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SOUZA, R. T. R., Sincronizacdo de receptoras no diestro para utilizacdo em
programa de Transferéncia de Embrides em equinos. Botucatu, 2013. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Vérios fatores influenciam no resultado da transferéncia de embrido (TE) em equinos,
sendo que a sincronia entre a doadora e a receptora muitas vezes limita o uso da
receptora, pois ndo ha sincronia do ambiente uterino e com o estagio do embrido que
sera transferido. Eguas doadoras de embrides muitas vezes devido ao manejo distintos
das receptoras tendem a apresentar ciclos ovulatérios por mais tempo durante a estacdo
reprodutiva. Atualmente, muitos protocolos e terapias possibilitam uma maior
recuperacdo de embrides por ciclo, mesmo de éguas idosas, dessa forma as receptoras
desempenham um importante papel na cadeia da TE. Varias estratégias sdo utilizadas
para maximizar o uso de éguas receptoras e com isso aumentar o nimero de produtos de
TE por estacdo. Com a intengdo de sincronizar ou aumentar o tempo de utilizagdo das
receptoras durante a estacdo de monta, pode-se utilizar progesterona e progestagenos, e
estrégenos dessa forma, reduz a relacdo doadora/receptora, gerando uma reducdo de
custo e tempo, além da utilizacdo de éguas ndo ciclantes com indices de gestacdo
satisfatorios. O presente estudo teve como objetivo estudar o efeito da utilizacdo do
estrdgeno e progesterona no diestro para maximizar a utilizacdo de receptoras de
embrido. Onde foi observado a taxa de prenhez no grupo diestro de 40%, sendo uma
alternativa estratégica em programas de TE quando poucas receptoras estiverem

disponiveis.

Palavras-chave: Hormonio, Receptoras de embrido, Sincronia uterina, Transferéncia de

embrido
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SOUZA, R. T. R. Synchronization of estrus in the recipient for use in program Embryo
transfer in horses, Botucatu 2013. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Several factors influence the outcome of embryo transfer (TE) in horses, and the
synchrony between donor and recipient often limits the use of the recipient, because
there is no synchronization of the uterine environment and the stage of the embryo to be
transferred. Mares embryo donors often due to different handling of the recipients tend
to have longer ovulatory cycles during the breeding season. Currently many protocols
and therapies enable greater recovery of embryos per cycle, even old mares, so the
receivers play an important point in the chain of TE. Several strategies are used to
maximize the use of recipient mares and thereby increase the number of products per
season TE. With the intention of increasing or synchronize the time of use of the
receiver during the breeding season may be mentioned progesterone and progestins,
estrogens and thus reduces the ratio donor / recipient, resulting in a reduction of cost
and time, besides the use mares with ciclantes not satisfactory pregnancy rates. The
present study aimed to study the effect of the use of estrogen and progesterone in

diestrus to maximize the use of embryo recipients in TE programs.

Keywords: Embryo transfer, Hormone, Receptor embryo, Sync uterine
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento e desenvolvimento do mercado de equinos no pais, a busca
por melhores resultados de fertilidade nessa espécie vem gerando um maior interesse
pelo desenvolvimento e aprimoramento de Biotecnologias da Reproducao.

E notdrio o crescimento nos Gltimos anos do interesse pela transferéncia de
embrides (TE) em equinos. Hoje, quase a totalidade das associacdes de criadores de
cavalo reconhecem os beneficios da técnica, permitindo o uso da TE (ALVARENGA, et
al., 2008).

A selegdo de éguas aptas a serem utilizadas como receptora continua sendo o
maior problema em um programa de TE (DOWSETT e WOODWARD; 1989), pois ¢é
esta(s) fémea(s) que ira reconhecer o embrido e fornecer condi¢des necessarias para o
seu desenvolvimento (SOUSA, 2006).

O ambiente uterino se altera marcadamente sobre a influéncia da progesterona e
um embrido exposto a um dtero assincronico pode estar sujeito a fatores de
desenvolvimento e niveis hormonais ndo correspondentes a fase na qual ele se encontra
(BARNES, 2000).

Nas éguas a sincronizacdo do estro e da ovulagdo possui uma maior
complexidade, quando comparada com outras fémeas de animais domeésticos.
Provavelmente isso ocorre devido a longa fase folicular que possuem e pela dificuldade
de adequar o controle do crescimento folicular (DOUGLAS, 1986).

