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RESUMO

Foram avaliadas 19 éguas sadias em anestro sazonal quando submetidas a progesterona de longa agao
em duas diferentes doses. Baseados nestas condi¢des, dois grupos experimentais foram conformados
e avaliados em diferentes tempos. Foram estudadas as seguintes caracteristicas: concentragao de P4
plasmatica mediante radioimunoensaio (RIA), concentragdo de proteina presente no liquido uterino
obtido mediante lavado uterino com baixo volume mediante o0 método do acido Bicinconico (BCA),
assim como, perfil proteico através de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE 12%). As bandas de
interesse provenientes da eletroforese foram submetidas a digestdo com tripsina e analisadas por
espectrometria de massas (LC-MSE) para posterior identificagdao pela ferramenta BLAST/NCBI. Os
resultados demonstraram que a aplicagdo de benzoato de estradiol aumentou concentragdo de
progesterona plasmatica de 0,55 para 30,15 ng/mL no G1 (p<0,05), e de 12,03 ng/mL para 16,50 no
G2, ndo havendo diferenca significativa. Nao houve diferenga significativa na concentragcdo de
progesterona plasmatica entre os dias avaliados do G2. No G1 nao foi observada diferenca significativa
(p<0,05) para as concentragdes de proteina no liquido uterino. No G2, a média da concentragao de
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proteina no D4 (0,31pg/uL) foi inferior quando comparada com a média do D9 (0,78 pg/ulL). A
eletroforese e espectrometria demonstrou o aparecimento da uterocalina nos dois grupos no D4, até o
D15 e D9 do G1 e G2, respectivamente. A presenca da Lipocalina 2 e uteroferrina foi constatada
unicamente no D15 do GI1. A expressao e concentragdo das proteinas uterinas foram dependentes da
dose administrada de PALA em éguas em anestro.

Palavras-chave: Progesterona. Uteroferrina. Uterocalina. Anestro. Egua.

ABSTRACT

Nineteen healthy mares in seasonal anestrus were evaluated when subjected to long-acting
progesterone at two different doses. Based on these conditions, two experimental groups were formed
and evaluated at different times. The following characteristics were studied: plasma P4 concentration
by radioimmunoassay (RIA), protein concentration present in the uterine fluid obtained by low-volume
uterine lavage using the bicinchoninic acid (BCA) method, as well as protein profile by one-
dimensional electrophoresis (SDS-PAGE 12%). The bands of interest from the electrophoresis were
subjected to trypsin digestion and analyzed by mass spectrometry (LC-MSE) for subsequent
identification by the BLAST/NCBI tool. The results demonstrated that the application of estradiol
benzoate increased the plasma progesterone concentration from 0.55 to 30.15 ng/mL in G1 (p<0.05),
and from 12.03 ng/mL to 16.50 in G2, with no significant difference. There was no significant
difference in the plasma progesterone concentration between the days evaluated in G2. In G1, no
significant difference (p<0.05) was observed for the protein concentrations in the uterine fluid. In G2,
the mean protein concentration on D4 (0.31pug/uL) was lower when compared to the mean on D9
(0.78ug/uL). Electrophoresis and spectrometry demonstrated the appearance of uterocalin in both
groups on D4, up to D15 and D9 of GI and G2, respectively. The presence of Lipocalin 2 and
uteroferrin was observed only on D15 of G1. The expression and concentration of uterine proteins
were dependent on the administered dose of PALA in anestrous mares.

Keywords: Progesterone. Uteroferrin. Uterocalin. Anestrous. Mare.

RESUMEN

Diecinueve yeguas sanas en anestro estacional fueron evaluadas al ser sometidas a progesterona de
accion prolongada en dos dosis diferentes. Con base en estas condiciones, se formaron dos grupos
experimentales y se evaluaron en diferentes momentos. Se estudiaron las siguientes caracteristicas:
concentracion plasmatica de P4 por radioinmunoensayo (RIA), concentracion proteica presente en el
fluido uterino obtenido por lavado uterino de bajo volumen utilizando el método del &cido
bicinconinico (BCA), asi como el perfil proteico por electroforesis unidimensional (SDS-PAGE 12%).
Las bandas de interés de la electroforesis fueron sometidas a digestion con tripsina y analizadas por
espectrometria de masas (LC-MSE) para su posterior identificacion mediante la herramienta
BLAST/NCBI. Los resultados demostraron que la aplicacion de benzoato de estradiol incrementd6 la
concentracion plasmatica de progesterona de 0,55 a 30,15 ng/mL en G1 (p<0,05), y de 12,03 ng/mL a
16,50 en G2, sin diferencia significativa. No se observaron diferencias significativas en la
concentracion plasmatica de progesterona entre los dias evaluados en G2. En G1, no se observaron
diferencias significativas (p<0,05) en las concentraciones de proteinas en el fluido uterino. En G2, la
concentracion media de proteinas en D4 (0,31 pg/uL) fue menor en comparacion con la media en D9
(0,78 ng/uL). La electroforesis y la espectrometria demostraron la presencia de uterocilina en ambos
grupos en D4, hasta D15 y D9 en G1 y G2, respectivamente. La presencia de lipocalina 2 y uterocilina
se observo solo en D15 en G1. La expresion y la concentracion de proteinas uterinas dependieron de
la dosis administrada de PALA en yeguas en anestro.
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1 INTRODUCAO

Segundo Rambags (2007), apesar do avango em termos de desempenho reprodutivo, através da
aplicacdo de novas técnicas reprodutivas, a incidéncia da perda precoce de prenhes continua sendo
uma fonte significativa de perdas econdOmicas para o agronego6cio, desta maneira ¢ importante
desvendar os processos iniciais relacionados ao ambiente uterino antes e durante o inicio de prenhes.

Em equinos, o desenvolvimento do embrido antes da fixacdo e implantacdo, depende
unicamente do ambiente uterino circundante que suprem nutrientes e estimula o crescimento
(RAMBAGS 2007). O utero tem o papel importante de promover a ciclicidade dos eventos
reprodutivos nas éguas ndo prenhes; de receber o embrido oferecendo um ambiente e nutrigdo
adequados, favorecendo assim seu crescimento ¢ manuten¢ao. O ambiente adequado ¢ preparado pela
sintese e secrecdo de substancias ao limen o que depende de progesterona. Entre essas substancias
podemos encontrar proteinas, lipideos, carboidratos, aminoacidos ¢ ions como calcio, entre outros
(ASHWORTH 1995).

