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RESUMO

A utilizacao de €guas receptoras ciclicas e aciclicas nos programas de transferéncia de
embrides (TE) é uma pratica consagrada na reproducdo equina. Uma alternativa
vantajosa para criadores e veterinarios € o uso das receptoras aciclicas, uma vez que
viabiliza a antecipacdo da estagao de monta e reduz o manejo com as receptoras. Para se
estabelecer a gestac@o nestas receptoras, estrogenos e progestinas sao administrados, de
forma a simular o ambiente hormonal uterino de éguas que se tornam naturalmente
gestantes. A administracdo de estrogenos previamente as progestinas € baseada nos
estudos em éguas ciclicas, que mostram que o estradiol, presente no periodo de estro,
estimula a expressao dos seus proprios receptores e dos receptores para progesterona no
endométrio. A progesterona, por sua vez, provoca mudangas uterinas que possibilitam o
estabelecimento e manutengdo da gestacdo e leva a redugdo dos receptores de estradiol e
de seus proprios receptores durante o diestro e inicio da gestagdo. No entanto, pouco se
sabe sobre os receptores endometriais de estradiol e progesterona em éguas aciclicas,
principalmente utilizadas em programas de TE. O presente trabalho revisa o padrao de
expressdo génica dos receptores endometriais de estradiol e progesterona em éguas
durante o ciclo estral, inicio da gestacdo e submetidas a tratamentos hormonais com

estrégenos e progestinas exdgenas.

Palavras-chave: éguas aciclicas, estradiol, expressdo génica, progesterona, receptores

endometriais.
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ABSTRACT

The use of cyclic and non cyclic recipient mares in embryo transfer (ET) programs is a
well established practice in equine reproduction. An advantageous alternative for horse
owners and veterinarians is the use of non-cyclic recipients, since it makes possible the
anticipation of the breeding season and reduces handling with the recipients. In order to
establish pregnancy in the non-cyclic recipients, estrogens and progestins are
administered to allow the induction of similar endometrial changes to those which occur
in naturally pregnant mares. Administration of estradiol prior to progestins is based on
cyclic mares’ researches, where estradiol produced during estrous stimulates the
expression of estrogen and progesterone receptors in the endometrium. On the other
hand, progesterone causes uterine changes that allow pregnancy establishment and
maintenance. In addition, progesterone leads to reduction of estrogen and progesterone
receptors during diestrous in cyclic mares. However, little is known about estrogen and
progesterone endometrial receptors in non-cyclic mares, especially used in ET
programs. The current study revises the gene expression pattern of estradiol and
progesterone endometrial receptors in mares during estrous cycle, early pregnancy and

submitted to estrogens and progestins hormonal treatments.

Key-words: non-cyclic mares, estradiol, gene expression, progesterone, endometrial

receptors
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INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) em equinos é amplamente desenvolvida e
disseminada no Brasil. Nosso pais estd entre os trés com maior nimero de embrides
transferidos por ano, junto com os Estados Unidos e Argentina (IETS Statistics and
Data Retrieval Committee Report, 2011). No entanto, um grande fator limitante nos
programas de TE € o nimero e qualidade de receptoras disponiveis durante toda a
estacdo reprodutiva e, principalmente, no inicio desta.

Protocolos hormonais utilizando estrégenos e progestinas sio comumente
aplicados nos programas de TE com o objetivo de estabelecer a gestagdo nas receptoras
aciclicas (HINRICHS et al.,, 1986; ROCHA FILHO et al., 2004). A aplicacdo dos
protocolos hormonais que permitem o estabelecimento da gestacdo nestes animais é
empirica, sendo baseada principalmente nos achados ultrassonograficos apds a
administracao dos hormonios.

Sabe-se que os hormodnios esteroidais estradiol e progesterona regulam a
expressdo dos seus receptores no endométrio durante o ciclo estral e inicio da gestacdao
(WATSON et al., 1992; HARTT et al., 2005). Além disso, o estudo dos receptores de
estradiol e progesterona em animais aciclicos tratados com hormdnios exdgenos tem
sido uma ferramenta importante na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos
nesta regulacio (MCDOWELL et al., 1999; KIMMINS & MACLAREN, 2001). No
entanto, existem poucas descri¢des sobre os receptores de estradiol e progesterona em
éguas em anestro ou transicdo e, principalmente, sobre o efeito da administracdo de
estrégenos e progestinas sobre seus receptores no tutero de éguas aciclicas.