Aumentar o periodo util de utilizacdo de receptoras (atualmente é de 3 a 9 dias
apos-ovulacao) é sempre um desafio que possibilita reducdo de custos da técnica de TE
(JASKO, 2002).

A utilizacdo de receptoras em condicGes naturais antes de 4 dias apds a ovulacdo
nédo tem sido recomendada na literatura, observando-se que, a partir do 9° dia, a taxa de
prenhez diminui bastante apds a transferéncia, inviabilizando a utilizacdo a partir deste
dia. A relagéo ideal de 1:1 (para cada doadora uma receptora) se mostra como uma
interessante alternativa para o melhor aproveitamento das éguas receptoras diminuindo
os altos valores da transferéncia de embrides possibilitando uma difusdo maior da
técnica (CAIADO et al., 2007).
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A utilizacdo de receptoras aciclicas sincronizadas pela reposicdo hormonal,
apresentam taxas de gestacdo similares a receptoras ciclantes (DELL’AQUA JR. et al.,
2009).

Sendo a hipotese desta pesquisa esta ligada a utilizagdo de dose de 17p estradiol
em eguas durante o diestro para uma sensibilizacdo dos receptores uterinos para o
estradiol, promovendo uma maior irrigacdo uterina suficiente para mimetizagdo de um
estro “fisioldgico” que posteriormente com a administracdo de progesterona natural
estaria apta a receber um embrido com uma condi¢do uterina similar a de uma égua
ovulada naturalmente. Assim sendo, pode-se maximizar o uso das receptoras no diestro
diminuindo a relacdo doadora/receptora nos programas de TE em equinos.

Em virtude disso, o presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito da

utilizacdo do estrogeno e progesterona em receptoras de embrido na fase de diestro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Fisiologia do ciclo estral da égua

O ciclo estral da espécie equina é uma combinacdo de eventos fisioldgicos que
ocorrem entre duas fases, estro e diestro, podendo também denomina-la de fase folicular
e fase luteal, sendo regulado por mecanismos endocrinos e neuroenddcrinos,
principalmente os hormdénios hipotalamicos, as gonadotrofinas e o0s esterdides
secretados pelos ovarios (HAFEZ, 2004).

Os equinos sdo animais poliéstricos estacionais em dias longo de luz, pois a época
reprodutiva ocorre na primavera e no verdo. Trés sdo os fatores basicos que explicam o
carater estacional dos ciclos estrais nas éguas: nutri¢cdo, fotoperiodo e temperatura
(ARRUDA, 1990).

A influéncia da nutricdo sobre o ciclo estral é mais evidente na puberdade e no
restabelecimento do ciclo estral apds o parto. Os animais ingerindo regimes alimentares
saudaveis atingem a puberdade em idade mais precoce do que aqueles privados de
alimentacdo (REECE, 2008).

Demonstrou-se que o fotoperiodo (duracdo de horas luz por dia) pode afetar a

reproducdo dos mamiferos. Fotoperiodos longos estimulam, e fotoperiodos curtos
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inibem a ocorréncia de estro nas espécies que se acasalam na primavera e no verao
(HAFEZ, 2004; GINTHER et al., 2005, DAELS, 2006).

Nas éguas, a estacionalidade reprodutiva é bem marcante, apresentando periodos
de atividade (estacdo ovulatoria) e inatividade reprodutiva (estacdo anovulatéria,
anestro) associados com o comprimento de luz/dia (fotoperiodo), condi¢des climaticas e
nutricionais (NAGY et al., 2000).

A melatonina indica a duracdo do fotoperiodo, resultando em resposta do
sistema reprodutivo, que varia de acordo com as espécies e a natureza particular de suas
estratégias na estacdo de monta. As éguas entram em anestro no final do outono, por
causa da menor quantidade de luz, e os ciclos ovarianos sdo restabelecidos quando a luz
aumenta (DUKES, 1996).

A variacao no fotoperiodo talvez seja o sinal ambiental mais importante e que
orienta o eixo hipodfise-gbnada, uma vez que tratamentos como fotoperiodo artificial
estimulam desenvolvimento folicular e o inicio da estagdo de monta (HAFEZ, 2004).
Em éguas um regime de maior luminosidade cerca de um més antes do inicio previsto
do anestro deve resultar em atividade ovariana continua. Caso se deseje restabelecer a
ciclicidade ovariana numa égua em anestro de inverno, é necessaria uma exposicdo de,
no minimo, dois meses ao fotoperiodo apropriado (DUKES, 1996).