Em programas de transferéncia de embrides equinos (TEE), as receptoras de embrides sdo um
importante fator que incide de forma preponderante no custo € no sucesso da mesma. Para a escolha
de uma égua receptora em um programa de TEE, ¢ necessaria a apresentacdo de uma série de
qualidades que demonstrem sua aptidao para o recebimento de um embrido. Entre elas podemos citar
saude uterina, avaliada por meio de exame citologico; palpacgdo retal (cerviz firme e fechado e utero
tonico, arredondado e tubular); no exame ultrassonografico (deve ser observado a eco textura
homogénea e a presenca de uma linha branca no corpo do ttero que ¢ identificada como a sobreposi¢do
intima das superficies luminais) (SQUIRES 2006). Além disto, a presenca de um corpo luteo de bom
tamanho e boa ecogenicidade em éguas ciclicas (SQUIRES et al., 2003; CARNEVALE et al., 2000).
No caso de éguas aciclicas ou em anestro preparadas com progesterona ¢ necessario, inicialmente,
ovarios pequenos com foliculos < 20 mm e sem corpo luteo e que tenham edema endometrial
significativo depois da aplicacdo de 10 mg .M. de 17B-estradiol (ZERLOTTI 2012). Embora, estas
caracteristicas sejam importantes sabemos que existem outros fatores enddgenos relacionados a
presenca e concentracao de elementos inorganicos, proteinas, enzimas, hormonios e outras substancias
presentes nas secre¢des uterinas que favorecem o crescimento e desenvolvimento do embrido até sua

fixacdo e posterior implantacio (ASHWORTH 1995).

2 JUSTIFICATIVA
O aumento do periodo de inovulagdo de receptoras tem sido sempre um desafio que possibilita

recompensas na reducao de custos da técnica. O periodo de inovulagdo das receptoras ciclicas varia do

~
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2° dia pos-ovulagdo (aplicando progesterona de acdo didria em receptoras a partir do DO (dia da
ovulagdo) (CAIADO et al., 2007) até D8 (dia 8 pds-ovulacao). Em éguas em anestro, este tempo varia
desde o dia 3 (D3) até o dia 8 (D8) pos aplicagao de 1500 mg de progesterona de longa acao (P4LA)
(ZERLOTTI 2012). E de grande importincia aumentar este lapso de tempo da inovulagio para além
desse periodo, de forma que esta intervengdo venha a incidir nos custos da TEE, otimizando a
utilizacao das receptoras aciclicas. Para tanto, deve-se caracterizar o ambiente uterino neste periodo
util para assim, compreender os mecanismos uterinos responsaveis pela perda crescente da faculdade
de manter um embrido inovulado a partir do D7, com o intuito de intervir e reverter estas

circunstancias.

3 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi determinar a presenca das substancias abordadas na
metodologia e suas possiveis variagdes no periodo experimental, com o intuito de conhecer quais sao
as condi¢des uterinas especificas que caracterizam o periodo de inovulagcdo embriondria em éguas em

anestro que permitem unicamente receber e manter a viabilidade embrionaria.

4 REFERENCIAL TEORICO

A égua ¢ um animal poliéstrico sazonal que, anualmente apresenta distintas fases quanto ao
ciclo reprodutivo, determinado principalmente pela mudanga do fotoperiodo. Estudos realizados na
década dos 70 e 80 demonstraram que, a diminui¢do do fotoperiodo durante o outono e o inverno
suprimem a secre¢do do hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH), mediado por alteragcdes na
secrecao de melatonina pela glandula pineal (GINTHER, 1992). Os baixo niveis de GnRH resultam
na reducdo marcada das concentragdes de LH (10 a 20 vezes) e ndo tdo marcada para as concentragdes
do hormonio foliculo-estimulante (FSH), levando assim, a redugdo do crescimento folicular e
subsequentemente anovulagao. Com o aumento da duragdo dos dias durante a primavera, o estimulo
luminoso aumenta, ¢ a sintese e secre¢ao de melatonina e inibida, acarretando a liberagao do GnRH
pelo hipotdlamo que estimula a liberagdo dos hormoénios FSH e LH pela hipdfise anterior,
desencadeando o recomeco do crescimento folicular e eventualmente a ovulacao (GINTHER 1992).

O anestro sazonal tém sido divido em trés periodos: transi¢cdo de outono, correspondente ao
periodo de declinio de atividade ovariana e do eixo hipotdlamo-hipofise-ovéario; anestro profundo,
correspondente ao periodo de inverno, caracterizado pela diminui¢do quase total da atividade do eixo
e presenca de foliculo de tamanho <20 mm (AURICH 2011); e a transi¢do de primavera um periodo

de reinicio das atividades do eixo (DONADEU et al., 2007; WILLIAMS et al., 2012,).

~
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Estudos baseados em mensura¢des hormonais de fluido folicular determinaram que as
concentragdes de estradiol, androgenos e progesterona foram mais baixas em foliculos anovulatorios
no periodo de transi¢ao, quando comparadas com foliculos ovulatorios da época de monta, e que, os
valores mais baixos foram apresentados nos foliculos <12 mm, presentes no periodo de anestro
profundo (DONADEU 2006).

Nos periodos de transi¢do ¢ comum o uso de estratégias de alimentagdao diferenciada,
tratamento hormonal ou com luz artificial que antecipam ou mantém o ciclo reprodutivo prevendo o
uso das receptoras. Ja no periodo de anestro profundo t€m sido desenvolvidos protocolos hormonais
que permitem a utilizagdo destas receptoras nos programas de TE com oOtimos resultados
(CARNEVALE et al., 2000; ROCHA FILHO et al., 2004). Estes protocolos priorizam o uso de
estrogeno e progesterona, mimetizando assim o ciclo reprodutivo e, portanto, a preparagdo do utero
para inovulacdo embriondria. As taxas de gestacdo nas receptoras em anestro sdo similares as das
receptoras ciclicas e, portanto, o uso destas nos programas de TE tem tido sucesso.

Hinrichs e colaboradores (1986) em um estudo com éguas ovariectomizadas, realizaram
tratamento apenas com altrenogest (dose de 22 mg e 66 mg por dia) ou progesterona (300 mg por dia)
e obtiveram baixas taxas de prenhez em relacdo ao grupo controle (éguas ciclicas ndo tratadas) (1/6,
2/6 e 2/5 e 13/19), sendo considerado resultado negativo, provavelmente, relacionado ao nao uso do
estradiol. Em 1988, Mckinnon e colaboradores, trataram éguas receptoras de embrides,
ovariectomizadas com estradiol e progesterona conseguindo taxas de prenhez de 70% quando
comparadas com o grupo controle (80%). Atualmente sabe-se que a aplicacdo do estradiol € necessaria
para a formagao dos receptores para P4, sendo importante sua aplicagdo ante do inicio do tratamento
com P4 exdgena.

