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EFEITO DO BENZOATO DE ESTRADIOL NA RECUPERACAO DE 00CITOS,
EMBRIOES E NOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE CADELAS
RECEM ACASALADAS?

(EFFECT OF ESTRADIOL BENZOATE ON OOCYTES/EMBRYOS RECOVERY AND
HEMATOLOGICAL PARAMETERS OF MISMATED BITCHES)

A. P. DERUSSI?*, V. H. CHIRINEA®, Y. KARACCAS?, G. H. M. ARAUJO>,
F.C. L. ALVARENGA®, M. D. LOPES®.

RESUMO

Nosso objetivo foi avaliar os efeitos do benzoato de estradiol” sobre a taxa de recuperagio oocitéria ¢ embrionaria e sua
influéncia sobre o sistema hematopoiético. Vinte ¢ quatro fémeas foram utilizadas: GRUPO 1 — 12 cadelas que
receberam uma tnica aplicagdo de benzoato de estradiol, dose de 0,2 mg/Kg, via intramuscular, entre o 2° e 7° dia do
ultimo acasalamento ou insemina¢do. GRUPO II - 12 cadelas que receberam solugio oleosa diluente, dose de 0,2 ml/Kg
em datas correspondentes. As cadelas foram submetidas a ovariohisterectomia e as tubas uterinas e ttero lavados, com
solugdo de PBS, alcool polivinil e heparina. Os odcitos e embrides foram quantificados e classificados de acordo com
seu estadio de desenvolvimento. O hemograma foi realizado em M1 (antes da aplicagdo do farmaco), M2 (15 dias apés
a aplicagdo do farmaco) e M3 (40 dias apds a aplicagdo do farmaco). Para as variaveis recuperagdo de estruturas foi
utilizado o coeficiente de correlagiao de Pearson e teste exato de Fisher na andlise de viabilidade embrionaria, analise
de variancia — ANOVA para medidas repetidas e o teste de Tukey para os pardmetros hematolégicos. Todos os testes
foram realizados a 5% de significincia. A taxa de recuperagdo de estruturas no grupo I foi menor (22,88%) quando
comparada ao grupo Il (65,85%). Foi observada uma menor recuperagdo embriondria (propor¢do 3: 52) e um maior
nimero de estruturas degeneradas (proporg¢ao 11: 1), no grupo |. Os pardmetros hematologicos mostraram diferenca
significativa em relagdo a concentragdo de hemaceas, hemoglobina, ¢ volume globular, 15 dias apds a aplicagdo do
farmaco e diferenga na concentragdo de leucécitos 40 dias apos o uso dessa medicagdo em cadelas do grupo I, no
entanto, ao final do experimento todas as fémeas apresentavam hemogramas considerados normais.

PALAVRAS-CHAVE: Benzoato de estradiol. Cadelas. Contracepcao

SUMMARY

We investigated the estradiol benzoate effects on oocytes/embryos recovery rate and the influence of this drug on the
hematopoietic system. Twenty four bitches were used: Group |- 12 females that received a single application of
estradiol benzoate, 0.2 mg / kg intramuscularly, between 2 and 7 days after the date of the last mismating or
insemination. Group I1- 12 bitches that received an oily diluent, dose of 0.2 ml / kg in corresponding dates. The bitches
were ovariohysterectomized and the uterus / oviduct were isolated and flushed with a PBS, heparin and polyvinyl
alcohol solution. Oocytes and embryos were quantified and classified according to their stage of development. Blood
counts were performed on M1 (before the drug application), M2 (15 days after the drug application) and M3 (40 days
after the drug application). Pearson correlation coefficient was used to anayze the variable retrieva structures, while
Fisher exact test was used for the analysis of embryonic viability. ANOVA was used to anal yze repeated measurements
and Tukey test for hematological parameters. All tests were performed at 5% significance level. The recovery rate of
total structures in group | was lower (22.88%) compared to group |1 (65.85%). A lower embryo recovery (ratio 3: 52)
and a greater number of degenerated structures (ratio 11: 1) in group |. Hematological parameters showed significant
difference in erythrocytes, hematocrit and hemoglobin concentrations 15 days after drug application and difference on
leukocytes concentration 40 days after using this medication only in females in group |, however, at the end of the
experiment all females had blood counts considered normal.