O estro é induzido pela acdo dos horménios estrdgenos, que atuam sobre o
sistema nervoso central, causando mudancas gradativas no comportamento sexual da
égua. O hormonio foliculo estimulante (FSH) liberado atua sobre o foliculo primario,
provocando o seu desenvolvimento nos ovarios. O horménio luteinizante (LH) comeca
a atuar em conjunto com o FSH na fase final do processo de maturacdo folicular,
resultando na ovulacao dos foliculos maduros (ANDRADE, 1986).

A fase de estro ou fase folicular, em éguas, é caracterizada pela presenca de um
foliculo com mais de 25 mm de didmetro no ovario, onde sdo produzidos elevados
niveis de estrogenos pelas células da granulosa (GINTHER, 1992).

As quantidades crescentes de estradiol secretadas pelos foliculos ovarianos
induzem o comportamento de estro e a elevacdo dos niveis de LH pela ativagdo dos seus
receptores na célula da granulosa, consequentemente a ovulagdo e a formacéo do corpo
luteo (HAFEZ, 1995; MACHADO, 2004).

A elevacdo dos niveis de estrogenos durante a fase estral é responsavel pela

instalagdo do edema uterino; o qual tende a ser diminuido nos dois dias que antecedem a
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ovulagdo (MCKINNON & CARNEVALE, 1993; BURATINI, 1997; MACHADO,
2004).

A fase de diestro ou luteal é caracterizada pelo término das manifestaces dos
sinais do cio, que ocorrem entre 24h e 48h apds a ovulacéo, resultando da formacéo do
corpo luteo (NEELY et al., 1989). Nesta fase, a égua torna-se, geralmente, agressiva na
presenca do garanhdo, sendo o grau de agressividade variavel de individuo para
individuo (ANDRADE, 1986).

2.2 - Reconhecimento materno da gestacéo

Ap0s a perda da zona pellcida, o concepto equino € circundado por uma capsula
acelular glicoprotéica que se forma quando o embrido entra no Gtero no dia 5, essa
capsula se forma de secre¢des uterinas e permanece por diversas semanas, podendo ter
um papel importante na migragdo e na protecdo do concepto (HAFEZ & HAFEZ,
2004).

Para o sucesso do reconhecimento e manutencdo da prenhez, as secregdes
uterinas sdo estimuladas pela migracdo do concepto, que consiste na unica fonte de
nutriente no periodo antes da formacdo definitiva do corialantoide, cuja sua formacéo
ndo comeca antes dos 45 dias de gestacdo (McDOWELL et al., 1988; SPENCER et al.,
2004). Essas substancias secretadas pelo Utero sdo essenciais para uma adequada
suplementacéo nutricional durante a fase inicial do desenvolvimento embrionario.

A migracéo transuterina pode ocorrer de 10 a 13 vezes por dia entre os dias 10 a
16 de gestacdo, a migracdo da vesicula para frente e para tras entre os cornos uterinos é
essencial para inibir a lutedlise na égua, entre os dias 8 e 16 de gestacdo (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

Em eéguas, existe uma relacdo entre a secrecdo de algumas proteinas pelo
endometrio associadas as mudancas hormonais durante o ciclo estral e o inicio da
gestacdo (BRUCK; ANDERSON; et al., 1997).

A producéo de prostaglandina E, pelo concepto esta envolvida na estimulagédo da
contratilidade do miométrio, que impulsiona a vesicula ao longo dos cornos uterinos. O
aumento do didmetro da vesicula, do tonus uterino e do espessamento da parede uterina,
induzido pela producéo de estrégeno pelo concepto, promove a fixagdo da vesicula no

[imen uterino no dia 16. Quando a vesicula embrionaria ndo pode mais migrar e
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encontra-se fixa dentro do corno uterino, contracbes do miométrio continuam a causar
sua rotacdo, tanto que o embrié&o orienta-se para a regido ventral da mesma (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

Essa PGE2 tem a propriedade de provocar contracfes locais e relaxamento da
musculatura lisa, atuando na parede da tuba uterina, permitindo assim que o embrido se
mova progressivamente com o auxilio do batimento ciliar ritmico, entrando no Gtero
aproximadamente apds 24 horas (GASTAL et al., 1998). Desta forma, este estagio de
desenvolvimento depende da capacidade secretoria de PGE2 pelo embrido (ALLEN,
2001).