Segundo Jasko (2002), um dos desafios que possibilita a diminui¢do de custos da técnica de
TEE, ¢ aumentar o periodo de uso das receptoras que normalmente era de 4 até 9 dias pos-ovulagao.
Caiado e colaboradores (2007) conseguiram ampliar este tempo de uso para inovulagdo dessas
receptoras, ao utilizarem receptoras de embrides dois dias apds ovulagao (D2), desde que tratadas com
progesterona no dia da ovulagdo. Eles obtiveram taxas de gestacdo de 72,72% nas receptoras tratadas
e 76,36% nas receptoras ndo tratadas usadas a partir do D5, mostrando que as taxas de prenhes foram
similares estatisticamente. Outro estudo demonstrou que, ao inovular receptoras no segundo dias apds
ovulagdo obteve 71% na taxa de prenhes, quando estas eram tratadas com 1500 mg de P4LA no dia da
ovulagdo, ndo havendo diferenca estatistica com o grupo controle, de receptoras inovuladas no quarto

(D4) ao oitavo (D8) dias apos a ovulagdo (RODRIGUES 2009).
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Variacdes destes tratamentos tém sido usadas na pratica diaria de centrais de reprodugdo, com
bons resultados. Em éguas receptoras ciclicas, tém sido empregadas receptoras no D2 apods ovulagao,
com aplicagao de 600 mg .M. de P4LA (no dia da ovulagao, D0), obtendo como resultado gestagcdes
positivas. Em éguas aciclicas, ¢ de rotina, a aplicagdo de benzoato de estradiol (9 mg I.M.) e 48 horas
depois, a aplicagdo de PALA (1500 mg 1.M.), podendo ser usadas a partir do D2 até o D8 apos a
aplicacdo da PALA (BARRETO 2012 comunicagao pessoal).

Testa e colaboradores (2005) utilizaram receptoras aciclicas tratadas com cipionato de estradiol
e PALA e verificaram a taxa de perda embrionaria precoce, sendo esta semelhante entre as éguas
ciclicas (controle) (13%) e as aciclicas tratadas (15%).

Zerlotti (2012) comparou as taxas de prenhes aos 12 e 50 dias de gestacdo entre receptoras
ciclicas e aciclicas usadas no periodo compreendido entre fevereiro e agosto de 2009 e ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os dois grupos. O grupo de receptoras aciclicas, com
foliculos <20 mm e sem CL, receberam 10 mg de 17B-estradiol, I.M., e aproximadamente 48h depois,
apenas as éguas com edema endometrial significativo receberam 1500 mg de P4, intramuscular. O
grupo das éguas ciclicas, quando em estro, foram induzidas com 1,5 mg de deslorelina e posteriormente
foi confirmada a ovulag@o. As éguas ciclicas receberam embrido a partir do D3 até o D7 e as éguas
aciclicas a partir do D3 até o D8. As taxas de prenhes das éguas ciclicas e aciclicas no dia 12 foram de
91% e 84% e no dia 50 de 89% e 72%, respectivamente.

O fornecimento continuo da progesterona materna ¢ a condi¢gdo mais importante para a
manuten¢do da gestacdo que €, inicialmente conseguido pelo prolongamento do tempo de vida do CL
primario. Este processo de prolongamento ¢ reconhecido como reconhecimento materno da gestacdo
e ¢ inicialmente coordenado pelo embrido (ALLEN 2001). Em equinos, a sinalizagdo para o
reconhecimento materno deve comegar antes do dia 10 da ovulagao e ser finalizada antes do dia 14-16
(HERSHMAN; DOUGLAS, 1979), momento este crucial para manuten¢do do CL. Como resultado
da forma esférica concedida pela cépsula e das contragdes miometriais, se obtém uma interagao
completa do embrido com o endométrio, suprimindo assim, a liberagdo ciclica da PGF2a, sendo
considerado o mecanismo antiluteolitico (STOUT; ALLEN, 2001). Estudos tém demonstrado que este
mecanismo antiluteolitico € baseado na supressao dos receptores de ocitocina no endométrio. Durante
os dias 10 a 16 depois da ovulagdo, o aumento em numero dos receptores de ocitocina e a liberagdo de
PGF2a responsiva a ocitocina, que fundamentam a luteolise ciclica, sdo eliminados completamente
em éguas prenhes. E conhecido que o embridio equino secreta substancias como PGE2 e PGF2a
(STOUT; ALLEN, 2002), IGF-1 e estrogenos (WALTERS et al., 2001) que, se ndo estdo relacionados

diretamente com o mecanismo de reconhecimento, tém um papel importante no processo de migragao

~
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(ALLEN 2001), aumento da vascularidade e estabelecimento e manuten¢do de um ambiente capaz de
suportar a prenhes (WALTERS et al., 2001).

O embrido equino somente chega ao Utero apds atingir um estagio de maturidade que lhe
permita a secre¢ao de prostaglandina E2 (PGE»), o que ocorre a partir do quinto dia ap6s a ovulagao.
Este retardo pode ser necessario para que a chegada somente ocorra no momento em que o Utero ja
esteja hormonalmente preparado para nutrir o embrido. A preparagao do ambiente uterino para manter
o crescimento e desenvolvimento embrionario equino depende criticamente das concentracdes
circulantes de esteroides reprodutivos maternos, principalmente, a progesterona que ¢ essencial para a
manutengdo da gestagdo, pois, esta prepara o utero para a chegada do embrido estimulando a
proliferacdo das glandulas endometriais (KENNEY 1978) que produzem substancias histotroficas rica
em proteinas (leite uterino), considerada como a unica fonte de nutrientes para o embrido antes da
implanta¢ao (ALLEN, 2001).

Zavy e colaboradores (1982) demonstraram que a presenca de muitas proteinas na secre¢ao
uterina de éguas estava associada com as mudangas ciclicas dos hormodnios esteroidais ao longo do
ciclo estral e a gestagdo precoce. Também foi comprovado que a albumina sérica estd presente em
lavados uterinos de éguas prenhes e ndo prenhes ao longo do ciclo e que a atividade da fosfatase 4cida,
provavelmente, estaria envolvida no transporte de ferro, sendo maior nos dias 16 a 20 pds-ovulacao
em ¢éguas prenhes quando comparado com éguas vazias (ZAVY et al., 1982). Certos polipeptideos
com peso molecular na faixa de 15.000 a 23.000 e 32.000 a 45.000 aumentaram progressivamente
durante a gestacdo a partir do dia 12, entretanto, unicamente estiveram presente entre os dias 12 a 18.
As mesmas proteinas apareceram nas secrecdes uterinas de éguas ovariectomizadas tratadas com
progesterona ou estrégeno seguido de progesterona, o que indicou que esses polipeptideos foram
induzidos pela progesterona. A diminui¢do da concentracgdo total de proteinas na secre¢do uterina ao
longo do ciclo estral esta relacionada com o declinio dos niveis séricos de progesterona. Como
resultado da permanente producao de progesterona associado a atividade do corpo luteo, o conteudo
proteico da secrecdo uterina se mantém elevado (ZAVY et al., 1979) e muitas dessas proteinas sao
essenciais para o crescimento e desenvolvimento embriondrio.