A partir do exposto, o objetivo deste trabalho € revisar o padrao de expressdao
génica dos receptores endometriais de estradiol e progesterona em éguas ciclicas e
aciclicas, durante o ciclo estral, inicio da gestacdo e submetidas a tratamentos

hormonais com estrégenos e progestinas exdgenas, respectivamente.
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REVISAO DE LITERATURA

Utilizacao de éguas receptoras aciclicas nos programas de transferéncia de

embrioes

Sabe-se que éguas sdo poliéstricas estacionais e o inicio da estacdo reprodutiva
na primavera depende de diversos fatores fisiol6gicos e ambientais, tais como idade,
raca, condicao corporal e principalmente o fotoperiodo (GINTHER, 1992; NAGY et al.,
2000). A sazonalidade reprodutiva € dividida em quatro fases, baseada na dinamica
folicular: fase de anestro, de transi¢ao de primavera, ovulatéria e de transi¢do de outono
(GINTHER et al., 2004).

Geralmente, durante o periodo de transi¢do de primavera, um manejo alimentar
diferenciado é oferecido a doadoras e receptoras nas propriedades rurais e centrais de
TE, fazendo com que éguas doadoras iniciem a atividade ciclica mais cedo no ano,
enquanto as receptoras permanecem em anestro. Desta forma, existe reduzido nimero
de receptoras ciclicas disponiveis. Para algumas associacdes de criadores de equinos, o
uso de receptoras nesta fase é extremamente desejavel (ROCHA FILHO et al., 2004),
uma vez que existe pressdo econdmica para que Os potros nascam o mais proximo
possivel do inicio do ano hipico (1° de janeiro no hemisfério norte e 1° de julho no
hemisfério sul). Este fato tem estimulado pesquisadores a desenvolverem métodos que
antecipem a ciclicidade das éguas (NAGY et al., 2000) ou que permitam a utiliza¢do das
receptoras aciclicas nos programas de TE (CARNEVALE et al., 2000; ROCHA FILHO
et al., 2004).

As taxas de gestacdo nas receptoras aciclicas sdo, na maioria dos trabalhos,
similares as das receptoras ciclicas e, portanto, podem ser utilizadas com sucesso nos
programas de TE (CARNEVALE et al., 2000; ROCHA FILHO et al., 2005; GRECO et
al., 2012). Adicionalmente, existem algumas vantagens no uso de éguas aciclicas como
receptoras, considerando que estas nao precisam ser sincronizadas com as doadoras de
embrides, ndo ha necessidade de realizar rufiacdes e, principalmente, exige-se menor

freqiiéncia de palpacdes retais (HINRICHS & KENNEY, 1987).
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Protocolos hormonais utilizados no preparo de receptoras aciclicas

Com o objetivo de se estabelecer a gestagdo nas receptoras aciclicas, protocolos
hormonais utilizando estrégenos (ex. benzoato de estradiol, 17-beta estradiol) e
progestinas (ex. progesterona, altrenogest) sio comumente aplicados nos programas de
TE em equinos. (HINRICHS et al., 1986; MCKINNON et al., 1988; LAGNEAUX &
PALMER, 1993; CARNEVALE et al., 2000; ROCHA FILHO et al., 2004). A
disponibilidade destes hormodnios (naturais ou sintéticos) possibilita a inducdo de
mudancas uterinas similares as que ocorrem nas éguas que se tornam naturalmente
gestantes (PINTO, 2011), como a formagcdo do edema endometrial causado pelo
estradiol e, posteriormente, aumento do tdnus uterino e estimulo a secrecao histotrofica,
provocadas pelas progestinas (VANDERWALL, 2011).