KEY-WORDS: Estradiol benzoate. Bitch. Contraception
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INTRODUCAO

Acasalamentos indesegjaveis sempre fizeram parte
das preocupagdes de proprietarios de cdes e gatos, NO
entanto, quando o assunto ¢ contracepgdo, em especial
o uso de anticoncepcionais, ha conflito e discordancia
sobre 0 uso desses farmacos. O mecanismo de a¢do dos
medicamentos destinados a prevengdo, interrup¢do da
gestagdo e/ou abortamento na cadela, depende do
estadio do ciclo estral, da fase gestacional em que s@o
utilizadas, da capacidade de gerar a morte fetal, da
absorgdo e/ou abortamento ou até mesmo da indugéo
do parto (HOFFMAN, 1999).

A utilizagdo do benzoato de estradiol na prevengdo
da implantagdo em cadela recém- acasalada é uma
forma de contracepcdo, que pode ser utilizada em
projetos que visem o controle populacional dos caes,
de forma menos dispendiosa. Estudos sobre a dose,
efeitos colaterais, momento adequado do ciclo estral do
animal, poderiam intensificar o uso desse horménio e
aumentar sua eficacia.

Os ésteres estrogénicos especialmente o benzoato
de estradiol tem sido usado para interromper gestagdes
indesegjadas em cadelas durante muitos anos. Os
estrogenos alteram o tempo de transito do zigoto nas
tubas uterinas, modificam a bioquimica uterina e
causam degeneracdo embrionaria devido a seu efeito
embriotoxico. Os estrogenos pode estimular as
contragoes uterinas e abertura cervical
(BRUNCKHORST et al, 2000; FONTBONNE, 2010).

Publicagoes mais recentes tém demonstrado que o
uso de estrogenos, em baixas doses, em cadelas recém
acasaladas, ¢ seguro e efetivo (TSUTSUI, 2006). Esses
estudos estdo sendo realizados na tentativa de resgatar
a popularidade do estrogeno exdgeno como método de
abortamento; esse farmaco foi por muitos anos
considerado ineficiente e causador de efeitos colaterais
Sérios e graves para as cadelas provocando supressdo
de medula 6ssea com subsequente anemia aplastica.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os
efeitos do benzoato de estradiol na taxa de recuperagio
oocitaria e/ou embriondria, na viabilidade das
estruturas recuperadas, e verificar a influéncia desse
farmaco no hemograma de cadelas recém acasaladas.

MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro fémeas, sem raga definida, porte
médio, com idades entre um e oito anos ¢ historico de
acasalamento recente ou em fase folicular inicial,
foram selecionadas para exame clinico geral completo,
citologia vaginal e dosagens de progesterona Sérica. A
contagem de 80% de células superficiais no exame
citologico foi utilizada como critério para a
confirmagdo da fase estrogénica do ciclo. A
progesterona  érica foi avaliada por RIA
(SRIKANDAKUMAR et al, 1986) e todas as fémeas
incluidas na pesquisa apresentaram valores de
progesterona entre 0,52 a 33 ng/ml e 80 a 100 % de
células superficiais. Esses pardmetros foram utilizados,
respectivamente, como critério para determinagdo da

onda pré-ovulatéria de horménio luteinizante (LH) e
para determinagido da fase do ciclo estral.

Foram utilizadas tanto fémeas com histérico de
coberturas recentes (entre 2 a 7 dias) ndo desejada pelo
proprietario, como também fémeas atendidas ainda na
fase folicular do ciclo, as quais foram inseminadas
artificialmente (I.A) com Stmen fresco de um céo
doador treinado através de coleta manual e
rotineiramente usado em outros experimentos. O
protocolo de I.A utilizado foi: duas |.A, com intervalo
de 48 horas, nos dias D4 e D6 da onda pré- ovulatoria
de LH, determinada segundo Feldman e Nelson (1996).
A dose inseminante foi aproximadamente de 330 x 106
espermatozoides moveis.