As secregdes uterinas ou histotroficas sio um componente critico para a sobrevivéncia inicial
dos embrides, funcionando como o tnico fornecimento de nutrientes necessarios para o concepto em
desenvolvimento (MULLEN et al., 2012) O histotrofo, contém proteinas essenciais para o
desenvolvimento do concepto (BAZER et al., 2011) e as principais proteinas encontradas sdo a

uteroglobina (UGL), a uteroferrina (UF) e a uterocalina (UCA ou proteina P19), uma das maiores
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proteinas secretada unicamente pelo endométrio da égua (BEIER- HELLWIG et al., 1995; HOFFMAN
et al., 2009).

A uterocalina (UC) ¢ a proteina uterina mais dependente de progesterona e ¢ a de maior
expressao durante o inicio da gestacdo e o periodo de formacao dos calices endometriais, possuindo
massa molecular aproximada de 18,8 kDa (CROSSETT et al., 1996; ELLEBERGER et al., 2008).
Estudos iniciais mostraram que a uterocalina ¢ incorporada pela cépsula embrionaria e transporta
pequenas moléculas hidrofobicas provenientes da égua para o embrido. Entre as moléculas
transportadas estdo minerais vitais, lipideos (acidos graxos poli-insaturados importantes para o
metabolismo energético) e vitaminas (vitamina A na forma de retinol importante na formacao tecidual
durante a embriogénese, na hematopoiese e diferenciagdo celular) (CROSSET et al., 1996, SUIRE et
al., 2001). A cessagdo da secre¢@o coincide com a desintegragdo da cépsula embrionéria, indicando
que a UC ¢ essencial para a manutencdo do embrido antes que o contato direto entre os tecidos fetais
e maternos sejam estabelecidos (SUIRE et al., 2001). Em estudos de imunomarcag¢ao endometrial dessa
proteina, foi observado que a marcagao no epitélio endometrial diminui por volta do dia 25 da gestagdo
e aumenta por volta do dia 40 quando se inicia a formagao dos calices endometriais e permanece estavel
até a degeneracgdo dos célices ao redor do dia 100-120 da gestacdo, este periodo ¢ caracterizado pelo
aumento das concentragdes séricas de P4. As concentragdes da UC permanecem presentes em niveis
minimos até o termo da gestagdo (ELLEBERGER et al., 2008).

A uteroferrina (UF) é outra proteina endometrial induzida pela progesterona, de massa
molecular aproximada de 35 kDa, tem sido encontrada em secrecdes uterinas de éguas prenhas
(ELLEBERGER al., 2008). Tem um papel importante no transporte de ferro desde o endométrio
materno para o embrido (McDOWELL et al., 1982) e atua como fator de crescimento hematopoiético
no desenvolvimento embrionario (DUCSAY et al., 1984; HOFFMANN et al., 2009; PADUA et al.,
2012). Esta proteina pode ser tanto empacotada em lisozimas ou liberada ao limen uterino (PADUA
et al.,, 2012). Um estudo realizado em éguas ovariectomizadas mostrou que administracdo de
progesterona aumentou a uteroferrina nas secregdes uterinas € que, o estrégeno atuou sinergicamente
junto a progesterona para aumentar a secrecdo (McDOWELL et al., 1987) e em éguas prenhes, a
secrecdo ¢ induzida pela progesterona e o efeito sinérgico € do estrogeno, liberado pelo embrido equino
(BAZER et al.,, 1991). Estudos de imunohistoquimica demonstraram que, a secre¢ao da uteroferrina
durante o ciclo estral na égua ¢ méxima nas glandulas endometriais desde o meio até o final do diestro,
parecendo ter uma relagdo com a diminuicao das concentracdes séricas de progesterona (HOFFMANN
et al., 2003) e na prenhes sua producdo aumenta a partir do dia 38 da gestacdo quando os calices

endometriais sao formados e permanece assim até o termo da gestacdo (ELLEBERGER al., 2008).
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Lipocalina 2 (LCN2) ou Lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos (NGAL), é uma
lipocalina associada ao transporte de pequenos compostos e ao parecer responsavel da imunidade inata
da mucosa, com propriedades antibacterianas devido ao seu papel no sequestro de ferro privando as
bactérias deste elemento (LI e CHAN, 2011). O gene codificador de LCN2 ¢ responsivo ao estrogeno
e aumenta no inicio da gestagdo, sua func¢ao tem sido considerada importante desde que reconhece e
facilita a ligagdo de siderdforos bacterianos impedindo entdo a aquisi¢do de ferro pelas bactérias,
causando, assim, a morte dela. (STUCKEY et. al, 2006; LI et al.,, 2011). Segundo Hayes e
colaboradores (2012) a lipocalina foi a quarta proteina mais abundante no fluido uterino de éguas
prenhes, sendo que no dia 20 as quantidades no fluido uterino foram maiores em éguas prenhes do que
em ¢éguas ndo prenhes. Segundo um estudo realizado em éguas com endometrite, sua presenca no utero
ndo teve diferenca significativa quando comparado com éguas sadias (AMORIM, 2014).

Outra proteina de grande importancia ¢ a uteroglobina (UG) que ajuda a manter a prenhes
protegendo as células trofoblasticas do sistema imune de defesa da mae, tendo também atividade anti-
inflamatoria e anti-quimiotatica (MIELE et al., 1990).

A proteina ligante-célcio calbindina-D9K (CAL) ¢ uma proteina citosélica pequena expressa
pelo utero que transporta célcio desde a parte baso-lateral para o 4pice do epitélio glandular e desde o
sangue até o limen do utero, mantendo estaveis as concentracdes de calcio intraluminal através do
ciclo estral (WOODING et al., 1996).

Um total de 17 genes que se acredita contribuir para um "endométrio receptivo" para o
desenvolvimento e viabilidade embrionaria foram avaliados por RTqPCR. Dos genes avaliados, a
expressao de FGF-2 (fator de crescimento de fibroblastos-2) diminuiu com aumento do comprimento
do estro anterior, enquanto a expressao de P19 (uterocalina) foi maior no grupo de estro longo do que
nos grupos de estro curto ou sem estro. Em conclusdo, uma menor abundancia de FGF-2 e maior
abundancia de uterocalina, uma proteina lipocalina conhecida por desempenhar um papel importante
no fornecimento de lipidios ao embrido, pode contribuir para um endometrio mais receptivo (SILVA
etal., 2019).

