systems (Applied Byosystems®), com as
seguintes condicbes de termociclagem: 10 min a 95°C (desnaturagé&o inicial)
seguido de 40 ciclos de 15 s a 95°C (desnaturagdo) e 1 min a 60°C

(anelamento/extensao).
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As alteracfes na expressdo dos genes foram calculadas pela média do
ciclo de quantificacdo (Ct) e em seguida normalizadas para o gene enddgeno
de referéncia B2M, gene mais estavel, para gerar valores delta Ct (ACt). O
GADPH também foi utilizado como gene enddgeno de referéncia, mas em
nossas condicbes experimentais o B2M foi o gene mais estavel como
demonstrado pelos resultados do software NormFinder (B2M= 0.372;
GAPDH=0.458).

2.6. Analise estatistica

Foi utilizado o teste de postos sinalizados de Wilcoxon para comparar a
porcentagem da area imunomarcada no ImagedJ e os valores de ACt entre os
momentos (DO e D5) para os ERa, ERB e PR. Estatisticas descritivas foram
geradas para avaliacdo da concentracdo de progesterona ao longo dos
momentos, antes e apOs a administracdo de P4LA (DO= O0h, D1=24h,
D2=48h,D3=72h, D4=96h, D5=120h). Um modelo de medidas repetidas para
dados ndo paramétricos (teste de Friedman) foi utilizado para comparar a
concentracdo de progesterona entre os momentos antes (D0) e apos (D5) a
sua administracdo. Todas as variaveis foram transformadas em log para
analise. Os dados foram apresentados como meédias geométricas com
intervalos de confianca para demonstrar valores na escala original. As analises
foram realizadas em GraphPad 5 (GraphPad Software, 2014) com nivel de

significancia de 0,05.

3. Resultados

3.1 Quantificacdo da areaimunomarcada e imunolocalizacéo

Os ERa apresentaram maior expressao proteica apos o tratamento com
P4 (p<0,05), ja os ERB apresentaram tendéncia a menor marcagao (p=0,07)
(Figuras 1 a e b, respectivamente). Quanto aos PR, nao foi observada variacdo
nos diferentes momentos (p>0,05; Figura 1 c). Os ERa e ERB apresentaram
menor imunomarcacgédo nas células do estroma uterino quando comparados aos
epitélios luminal e glandular, antes (Figuras 2a e 2c, respectivamente) e cinco
dias apés o tratamento com P4LA (Figuras 2b e 2d, respectivamente). Ja os
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PR apresentaram imunomarcag¢ao em todos os tipos celulares, sem alteracao

apos a aplicacéo de P4LA (Figuras 2e e 2f).
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Figura 1. AlteragGes observadas na analise de imagens pelo software ImageJ nos dias
relativos ao tratamento com P4LA, por meio da porcentagem da area imunomarcada dos ERa
(a), ERB (b) e PR (c) antes a administracéo de 1,5 g de P4LA (DO) e cinco dias ap0s (D5).

Letras diferentes indicam diferenca estatitica (p<0,05). (*) indica tendéncia (p<0.1).
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Figura 2. Imagens representativas da imunolocalizagdo dos ERa (a,b), ERpB (c,d) e PR (e,f) no
endométrio equino. As figuras a,c,e mostram a localizagdo das imunomarcacdes antes da
administragdo de 1,59 de P4LA e as figuras b,d,f cinco dias ap6s o tratamento. Barra de
escala=20um

3.2 Mudangas na abundancia dos transcritos para ERa, ERf e PR.

Apoés o tratamento com P4LA, ndo foram observadas alteracdes na
abundancia dos transcritos para ERa e PR (p>0,05) (Figuras 3 a e c,
respectivamente). Vale ressaltar que quatro dos oito animais utilizados
apresentaram aumento da expressao do gene ESR1 no D5, porém devido ao
baixo ndmero de animais utilizados, ndo houve diferenca estatistica. Em
relacdo ao ESR2, foi observada menor expressdo génica apdés a administracdo
de P4LA (p<0,05) (Figura 3 b).
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Figura 3. Mudancas relativas na abundéancia dos transcritos para ESR1 (a), ESR2 (b) e PGR
(c) antes da administracéo de 1,5g de P4LA (DO) e cinco dias apds (D5). Dados expressos
como a mediana do ACT em relacdo a expressao do gene de referéncia (B2M). Menores
valores de ACT representam maior expressdo dos mRNA dos genes escolhidos (ESR1, ESR2

e PGR). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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3.3 Concentracfes plasméaticas de progesterona