Essas fémeas foram distribuidas aleatoriamente em
2 grupos, GRUPO | — 12 cadelas que receberam uma
unica aplicagdo de benzoato de estradiol, dose de 0,2
mg/K g, viaintramuscular, entre 0 2° e 7° dia da data do
ultimo acasalamento ou inseminagdo (TSUTSUI et al.
2006) e GRUPO |1 - 12 cadelas que receberam solugio
oleosa diluente, dose de 0,2 mi/Kg em datas
correspondentes, sendo este ultimo considerado o
grupo controle

A ovariohisterectomia (OHE) convenciona foi
realizada em todos os animais, entre os dias 15 a 18 da
onda pré-ovulatoria de LH, determinada pela dosagem
de progesterona Sérica. As tubas uterinas e o Utero
foram isolados e os cornos uterinos foram divididos em
equerdo e direito e seccionados em sentido
longitudinal, em placas de Petri. As tubas uterinas e o
utero foram lavados cuidadosamente para a
recuperagao de complexo cumulus oophorus (CCOs)
e/ou embrides em uma solugdo de PBS, acrescida de
alcool polivinil e heparing, a temperatura de 30°C.

Os CCOs e os embrides colhidos foram transferidos
para placas de Petri, sendo observados em lupa
estereomicroscopica (Leica MZ 12,5) para a contagem
e avaliagdo morfoldgica das estruturas. As estruturas
recuperados foram classificadas em: o0ocito, morula,
blastocisto inicial, blastocisto expandido ou blastocisto
eclodido, seguindo a classificagdo preconizada por
Stringfellow & Seidel (1998).

A viabilidade embrionaria foi realizada por meio da
avaliagdo da integridade da cromatina nuclear através
da coloragdo com iodeto de propidio e Hoechst 33342 e
examinados através do uso de microscopio invertido
equipado com luz fluorescente (filtro azul 535 e 617
nm). As estruturas embrionarias que fluoresceram em
azul foram consideradas viaveis com membrana
plasmatica integra, enquanto que aquelas que
fluoresceram em vermelho ou rosa foram consideradas
inviaveis. Embrides com menos de 50% de células
vermelhas foram considerados viaveis, seguindo
critérios de Watt et al. (2009).

Para a analise hematoldgica, amostras sanguineas
foram colhidas para a realizagdo de hemograma. Foram
realizados hemogramas completos, utilizando método
automatizado com estudo morfologico em esfregagos
corados. Os valores de referéncia foram os mesmos
adotados por Meinkoth & Clinkenberard (2000).

A ocorréncia de alteragdes hematologicas foi
avaliada em trés momentos: Momento 1 (M1) antes da

61



aplicagao do farmaco, Momento 2 (M2), 15 dias apés a
aplicagdo do farmaco e Momento 3 (M3), 40 dias apds
aaplicagdo do farmaco.

A analise estatistica para as variaveis recuperagao
oocitaria e embrionaria utilizou o coeficiente de
corrdlagdo de Pearson. Na andlise de viabilidade
embrionaria foi utilizado o teste exato de Fisher. Para
avaliagdo dos hemogramas foram realizadas analise de
variancia -ANOVA para medidas repetidas e teste de
Tukey. Todos os testes foram realizados a 5% de nivel
de significancia.

Os procedimentos descritos foram aprovados pela
Comissio de Etica e Biosseguranga da Instituicdo em
21 de setembro de 2006.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das recuperagdes oocitaria e embrionaria
encontram-se nas tabelas 1 e 2. O namero de estruturas
recuperadas no grupo | foi menor (22,88%) quando
comparada a do grupo |1 (65,85%). Observou-se 13,6%

de recuperagio embrionaria e 9,4% de recuperagdo
oocitaria no grupo I e uma taxa de recuperagdo
embrionaria e oocitaria de  96,2% e 12%
respectivamente no grupo Il, indicando o efeito do
benzoato do estradiol no grupo | . No grupo | que
recebeu o benzoato de estradiol foram recuperados
apenas 03 embrides e 11 estruturas degeneradas
enguanto que no grupo controle foram recuperados 52
embrides. Um dos efeitos do benzoato de estradiol é
causar degeneragdo embrionaria devido a seu efeito
embriotoxico (BRUNCKHORST et al, 2000).