A diferenca na abundancia das proteinas entre as éguas ciclicas e inseminadas no 5° dia de pos-
ovulacdo deste estudo, demonstrou alteragcdes proteicas necessarias no ambiente uterino antes da
entrada do concepto no utero. As proteinas envolvidas na resposta imunoldgica e no metabolismo do
ferro, apresentam significativas alteracdes na sua abundancia durante a prenhez inicial, provavelmente
como rota de sinaliza¢do do embrido dentro do ambiente ovidutal para o utero € como um mecanismo
de preparacdo endometrial para a implantacdo e desenvolvimento de um potencial embrido equino

(BUITRAGO 2019).

~
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5 MATERIAL E METODO

Foram usadas 20 éguas sadias, em anestro, entre trés e 18 anos de idade, localizadas em haras
na regido Norte Fluminense-RJ. A amostragem foi realizada fora da estacdo de monta no periodo de
inverno nos meses de julho e agosto. As éguas foram mantidas em regime de campo com gramineas
(Brachiaria humidicola, Brachiaria purpurascens e Panicum maximum), gua e sal mineral ad libitum.

O trabalho se dividiu em experimento I, com a avaliagdo do efeito da aplicacdo de 3000 mg
I.M. de P4LA (300 mg/mL) sobre a concentragdao de progesterona plasmatica e perfil proteico uterino
de 11 éguas sadias em anestro sazonal pré-induzidas a estro com 9 mg .M. de benzoato de estradiol
(BE) (3 mg/mL) e experimento II, utilizando 1500 mg .M. de PALA (150 mg/mL) em 9 éguas. A
aplicacdo do BE (dia -2) foi realizada 48 h antes da aplicacdo da P4LA nos dois experimentos. No
primeiro dia (-2) foi realizado em todas as éguas o exame ultrassonografico e palpagdo do trato
reprodutivo, para constatacdo do anestro; coleta de sangue, para determinacdo de concentragdao de
progesterona sérica e aplicacdo do BE. No dia 0 (DO0), foi realizada a citologia, para confirmacdo de
saude uterina, coleta de sangue e aplicacdo de PALA, assim como o exame ultrassonografico e palpacao
em todas as éguas. Foi realizada também, a obtencdo de fluido uterino (OFU) unicamente em trés
éguas para amostragem do dia. O exame ultrassonografico, palpagao e coleta de sangue foi realizado
no experimento I nos dias 4 (D4), 8 (DS), 12 (D12) e 15 (D15) apos aplicagdo da PALA e no
experimento Il nos dias 4 (D4), 7 (D7) e 9 (D9). A OFU, por ser uma intervencao que altera o ambiente
uterino foi realizada uma Unica vez em um dado grupo de éguas, em um determinado dia do protocolo,
sem ser repetida na mesma égua durante o decorrer do experimento.

A coleta de sangue foi realizada em todas as €éguas e em todos os dias de avaliacdo de cada um
dos experimentos sempre as 8 horas da manha antes da realiza¢do de qualquer outro procedimento. O
sangue obtido por puncdo na veia jugular foi depositado em tubos estéreis heparinizados, preservados
a 5 °C. Posteriormente, foi centrifugado a 1500 G por 3 minutos para obtengdo do plasma. Logo ap0s,
o plasma foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL de polipropileno e congelados a -20 °C até o dia da
analise progesterona plasmatica.

O fluido uterino foi obtido como descrito por Alghamdi (2005) com modifica¢des. Com ajuda
de uma pipeta de inseminacio flexivel de 70 cm de cumprimento (PROVAR®), foram infundidos 50
mL de soro fisioldgico aquecido a 37°C no tutero, posteriormente, o utero foi massageado por 5
minutos, e com ajuda de um tampdo feminino O.B.® (Johnson & Johnson) adaptado a um aplicador de
aco inox estéril, foi coletado o liquido presente no utero. Com o objetivo de facilitar a retirada do
tampao foi feita uma extensdo ao fio de remog¢do com fio grosso estéril que ficou exposto a parte

externa 5 cm abaixo da comissura ventral da vagina. Transcorrido os 5 minutos o tampao foi extraido
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com a mao enluvada por via vaginal, puxando o fio de remogao e evitando o contato do tampao com
as paredes vaginais. Depois da recuperagao do tampao, este foi colocado dentro de uma seringa de 50
mL estéril, e pressionado até recuperar todo o liquido absorvido em um tubo tipo Falcon® estéril de 15
mL. As amostras foram resfriadas a 5 °C, centrifugadas a 1500G/10min. O sobrenadante foi separado
em microtubos de 1,5 mL devidamente marcados e separados para analise proteica. Posteriormente, as
amostras foram congeladas a -20 °C.

As concentragdes de progesterona foram determinadas pela técnica de radioimunoensaio em
fase solida, sendo utilizado o conjunto diagndstico comercial da Beckman Coulter Laboratories®. Os
procedimentos laboratoriais foram realizados de acordo com a metodologia proposta pelo fabricante.
A leitura foi realizada através do contador gama Wizard 2470. Foram realizados dois ensaios. O
controle de qualidade do RIE foi realizado através do coeficiente de variagdo intra-ensaio para cada
ensaio sendo 0,45 % e 1,14 %, e o coeficiente de variagdo interensaio foi de 0,87 %. A sensibilidade
minima detectada para os dois ensaios foi 0,065 ng/ml. As concentracdes das amostras foram
expressas em ng/mL.

O conteudo proteico foi determinado pelo método de BCA (acido bicinconinico) segundo
SMITH et al. (1985), utilizando albumina sérica bovina como padrdo. A dosagem proteica foi feita
utilizando uma microplaca de 96 pocos e a absorbancia foi medida em um aparelho leitor de
microplacas (Thermo plate TP-Reader) no comprimento de onda de 562 nm. Para identificacdo das
proteinas presentes nas amostras foi realizado eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida
em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) para evidenciar o aparecimento de proteinas no decorrer do
tempo de cada um dos experimentos e conhecer o peso molecular; posteriormente, foi realizada a
espectrometria de massas (MS) para identificagdo das proteinas. Foi empregado o método descrito por
Laemmli (1970), uma aliquota das amostras de fluido intrauterino foi diluida em tampao de amostra
com SDS e B-mercaptoetanol (TRIS/HCL 0,5M Ph 6,8 contendo glicerol 10%, SDS 10% e azul de
bromofenol 1%) e mantidas em fervura em banho Maria por 3 minutos. A eletroforese unidimensional
se processou em gel de poliacrilamida 12% e a corrida foi realizada em um sistema de eletroforese
Mini Protean III Bio-Rad utilizando placas de vidro com espacador de 1 mm. Levou aproximadamente
3 horas em corrente constante de 50 V. Apds a migragdo eletroforética das proteinas os géis foram
corados com uma solu¢ao de azul brilhante de Coomassie R-250 0,1% em Metanol 40% e acido acético
a 10% (REISNER, 1984) e descorados com uma solu¢do de Metanol a 40% e acido acético a 10%,
para remover o excesso do corante. Os géis corados foram digitalizados e as imagens obtidas foram
arquivadas para posterior analise a partir da distancia de migragao das bandas de proteinas usando o