Niveis méximos de P4 foram observados 24 horas apds a administracdo
de P4LA (D1), com decréscimo gradual cinco dias apds o tratamento (D5).
Houve diferenca estatistica entre os momentos D1 e D5 (p<0,05),

representados na figura 4.
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Figura 4. Concentracdes plasmaticas de progesterona antes da administracdo de P4LA (DO) e
nos momentos subsequentes: D1=24h, D2=48h, D3=72h, D4=96h e D5=120h. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

4.Discusséo

No presente trabalho foram observadas alteracdes na imunomarcacao
dos ERa apds o tratamento com P4LA, similares ao descrito em estudos que
utilizaram estrégeno seguido de P4 em éguas aciclicas sazonais [20], que
observaram aumento da imunomarcagdao dos ERa cinco dias apos o
tratamento com PA4LA. Entretanto os resultados encontrados diferem dos
observados em éguas ciclicas no diestro [14, 19, 21]. Eguas ciclicas
apresentam alta expressao génica e proteica dos ER durante o estro, momento
em que o0s niveis de estrégeno sao altos, porém no inicio e meio do diestro ha
uma reducdo da expressao génica e proteica desse receptor, em decorréncia
dos crescentes niveis de P4 [14, 19,21,22].
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Acreditamos que as alteragBes observadas no percentual da éarea
imunomarcada do ERa esteja relacionada ao perfil plasmético de P4
encontrado. Eguas em diestro apresentam maxima concentracdo de P4 entre o
62 e 82 dias apoOs a ovulacdo e se mantém elevada até o inicio da lutedlise
[23,24]. As concentracBes de P4 chegam a 12 a 14 ng/mL [23,24] e por isso ha
inibicdo da expressao proteica dos ER e PR [14, 19,20, 21,22].

No presente trabalho foi observado um pico na concentracédo de P4, 24
horas ap6s a administracdo de P4LA com diminuicdo gradual cinco dias apos o
tratamento. As altas concentracbes de P4 podem justificar a menor
porcentagem de area imunomarcada dos ER[ apds o tratamento com P4, mas,
possivelmente, a concentracdo plasmatica de P4 no D5 néo foi suficiente para
inibir a expressédo proteica dos ERa. Estudos em ratas relatam que a
expressao proteica do ERa pode ser dependente de P4, ja que tal receptor foi
considerado regulavel no epitélio glandular apés o tratamento com estrégeno
seguido de P4 [25]. E, apesar de apresentarem homologia estrutural,
principalmente na regiao de ligacdo ao DNA, os ERa e ERB podem apresentar
estabilidade diferencial do mRNA e/ou da proteina e por isso podem ser
observadas diferencas entre a expressédo génica e proteica destas isoformas
[26]. Em humanos foram observadas diferencas na expressao proteica desses
receptores em diversos tecidos, como, placenta, prostata e tecido mamario
integro e com células cancerosas [26, 27,28], assim, como observado no
presente trabalho no qual encontramos diferencas na expressao proteica dos
ERa e ERB apds o tratamento com P4LA. Diferente do observado nos ERa e
ERB, a expressdao proteica dos PR apdés o tratamento com P4LA nao
apresentou alteracfes, semelhante ao descrito em vacas ovariectomizadas
tratadas com dispositivo intravaginal de P4 (1,9 g de P4, PRID) por 12 dias e
ovelhas ovariectomizadas tratadas com esponja intravaginal de P4 (0,3 g de
P4, Carter Holt Harvey Plastic Products) por 10 dias [30,31].

Os ER apresentam forte imunomarcacao nos epitélios luminal, glandular
e de forte a moderada no estroma durante o estro [14,21,22]. Ja no diestro ha
uma menor marcagao no estroma [22], assim como observamos antes e apos o
tratamento com P4LA. Em éguas aciclicas tratadas com 2,5 g de benzoato de
estradiol seguido de uma uUnica aplicacdo de 1,5 g de P4LA, foi observado um

aumento da imunomarcacdo dos ER apO0s a administracdo de PA4LA
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principalmente no citoplasma das glandulas endometriais [20]. J& em vacas
ovariectomizadas tratadas somente com dispositivo intravaginal de P4 por 12
dias (1,9 g P4, PRID), os ER apresentaram fraca marcacdo nas ceélulas do
estroma apos o tratamento [30]. Os PR apresentam forte marcacdo em todos
0s tipos celulares durante o estro [14, 19]. Durante o diestro foi relatada uma
diminuicdo na imunomarcacao apenas nas células do estroma [22], 0 que ndo
foi observado em éguas tratadas com estrogeno seguido de P4 [20] e no
presente trabalho.