Foi verificada auséncia de odcitos e de embrides
em 05 cadelas do grupo | a despeito da presenca de
corpos lateos. Essas fémeas foram acasaladas entre o
dia O do ciclo estral (DO - dia do surgimento da onda
pré-ovulatoria de LH) e 5° dia apos. O benzoato de
estradiol  provavelmente foi  responsavel pela
degeneracido desses oocitos e dos embrides, pois cerca
de 95% das cadelas reprodutivamente normais que sio
acasaladas em seu periodo fértil tornam-se gestantes
(REYNAUD et a. 2006).

Tabela 1- Numero de corpos luteos e estruturas recuperadas (odcitos, embrides e estruturas degeneradas) em tubas
uterinas e utero de cadelas do grupo I (GI), apds a aplicagdo de uma tnica aplicagdo de benzoato de es‘[radiol,8 dose de
0,2 mg/Kg, viaintramuscular, entre 0 2° e 7° dia do ultimo acasalamento.

Grupo I Corpos luteos Numero de estruturas recuperadas
Ovocitos Embrides Degenerados
E 01 - 0 0 0
E02 4 0 0 0
E03 8 8 0 0
E04 5 0 0 0
E05 9 0 0 2
E06 14 0 1 morula 0
E07 6 0 0 0
E08 6 0 0 2
E09 9 0 1 blastocisto eclodido 0
E10 5 0 1 morula 0
E011 13 0 0 7
E13 6 0 0 0
Total 85 8 3 11
Total 85 22

8 Estrogin- Laboratorio Farmavet
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Tabela 2 - Numero de corpos liteos e estruturas recuperadas (odcitos, embrides e estruturas degeneradas) em tubas
uterinas e atero de cadelas do grupo IT (GII).
* fémea em que a contagem de corpos luteos ndo foi realizada

Grupo II Corpos luteos Numero de estruturas recuperadas
Ovécitos Embrioes Degenerados

Co1 - 0 3 blastocistos eclodidos 0
Co02 9 1 0 0
co3 9 0 3 blastocistos eclodidos 0
C04 6 0 6 blastocistos eclodidos 0
Co05 9 0 2 blastocistos eclodidos 0
Co06 11 0 8 blastocistos eclodidos 0
co7 8 0 6 blastocistos expandidos 0
Co8* - 0 8 blastocistos expandidos 0
co09 9 0 7 blastocistos eclodidos 0
Cl11 9 0 6 blastocistosiniciais 0
C12 3 0 1 morula 0
C13 9 0 2 blastocistos expandidos 1

Total 82 1 52 1

Total 82 54

Tabela 3 - Analise da viabilidade embrionaria observada em lavados uterinos de cadelas no grupo I e grupo II.

Viabilidade embrionaria

Embrioes coletados Estruturas analisadas Viaveis Nao viaveis
Grupo I 3 3 2 (75%) 1 (25%)
Grupo 11 52 23 16 (69,56) 7 (30,43)

A dteragio da motilidade gametogénica e benzoato de estradiol. O tratamento com estradiol em

embrionaria, induzindo a degeneragdo oocitaria e
embrionaria pode ocorrer devido ao uso do benzoato de
estradiol. O mecanismo de agdo dos estrogenos
exoégenos esta relacionada a  alteracdo do
microambiente tubéarico, o que retarda o transporte
gametogénico e embriondrio o que promove O
fechamento da jungdo utero-tubarica, com
consequente retengao dos embrides e odcitos nas tubas
uterinas, seguido do processo de degeneragdo dos
mesmos  (BRUNCKHORST e 4, 2000;
FONTBONNE, 2010).

A baixa taxa de recuperagdo vista no grupo I
também pode ser consequéncia de um aumento da
contratilidade tubarica e uterina estimulada pelo

mulheres aumenta os niveis circulantes de ocitocina,
(AMICO et al. 1981; MITCHELL et a. 1998). Essa
Situagdao também ocorre em cdes e explicaria o
aumento da contratilidade uterina e tubarica podendo
levar a auséncia de o6citos e embrides nestas fémeas
(FONTBONNE, 2010)

A despeito da baixa recuperagio de odcitos e
embrides no grupo I, essas estruturas quando
recuperadas apresentavam- se viaveis (grupo I — 75% e
grupo IlI- 69,56%), conforme pode ser observado na
tabela 3. A porcentagem de estruturas viaveis foram
semel hantes nos doi's grupos.