Pesquisas envolvendo a administracdo de protocolos hormonais em éguas
receptoras sdo descritas desde a década de 80. A aplicacdo somente de progestinas foi
relatada por Hinrichs et al. (1985,1986) para o preparo de receptoras aciclicas, enquanto
McKinnon et al. (1988) utilizaram estradiol previamente e em conjunto a administracao
de progestinas (progesterona e altrenogest), uma vez que foi demonstrado que o
embrido equino secreta estrégenos na fase inicial da gestacdo (ZAVY et al., 1979). As
taxas de gestacdo foram similares entre os trabalhos de Hinrichs et al. (1985) e
McKinnon et al. (1988), variando de 70% (trés gestacdes de quatro transferéncias) a 70-
80% entre os protocolos testados (7/10, 8/10, 14/20), respectivamente. McKinnon et al.
(1988) sugeriram que, independente da administragdo do estradiol, o requisito primério
para o preparo € a manutencdo da gestacdo é a concentracdo adequada de progestinas
exdgenas.

Atualmente, a campo e com fins experimentais, aplica-se estradiol (benzoato de
estradiol, cipionato de estradiol ou 17 estradiol) nas receptoras aciclicas e, apds a
observacdao do edema endometrial, administra-se progesterona por cinco a oito dias
antes da égua receber o embrido (ROCHA FILHO et al., 2004), ou altrenogest
(progesterona sintética) por quatro a seis dias antes da transferéncia (SILVA et al.,

2011), visando a obtenc@o de concentracdo plasmatica adequada no momento da TE. No
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entanto, a aplicacdo destes protocolos é empirica, uma vez que nao hda trabalhos
cientificos que comprovem a melhor eficicia de determinada dose, hormoénio ou
protocolo e ainda, que avaliem o efeito da administragdo destes hormonios sobre os

receptores de estradiol e progesterona no utero de éguas receptoras aciclicas.
Mecanismos de acao dos estrogenos e progestinas no ttero

Os estrogenos (ex. 17-alfa estradiol, 17-beta estradiol, estrona) e progestinas (ex.
progesterona, 17-alfa-hidroxiprogesterona, pregnenolona, 5-alfa-pregnona-3,20-diona)
naturais, pertencentes ao grupo dos hormonios esterdides, sao derivados do colesterol e
sintetizados pelos ovdrios e placenta (BEATO & KLUG, 2000). Na espécie equina, o
17-beta estradiol e a progesterona sdo os principais esterdides de origem ovariana
(GINTHER, 1992).

Tanto o estradiol (E2) quanto a progesterona (P4) mediam importantes
alteracOes fisioldgicas no utero. O E2, entre outras func¢des, tem participacdo no
aumento da perfusdo vascular durante o estro (BOLLWEIN et al. 2002; HONNENS et
al.,, 2011), na formac¢do do edema endometrial em éguas (GINTHER, 1992) e na
proliferacao e diferenciacdo celular do endométrio e miométrio (MELLOR &
THOMAS, 1995; AUPPERLE et al., 2000). J4 a P4 estd associada a quiescéncia do
miométrio (THORBURN, 1993), ao aumento do tonus uterino e estimulo a secrecao
histotréfica (GINTHER, 1992; VANDERWALL, 2011), além da importante intera¢ao
concepto-maternal (ALLEN, 2001; SPENCER & BAZER, 2002).

Os hormonios esterdides atingem as células alvo por meio da circulagio
sanguinea, onde sdo ligados a proteinas carreadoras e, devido a natureza lipofilica,
atravessam a membrana celular por simples difusdo. Dentro das células alvo, os
hormonios se ligam a seus respectivos receptores localizados, em sua maioria, no
nucleo das células (BEATO & KLUG, 2000). O complexo hormonio-receptor sofre
ativacdo (processo que envolve alteracdes de conformacdo) e permite que o receptor se
ligue a sitios especificos na cromatina. O complexo hormdnio-receptor ativado interage

com sequéncias especificas do DNA (chamadas “Steroid response elements” — SREs).
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A partir de entdo, o complexo atua como um fator de transcricdo, modulando a sintese
de RNAm (RNA mensageiro) e de proteinas, responsdveis pelos efeitos finais dos
estrégenos ou progestinas (BAGCHI et al., 1992; DE FRANCO et al., 2002).