marcador de proteinas como padrdo. Foram utilizados como marcadores de massa molecular: uma
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solugdo com BSA (66 KDa), ovoalbumina (45 KDa) e tripsinogénio (24 kDa) ou o marcador de peso
molecular colorido (Rainbow molecular weight marker, Amersham Life Science, Arlington Heights,
IL). Para a Espectrometria de Massas procedeu-se com a digestdo triptica e preparo para LC-MSE,
usando o Sistema 2D nonoAcquity. Todos os reagentes quimicos utilizados nesta etapa foram de grau
MS. Apos andlise dos géis as bandas proteicas de interesse visualizadas foram excisados do gel,
reduzidos em particulas menores e colocadas em microtubos de 1,5 mL com uma solucao descorante
de bicarbonato de amoénia 25 mM e 50% de acetonitrila (ACN) por 24 horas a 5°C. Posteriormente,
esta solugdo foi retirada e adicionado 350 pL de dgua grau MS e mantido por 5 minutos; apds este
tempo, retirou-se a agua, adicionou-se ACN e manteve por 20 min. (até que os pedacos de gel ficassem
opacos); finalmente, 0 ACN foi removido totalmente por centrifugacao a vacuo a 30 °C por 60 minutos.
Apbs secagem, os pedacos de gel foram re-hidratados com uma solu¢do de tripsina grau
sequenciamento modificada (33ng/uL)(Promega, Madison,WI, EUA) de forma a cobri-los e
incubados a 37°C por aproximadamente 17 horas. Apoés a digestdo, os peptideos foram extraidos pela
adi¢do de 25 pL de uma solugdo 50 % ACN e 5 % acido trifluoracético (TFA) e agitagdo por 30 min.
A solugdo com os peptideos foi removida para um novo microtubo € o0 mesmo processo de extragao
foi realizado obtendo-se um volume final de 50 puL sendo reduzida para um volume de 10 uL por
centrifugacao a vacuo a 30 °C. Os peptideos resultantes da digestdo foram purificados com o auxilio
de Zip Tip (Pipette Tip, Cis, tip zise P10 Merck Milipore). Os zip tips foram ativados com ACN,
equilibrados com solugao de TFA 0,1% (v/v) em agua grau MS. Cada amostra foi aspirada e dispensada
por 8 ciclos seguidos, posteriormente, o zip Tip foi lavado com a solugdo de TFA 0,1% (v/v) em dgua.
Os peptideos retidos foram eluidos com solucao de eluigao (60% ACN/0,1%TFA/agua). A fragdo
purificada foi depositada (5 pL) em frascos (Waters Total Recovery Vial, Waters Part No. 186000384c,
100/pkg, preslit PTFE/silicone ¢ aps) e levada para o sequenciamento. Os peptideos tripticos foram
separados utilizando desempenho cromatografico em nano escala utilizando um nano ACQUITY
UPLC (Waters) acoplado a um espectrometro de massas SYNAPT G2 Si HDMS (Waters).
Experimentos em fase reversa (RP) unidimensional de nano ACQUITY com coluna trapping foram
realizados. Os peptideos separados foram analisados com o aparelho operando de uma forma data-
independent acoplado com um ion mobility (HDMSF). O processamento dos dados da espectrometria
de massas foi obtido utilizando o software protein liynx global Server 3.0.2. As sequéncias de peptideos
obtidas foram submetidas a analise na ferramenta BLAST da base de dados NCBI (National Center
for biotechnology information) para a identificacdo de proteinas. A partir dos dados obtidos foram
comparadas as médias, pela andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey, das concentragdes de P4

e proteina entre os dias, para cada grupo experimental. Adotou-se o nivel de 5% de significancia para
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todas as analises, sendo estas procedidas no aplicativo Sistema para Analises Estatisticas e Genéticas

(SAEG, versao 9.1).

6 RESULTADOS

A concentracdo de P4 média nos dois grupos experimentais no decorrer do tempo encontra-se
na figura 1 e 2, respectivamente. A concentragdo sérica média de P4 no G1 apresentou diferenca
estatistica (p<0,05) no DO em comparacao aos outros dias do experimento (Fig. 1). Cabe ressaltar que

a colheita de sangue no DO e no dia (-2), para ambos os grupos, foi realizada antes da aplicagao IM da

P4LA e do BE, respectivamente.

Figura 1. Média da concentragdo de Progesterona plasmatica em ng/mL nas éguas submetidas a 3000 mg .M de
progesterona de longa agdo, nos dias -2 (D-2) 0 (D0), 4 (D4), 8 (D8), 12 (D12) e 15 (D15) em receptoras de embrido
aciclicas. * médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem significativamente (P<0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

40 - o
Gl

£30.15a

20 A
[ 14460

[Progesterona (ng/mL)]

/ z 6.78b
0.55b x368b— 1 4+90b
() “‘ T T T T T T T T 1
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias

Fonte: Elaborado pelos autores.

No G2, a média de P4 plasmatica ndo teve diferenca estatistica entre os dias avaliados (p<0,05)
(Fig. 2). Ao que parece a simples aplicagdao IM de 9 mg de BE foi suficiente para induzir o aumento

das concentragdes de P4 plasmaticas em ambos os grupos, sendo significativo para o G1 mas nao

significativo para o G2 (Fig. 1 e 2).
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Figura 2. Média da concentracdo de Progesterona plasmatica em ng/mL nas éguas 1500 mg [.M de progesterona de longa
acao, nos dias -2 (D-2) 0 (D0), 4 (D4), 7 (D7) e 9 (D9) em receptoras de embrido aciclicas. * médias seguidas por uma
mesma letra ndo diferem significativamente (P<0,05) entre si, pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A tendéncia das concentracdes de progesterona nos dois grupos foi a de diminuir em fungdo do
tempo a partir do DO, ou seja, comegando com 30,15 ng/mL no G1 e 16,50 ng/mL no G2, e terminando
com 6,78 ng/mL no G1 para o D15 e 3,51 ng/mL no G2 para o D9 (Fig. 1 e 2). Se compararmos o
periodo compreendido entre os D4 e D7 (usados para inovulagdo embrionaria em éguas receptoras em
anestro em programas de TE) em ambos os grupos, observamos que, mesmo com o dobrou da dose de
P4LA usada no G1, as concentragdes médias mantiveram-se entre 3,68 e 4,90 ng/mL no G1 (Fig. 1) e
entre 2,28 e 2,5 ng/mL no G2 (Fig. 2), ndo sendo maiores que as apresentadas no DO para cada grupo.