Durante o estro de diversas espécies [14, 19,22, 32] observa-se um
aumento na abundéncia dos mRNAs que codificam os ER e PR, uma vez que
foi demonstrado que o estrégeno estimula a expressdo desses receptores
[6,22]. A P4, por sua vez inibe a expressao génica dos ER e de seus proprios
receptores [14,21,22], como observado no presente trabalho, no qual houve
inibicdo da expressdo génica dos ESR2. Porém, a expressao génica dos ESR2
ainda é pouco entendida. Em éguas aciclicas tratadas com estrogeno seguido
de P4 houve uma diminuicdo na abundancia dos transcritos para esse gene
apos a aplicacdo de benzoato de estradiol e a administracdo de P4 nao afetou
sua expressao [20]. Sabe-se que a administracdo de P4 pode n&o alterar a
expressdo génica dos ER e PR, como descrito em vacas e ovelhas
ovariectomizadas tratadas com dispositivos intravaginais de P4 [30,31] e
observado na abundancia dos mRNA para os genes ESR1 e PGR neste
trabalho.

A taxa de producdo celular dos mRNAs pode ser inferior a de proteinas,
geralmente uma célula de mamifero produz duas copias de mRNA por hora,
enquanto produz dez copias de proteinas correspondentes ao mRNA na
mesma fracdo de tempo [33,34] . Além disso, os MRNAs sdo mais instaveis do
que as proteinas, sao rapidamente metabolizados, j& que apresentam meia
vida mais curta de, aproximadamente, 2.6 a 7 horas, enquanto as proteinas
apresentam em torno de 46 horas [33,34]. Possivelmente, 0 mRNA para o gene
ESR1 tenha sido metabolizado antes da proteina do ERa, visto que foram
observados diferencas na expressao génica e proteica desse receptor.

E possivel que outros fatores estejam envolvidos na expressado génica e
proteica dos ER e PR, néo s6 os niveis circulantes de estrégeno e P4 [5]. Uma

vez que, observamos a expressao proteica dos ER e PR antes da
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administracdo de P4LA, semelhante ao descrito em éguas em anestro [5,20] e
vacas ovariectomizadas [30], o que pode indicar a possibilidade de uma
regulacdo paracrina da expressao desses receptores [5] ou que a auséncia de
down regulation, devido as baixas concentragbes hormonais observadas no
anestro, ndo é suficiente para inibir a expressao proteica desses receptores.

A dose de 1,5 g de P4LA pode ser considerada suficiente para manter a
gestacdo em éguas aciclicas sazonais utilizadas como receptoras de embriao,
ja que tal dose fornece concentracfes plasmaticas de P4 semelhantes ao
observado em éguas ciclicas durante o diestro [35,36], embora o peffil
hormonal seja diferente. Sabe-se que concentracbes plasmaticas minimas de
2,5 ng/mL [36] a 4 ng/mL [37] de P4 séo suficientes para manter a gestacao.
No presente estudo, os niveis de P4 encontrados no D5, momento em que
geralmente realiza-se a transferéncia de embrido [38,39,40], sdo suficientes
para manutencdo da gestacdo. Em estudos que avaliaram o perfil plasmatico
de P4 apos administracdo de P4LA em éguas aciclicas, foram obtidas
concentracfes plasméaticas maximas em torno de 18 ng/mL 24 horas apds o
tratamento com diminuicdo gradual cinco dias apés o tratamento [20,35].
Assim, é aconselhada a administracdo de uma nova dose de P4LA no dia da
TE, para garantir que o0s niveis de P4 mantenham-se adequados para o
estabelecimento da gestacéo.

Concluimos, que a dose de 1,59 de P4LA pode ser considerada eficaz
em atingir os niveis minimos de P4 necessarios para 0 estabelecimento e
manutencdo da gestacdo cinco dias apds o inicio do tratamento. Estudos
complementares sdo necessarios para avaliar as taxas de prenhez apds a
transferéncia de embrides utilizando éguas aciclicas sazonais tratadas somente
com P4LA.
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