O E2 media suas funcdes através das formas alfa (ERa) e beta (ERP) de seus
receptores, que sdo expressos por diferentes genes (ENMARK et al., 1997). Estudos
realizados em ratos relatam que o ERa € expresso na glandula pituitaria, ovérios, utero,
testiculos, epididimo e glandula adrenal (KUIPER et al., 1997), enquanto o ERp ¢é
expresso principalmente nos ovdrios e prdstata (KUIPER et al., 1996, 1997; ENMARK
et al., 1997). No entanto, a presenca do ERP também foi descrita no ttero
(MATSUZAKI et al., 1999; WEIHUA et al., 2000), recentemente no da espécie equina
(HONNENS et al., 2011).

O importante papel do ERa foi confirmado em camundongos sem a presenca do
receptor, em que foi observada a auséncia de resposta uterina a acdo dos estrogenos
(LUBAHN et al., 1993). Quanto ao ERp, acredita-se que seja um modulador do ERa,
apresentando efeito anti-proliferativo no utero, em oposicdo a acdo do ERa.
Adicionalmente, a auséncia do ERB em utero de camundongos experimentais causou
reducdo na fertilidade (WEIHUA et al., 2000), o que demonstrou a sua importancia no
aspecto reprodutivo.

Ja a P4 exerce suas fungdes gendmicas principalmente por meio de dois tipos de
receptores nucleares: isoforma A e isoforma B do receptor de progesterona (PR).
Ambas isoformas sdo codificados pelo mesmo gene, mas sao reguladas por promotores
diferentes (MOTE et al., 2006). A isoforma A atua principalmente mediando a ag¢do da
P4 no utero e ovérios, enquanto a isoforma B € mais importante no desenvolvimento da

glandula maméria (MULAC-JERICEVIC et al. 2000, 2003).

Expressao génica dos receptores de estradiol e progesterona durante o ciclo estral

e inicio da gestacao

Os receptores de estradiol e progesterona sdo expressos de forma diferenciada

durante o estro, diestro e inicio da gestacdo. A expressdo gé€nica e protéica dos ER e PR
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sao diferentes dentro dos tecidos que compde o utero (endométrio, miométrio) e, ainda,
entre os tipos celulares (epitélio luminal, epitélio glandular, estroma) que constituem os
tecidos (WATSON et al., 1992; RE et al., 1995; AUPPERLE et al., 2000; HARTT et
al., 2005).

Em resumo, estudos realizados em diversas espécies (OTT et al. 1993,
SPENCER & BAZER, 1995, 2002; GEISERT et al., 1993, 1994; MARTIN et al., 2008;
OKUMU et al., 2010), incluindo a espécie equina (WATSON et al., 1992;
MCDOWELL et al.,, 1999; HARTT et al., 2005), mostram que o E2, presente no
periodo de estro, estimula a expressdao dos seus proprios receptores e dos receptores de
progesterona no endométrio. Durante o diestro, a concentracdo de P4 se eleva e
consequentemente ocorre diminuicdo dos receptores de estradiol. Além disso, a
exposicao continua do tutero a progesterona leva a supressdao dos proprios receptores de
P4 a partir do meio até a fase final do diestro. Foi sugerido que a diminuicdo dos PR
nesta fase leva ao desbloqueio da sintese de ER, o que possibilita o aumento da
concentracdo deste durante um novo estro (HARTT et al, 2005). O mecanismo pelo
qual a P4 suprime a expressdo de ER e PR ainda ndo € bem elucidada (SPENCER &
BAZER, 2002).

As alteragdes na expressao génica e protéica dos ER e PR também sdo de
extrema importancia no ambiente uterino para a manuten¢do da gestacdo. No inicio da
gestacdo observam-se baixas concentracdes de ambos ER e PR no endométrio de éguas
(HARTT et al.,, 2005, assim como em outras espécies domésticas (SPENCER &
BAZER, 2002; BAZER et al., 2009). McDowell et al. (1999) e Hartt et al. (2005)
relataram que a expressdo génica dos PR no dia 14 do ciclo € menor em éguas gestantes
em relacdo as ciclicas. A partir deste resultado, os autores sugeriram que o referido
momento € critico para o estabelecimento da gesta¢do e que, possivelmente, a menor
concentracdo dos PR no endométrio seria uma resposta a sinalizacdo do embrido
presente no utero.