Nas figuras 3 e 4 sdo apresentadas as médias da concentragao de proteina uterina para cada um
dos dias de avaliagdo no G1 e G2, respectivamente. No G1, nos dias 0, 4, 8 e 12, ndo foi observada
diferenga estatistica, mas, no D15, a concentracdo proteica foi maior em comparagdo aos outros dias

avaliados (Fig. 3).
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Figura 3. Médias da concentracdo de proteina uterina em pg/mL nas éguas submetidas a 3000 mg I.M de progesterona de
longa acdo (G1), nos dias -2 (D-2), 0 (D0), 4 (D4), 8 (D8), 12 (D12) e 15 (D15). * médias seguidas por uma mesma letra
ndo diferem significativamente (P<0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

4 73,96 a
Gl
)
8
=0
2
< 9
£ -
9
= £141b
St
B F0.93b £0.93b :
0470
() 1! T T T 1| T T
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias

Fonte: Elaborado pelos autores.

No G2 (Fig. 4), a concentragdo de proteinas teve diferenca estatistica (p<0,05) quando
comparados entre si os dias 4 e 10, sendo maior no D10. Os dias 0 e 7 apresentaram as mesmas

concentragdes de proteina total quando comparados entre si com os outros dias avaliado.

Figura 4. Médias da concentragdo de proteina uterina em pg/mL nas éguas submetidas a 1500 mg I.M de progesterona de
longa acdo (G2), nos dias -2 (D-2), 0 (D0), 4 (D4), 7 (D7) e 9 (D9). * médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem
significativamente (P<0,05) entre si, pelo teste de Tukey.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A concentracao proteica uterina nos dias 0, 4, 12 e 15 do G1 foram maiores quando comparados

com as médias de todos os dias do G2 (Fig. 3 e 4).
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Figura 5. Fotografia do gel de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) de amostras provenientes do fluido uterino das
éguas receptoras de embrido aciclicas submetidas a 3000 mg I.M de progesterona de longa agdo (G1) no dia 0 (D0), 4
(D4), 8 (D8), 12 (D12) e 15 (D15). As barras com valores numéricos indicam o peso molecular (MW) em quilodaltons
(KDa). As setas mostram as bandas proteicas identificadas, as quais sdo: Albumina sérica equina (ALB), Uteroferrina

(UF), Lipocalina 2 (LCN2) e Uterocalina (UC).
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Fonte: Elaborado pélos autores.

No D4, do G1 e G2, foi observado o aparecimento de uma banda proteica de peso molecular
aproximado de 17 kDa, que ndo foi observada no D0, permanecendo presente até o ultimo dia de
analise do G1 (D15) e G2 (D9). Esta banda proteica foi identificada como uterocalina (UC). Também
foi observada nos dois grupos uma banda proteica de aproximadamente 67 kDa compativel com

albumina sérica equina sendo mais marcada sua expressao no G1 quando comparada com o G2.

Figura 6. Fotografia do gel de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) de amostras provenientes do fluido uterino das
éguas receptoras de embrido aciclicas do grupo 2 (G2) no dia 0 (DO0), 4 (D4), 7 (D7) ¢ 9 (D9) pos aplicagao de
progesterona de longa ac@o. As barras com valores numéricos indicam o peso molecular (MW) em quilodaltons (KDa).
As setas mostram as bandas protelcas identificadas, as quais s3o: Albumina sérica equina (ALB) e Uterocalina (UC).
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Nas figuras 5 e 6 pode-se observar o perfil proteico do ambiente uterino das éguas do G1 e G2,
respectivamente. No G1 foi detectada o aparecimento de uma banda proteica entre 24 e 17 kDa

unicamente no D15, sendo identificada como lipocalina 2 (LCN2). No mesmo dia, também foi
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identificada outra banda proteica de peso molecular entre 31 e 38 kDa conhecida pelo nome de
uteroferrina (UF) (Fig.5).

Na fotografia do gel do G1 (Fig.5) € possivel observar uma maior espessura de bandas proteicas
quando comparado com o gel do G2 (Fig.6), por uma maior concentracdo de proteinas uterinas,
provenientes das éguas que receberam uma maior concentra¢do de PALA. Foi observada variacdo no
aparecimento e espessura de uma mesma banda proteica, em um mesmo dia de avaliagdo e grupo
experimental, isto indica que, existiram éguas que apresentaram maior secre¢ao de proteinas que

outras.

7 DISCUSSAO

O ambiente uterino deve oferecer 6timas condigdes para a fertilizagdo e desenvolvimento do
embrido. O fluido uterino esta constituido por hormoénios, enzimas, substratos de energia (lipideos),
ions, vitaminas, aminodcidos, peptideos, proteinas séricas e proteinas uterinas. Qualquer mudanca
fisiologica no ambiente uterino quanto a producgdo ou quantidade dos seus constituintes ¢ mediada por
esteroides, principalmente a P4, conhecida como o hormonio da reproducao que atua através dos seus
receptores e varios cofatores, que orquestra as interacdes fisiologicas, bioquimicas e moleculares no
utero que afetam o crescimento e desenvolvimento embrionario (HINRICHS e KENNY, 1987;
SPENCER et al., 2004).

A secrecdo e expressdo de proteinas sdo reguladas pelos esteroides, sendo constatado, neste
experimento, pela variacdo das concentragdes de proteinas, assim como pela expressdo das mesmas no
decorrer do tempo em cada um dos grupos, as quais foram dependentes, inicialmente da aplicagdo do
BE e posteriormente da concentragdo de P4. Diferengas significativas tém sido observadas nas
concentragdes de proteina total no fluido uterino de éguas ciclicas, sendo maiores durante a dominancia
da progesterona e com pico observado no dia 12 do diestro que declinou mais tarde (ZAVY et al., 1979
e 1982). No GI deste experimento foi observado um aumento das concentracdes de proteina total a
partir do dia 12 até o dia 15, e no GII a partir do dia 4 até o dia 9.

A sincronia entre a receptora e a doadora nos programas de TE ¢ fundamental para o sucesso
da transferéncia de embrides, isto € possivel gracas a uma rapida alteragdo do ambiente uterino que
permite a preparacdo de um meio altamente especifico. As proteinas de origem sanguinea e aquelas
produzidas pelo endométrio preparam o ambiente ideal para o recebimento do embrido (ALAVI-
SHOUSHTARI et al. 2006).

Segundo McDowell e colaboradores (1999) e Zavy e colaboradores (1979) a progressao do

diestro e o aumento da dose e duracdo do tratamento de progesterona aumentam as concentragoes de
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proteina nos lavados uterinos, fato que pode ser constatado ao comparar as concentragdes de proteina
do G1 e G2. Também ¢ possivel observar que a intensidade e tamanho das bandas proteicas foram
maiores no G1, no qual foi usado o dobro da dose de P4 do G2.