O benzoato de estradiol ¢ considerado um farmaco
de curtaduragdo e possui um periodo de meia vida de 3
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Tabela 4 - Valores da média e desvio padrdo referentes a hemaceas (HE), hemoglobina (HG), volume globular (VG),
plaguetas (PL) e leucocitos (LC) do grupo I nos trés momentos estudados M1 (antes da aplicagdo da droga), M2 (15
dias apos a aplicagdo da droga) e M3 (40 dias apds a aplicagdo da droga) e valores de referéncia adotados por Meinkoth

e Clinkenberard (2000).

M HE HG VG (%) PL LC
(55a8,5 (X 10° uL) (12a18 (37 a55%) (180.000 pL) (6- 17 (x 10 pL)
(g/di)
272614,58 +
1 6627500 + 172614,15% 15,54+ 0,56 45,08 + 1,46° 13879,17 + 804,522
48600,58
b b b 226843,75+ "
2 6010833,33+257806,77° 1359+0,43° 40,33+ 1,65 13658,33 + 1467,55
55396,78
3 6111666,67 + 184935,83° 14,26+ 0,41 43,17+ 1,11%°  236325+33229,73  10394,91 + 740,33"
p 0,015 0,001 0,012 0,324 0,031
Letras distintas (g, b) demonstram diferenca estatistica na mesma coluna (p<0,05).
dias. Esta caracteristica ¢ benéfica, pois o tempo de CONCLUSAO

ligagdo do medicamento com seus receptores ¢é
relativamente curto, o que gera efeitos colaterais menos
severos (COWEN et al. 1985), quando comparado a
outros compostos estrogénicos.

Na analise dos pardmetros hematologicos (tabela
4), foi observado diferenca significativa (considerado
p<0,05) para as variaveis hemaceas (p= 0,015),
hemoglobina (p= 0,001) e volume globular (p= 0,012),
15 dias apés a aplicagdo do farmaco (M2), sem
ultrapassar, entretanto, os limites normais da espécie
em todas as fémeas que receberam o farmaco. Esse fato
foi considerado como efeito do benzoato de estradiol,
sem entretanto, excluir a possibilidade da ocorréncia de
coagul opatias

As dteragdes desses parametros observadas podem
também ser atribuidas a perdas sanguineas decorrentes
do procedimento cirtrgico, ja& que em M2, quatro
fémeas ja tinham sido submetidas a OHE

Em M3, os valores de leucocitos apresentaram-se
diferentes estatisticamente em relagdo aos valores de
M1 (p= 0,031), no entanto, ndo sendo caracterizado um
estado de leucopenia No geral, todas as fémeas
apresentaram hemograma dentro dos limites normais
para a espécie, o que confirma os achados de Weiss &
Klausner (1990) que identificaram efeito rapido e
transitorio dos estrogenos sobre a linhagem sanguinea.

Outra condi¢do importante que deve ser
considerada com 0 uso do benzoato de estradiol ¢ a
sensibilidade individual e a severidade dos efeitos
colaterais em apresentar forte relagdo com a dose
utilizada. Nenhum outro sintoma relacionado ao trato
reprodutivo foi identificado nos animais estudados,
embora o0 periodo de avaliagdo tenha sido
relativamente curto para diagnosticar ateragdes
uterinas e ou mamarias.

As recuperagdes oocitarias e embrionarias foram
menores nas fémeas que receberam o benzoato de
estradiol (0,2 mg/Kg por via intramuscular), o que
confirma o efeito contraceptivo do farmaco quando
utilizada entre o 2° e 7° dia da data do Wltimo
acasalamento e ndo foram observadas alteragdes no
perfil hematologico das fémeas estudadas.com relagdo
aos parametros de normalidade até 40 dias apds a
aplicagdo do farmaco.
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