Acredita-se que a supressao do PR endometrial durante a fase inicial da gestagcdo
seja um pré requisito para a producdo de proteinas secretérias e para o transporte

seletivo de moléculas para o utero, de forma a suprir o concepto em desenvolvimento
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(BAZER et al., 2009). Além disso, € interessante mencionar que a administracdo de
progestinas exdgenas no inicio da gestacdo acelerou a supressdo dos PR em éguas
ciclicas (WILLMANN et al., 2011a) e em bovinos (OKUMU et al., 2010). Foi sugerido
que a supressdo dos receptores de progesterona no endométrio estd associada com a
receptividade uterina necessdria para o desenvolvimento do concepto, reconhecimento
materno da gestacdo e posterior implantacdo (SPENCER & BAZER, 2002; BAZER et
al., 2009; OKUMU et al., 2010; WILMANN et al., 2011b).

Expressao génica dos receptores de estradiol e progesterona em éguas aciclicas

tratadas com hormonios exégenos

Para tentar esclarecer os mecanismos envolvidos na regulagdo dos estrégenos
e/ou progestinas sobre os receptores esteroidais no utero, estudos em animais aciclicos
tratados com hormdénios exdgenos foram desenvolvidos. A expressao génica e protéica
dos ER e PR, apés aplicacdo de estradiol e progestinas, foram relatadas em éguas em
anestro fisiolégico (MCDOWELL et al., 1999) e em ovelhas e vacas ovariectomizadas
(WU et al.,, 1996; KIMMINS & MACLAREN, 2001). Apesar da utilizacdo de
diferentes protocolos hormonais (dose e duracdo do tratamento com estrégenos e/ou
progestinas), foram encontrados resultados similares nas pesquisas realizadas nas
fémeas aciclicas. Foi observado aumento nas concentragdes do RNAm que codifica o
receptor de estradiol somente apds a aplicacdo do E2. Além disso, ndo se verificou
efeito da administracdo de progesterona sobre a expressao dos ER ou dos préprios
receptores de P4 no endométrio (WU et al., 1996; KIMMINS & MACLAREN, 2001).

Vale salientar que, nas f€meas aciclicas que ndo receberam tratamento
hormonal, foram observadas concentracdes relativamente altas dos RNAm que
codificam os ER e PR endometriais em éguas (MCDOWELL et al., 1999) e dos
respectivos receptores (proteinas) em vacas (KIMMINS & MACLAREN, 2001).
Adicionalmente, as alteracOes na expressdo génica dos ER e PR das éguas em anestro
tratadas com estradiol e progestinas ndo foram tao acentuadas quanto as observadas nas

éguas ciclicas (MCDOWELL et al., 1999).
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Uma vez que ndo foi encontrado efeito significativo da administracdo de
progesterona sobre os receptores de E2 e P4 endometriais e que hd uma expressao
constitutiva de ER e PR na auséncia dos hormonios esteroidais em éguas aciclicas
(MCDOWELL et al., 1999), foi sugerido que a regulacdo destes receptores nao é
totalmente atribuida aos hormonios esteroidais. Outros fatores podem estar envolvidos
na regulacdo da expressdo génica dos receptores de estrogeno e progesterona
(MCDOWELL et al., 1999), como fatores pardcrinos produzidos por populacdes locais
das células uterinas (KURITA et al., 2000).

CONSIDERACOES FINAIS

Assim como em diversas espécies, sabe-se que a expressdo e deteccdo dos
receptores endometriais de estradiol e progesterona variam de acordo com o ambiente
hormonal em éguas ciclicas. No entanto, o tnico estudo realizado em éguas aciclicas
indica que os estrégenos e progestinas ndo sdo os Unicos a influenciar a dindmica dos
receptores de estradiol e progesterona no endométrio destes animais. Neste contexto,
pesquisas adicionais sdo necessdrias para obter maior esclarecimento sobre a expressao
génica e protéica de receptores uterinos de estradiol e progesterona em éguas aciclicas,

tanto em anestro ou transi¢@o, quanto submetidas a protocolos hormonais.
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