A concentragdo proteica obtida no DO nos dois grupos foi superior a encontrada por Reilas e
Katila (1998) em um estudo com éguas ovariectomizadas (<0,3 pg/uL) submetidas a injecdes didrias
de 5 mg de BE durante 5 dias e lavado uterino 48 horas ap0s a ultima aplicagdo, provavelmente, porque
no nosso trabalho, a dose de BE foi de maior (9 mg) e mesmo que, a dose fosse unica, o tempo de
amostragem apo6s a aplicacao do BE foi o mesmo para os dois grupos.

Diferentes estudos comprovaram que, as concentragdes de proteina total no fluido uterino em
todos os estado do ciclo estral s3o maiores que os encontrados em sangue. Ao observar as variagdes
no ciclo estral foi observado em éguas que a concentracao de proteina total uterina foi maior no periodo
do estro quando comparado com o diestro, sendo causado pelo aumento do fluxo sanguineo e maior
permeabilidade dos capilares endometriais como consequéncia do efeito do estradiol
(STRZEMIENSKI et al., 1984 citado por ALAVI-SHOUSHTARI et al. 2006) fato que foi observado
em ambos os grupo (G1 e G2) deste trabalho.

No estudo de Reilas e Katila (1998) foi aplicado um protocolo associando BE + altrenogest
(via oral) e a concentragdo de proteina avaliada no dia 15 foi inferior a apresentada neste trabalho para
0 G1 no mesmo dia (D15), provavelmente, porque o efeito requerido da dose do progestageno utilizado
foi inferior e a via de administragao foi diferente.

Foi observada, neste trabalho, uma banda proteica de 67 kDa compativel com albumina sérica
equina verificada todos os dias de cada um dos grupos que esta presente em €guas prenhes e nao
prenhes. Esta proteina ndo € produzida pelo endométrio e sua presenga no fluido uterino € resultado
da transuda¢do (TUNON et al., 1998). Segundo Thomas (2000), citado por Alavi-Shoushtari e
colaboradores (2006), esta proteina ¢ fonte de aminoacidos, regula a pressdo osmdtica, transporta e
liga uma ampla variedade de moléculas e ions.

Entre as proteinas identificadas por espectrometria de massas estdo a uterocalina (UC),
uteroferrina (UF) e a lipocalina 2 (LCN2).

A uterocalina (UC) com peso aproximado de 18,7 kDa ¢ uma proteina predominante e
dependente de P4, facilmente detectavel em secre¢do uterinas e no tecido endometrial de éguas durante
a parte final do diestro e no inicio da prenhes entre os dias 16 e 18 (CROSSET et al., 1998 e
ELLENBERG et al., 2008), porém, neste estudo sua producdo foi induzida nos dois grupos a partir
do D4 e apareceu até¢ o D15 no GI. Esta proteina ndo esta presente no endométrio de éguas em anestro

e potras antes da puberdade (ELLENBERG et al., 2008), que foi compativel com os achados no DO de
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ambos o0s grupos. Sua presenca no fluido uterino foi induzida pela aplicacdo de P4ALA, concordando
com Crosset e colaboradores (1996). Isto indica que concentragdes de P4 sérica inferiores a 4 ng/mL
ainda que nao sejam compativeis com prenhes também induzem a producao da UC. A UC pode ser
uma proteina sinalizadora de condi¢des uterinas propicias ao desenvolvimento de embrides equinos.
A banda proteica correspondente a uteroferrina (UF) esteve presente unicamente nas éguas do G2
apenas no D15, concordando com os achados de Bazer e colaboradores (1991) em éguas prenhes a
partir do dia 15-16, sendo que as concentragdes de P4 sérica nas éguas do G2, para este dia, foram
superiores a 4 ng/mL, valores compativeis com prenhes. No nosso estudo foi estimulada uma alta
concentragdo de P4 pela aplicagdo de 3000 mg P4LA, compativel com os resultados de McDowell e
colaboradores (1987) que demonstraram que a secre¢do da UF em éguas ovariectomizadas foi induzida
pela P4, tendo um efeito sinérgico quando associado a estrégeno. A lipocalina 2 (LCN2) de peso
molecular aproximado de 24 kDa foi outra proteina uterina detectada unicamente no D15 nas éguas do
G1, as quais receberam maior dose de progesterona de longa acdo, desta maneira considera-se como o
primeiro reporte de expressao desta proteina em éguas em anestro tratadas hormonalmente com P4LA.
Nao foi possivel afirmar se a dose usada no G2 foi suficiente para induzir a secrecdo da LCN2 ao
fluido, pois, as avaliagdes foram feitas até o D9. A expressao, secrecdo e concentragdo de qualquer
proteina uterina sdo dependentes da variagdo individual, explicando a variagdao da espessura e presenga
de uma mesma banda proteica em um mesmo dia. Isto indica que, existem outros fatores que
influenciam na preparagdo do ambiente uterino, além da progesterona, podendo explicar perdas
embriondrias causadas em programas de T.E.

Todas as moléculas sdo capazes de influenciar direta ou indiretamente o desenvolvimento
embrionario. A secre¢do uterina alterada ¢ provavelmente, devido a uma estimula¢do paréacrina
alterada, causada por degenera¢do fibrosa das glandulas endometriais, alteracdo epitelial e/ou
problemas hormonais. E por isto, que qualquer alteracdo na producdo e nas concentragdes destas
proteinas pode implicar deficiéncia nutricional do embrido, podendo causar a morte (HOFFMANN et
al., 2009).

O conhecimento estratégico dos mecanismos fisioldgicos ocorridos no periodo de inovulagdo
podem oferecer esquemas terapéuticos para melhorar a capacidade uterina de receber o embrido,
aumentando o periodo de inovulagdo e permitindo a melhor utilizacdo da receptora aciclica nos
programas de TE

Conclui-se que a aplicacdo de BE em éguas em anestro esta relacionada com o aumento das
concentragdes de P4 plasmatica. A expressdo e concentracdo das proteinas uterinas foram dependentes

da dose de P4LA aplicada nas éguas em anestro. A uterocalina (UC) com peso aproximado de 18,7
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kDa foi induzida nos dois grupos a partir do D4 e apareceu até o final do periodo de analise (D15 no

GI e até¢ o D9 no GII). A UC pode ser uma proteina sinalizadora de inicio de condigdes uterinas

propicias ao desenvolvimento de embrides equinos.

A lipocalina 2 (LCN2) de peso molecular aproximado de 24 kDa foi detectada no D15 nas
¢guas do G1. Considera-se este dado como o primeiro reportado de expressao desta proteina em éguas

em anestro tratadas hormonalmente com P4LA.
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