A interagdo entre componentes da via das prostaglandinas e seus receptores e
enzimas, devem ser investigada em conjunto, para entender completamente os eventos
que acontecem durante o reconhecimento precoce da gestacdo, como a prevencdo de
lutedlise e manutencdo da prenhez. A interacdo equilibrada entre as enzimas e
receptores de prostaglandinas dentro do Utero durante o reconhecimento embrionario
devem ser mantidos para proporcionar um ambiente adequado para o embrido, que
primeiro deve inibir a lutedlise e depois prosseguir para o processo de implantacdo
(ATLI et al., 2010).

Na auséncia do concepto, a égua retornarad ao estro como resultado da lutedlise,
pela acdo da prostaglandina F2o (PGF2a), que ¢é liberada por pulsos intermitentes ao
redor dos 12- 14 dias ap06s a ovulacdo. A migracdo intrauterina do concepto parece ser
necessaria para assegurar a frequente interacdo com o endométrio de modo a suprimir
adequadamente a secregdo de PGF2a (GAIVAO & STOUT, 2007).

Os efeitos do concepto dentro do limen uterino sdo locais e ndo sistémicos, uma
vez que a migracdo do concepto parece exercer papel essencial na sobrevivéncia
embrionaria no inicio da gestacdo (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O corpo luteo (CL) € o local de producdo de progesterona, hormoénio que
promove o encerramento do estro, mantém a égua ndo receptiva ao macho e prepara o
Utero para receber o embrido (ARRUDA, 1995). A progesterona é necessaria para a
interacdo entre o Utero e o0 embrido. As secrecOes de proteinas uterinas sao
aparentemente importantes na nutricdo do concepto no inicio da gestagdo. A habilidade
do endométrio em provir quantidade adequada de secrecdes depende em grande parte da
progesterona (BERGFELT & ADAMS, 2007).
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Tanto o corpo lateo primario, o secundario e a placenta contribuem para o
volume total de progesterona durante a gestacdo. A concentragdo de progesterona
luteinica na circulagdo periférica estd estreitamente relacionada com as modificacdes
morfologicas do corpo luteo (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A progesterona € uma substancia absolutamente necessaria para a sobrevivéncia
do embrido na égua, visto que a administracdo de progesterona em éguas
ovariectomizadas torna as mesmas aptas a gestarem (SHIDELER et al., 1982), e a
ovariectomia se feita ap6s o 70 dia de gestacdo, ndo provoca aborto (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

A incidéncia de morte embrionaria antes dos sessenta dias de gestacdo varia de
2,6% a 24%, apresentando uma média de 8,6%, 0 que gera grandes prejuizos na criagcdo
equina (VANDERWALL, 2008).

A administracdo profilatica de progesterona (P4) exdgena em éguas prenhes, em
um esfor¢co para melhorar a manutencdo da gestacdo, continua a ser uma préatica
generalizada mesmo sem evidéncias cientificas que justifiguem sua eficacia. Baixos
niveis de progesterona causados pela insuficiéncia do CL primario tém sido proposto

como causa de perda embrionaria precoce (ALLEN, 2001) .

2.4 - Selecdo de receptoras de embriao

A selecdo de éguas aptas para serem receptoras de embrido é um fator decisivo
podendo afetar o sucesso da técnica de TE (Vanderwall & Woods, 2007 ;McKinnon &
Squires, 2007).

Sendo considerada durantes anos como éguas de segunda, com atencdo e
condicGes de espacgo, sanidade e alimentacdo limitada e sub-6timas, especialmente em
relacdo as doadoras, as eguas receptoras ocupam hoje uma posi¢do importante dentro
das decisGes de um plantel comercial de TE, devendo levar em conta alguns fatores
como: o escore corporal, idade (3 a 10 anos), o tipo e o tamanho ideal da receptora (o
mais proximo da doadora), condi¢bes vulvar e uterina, a habilidade materna
(preferéncia ter sido mée), avaliacdo de Ubere, docilidade, e a sanidade é fundamental
estar em dia, 0 manejo nutricional é importante pelo fato de que uma égua néo

alimentada adequadamente vai ter maior dificuldade em ciclar (Alvarenga et al.,2008).
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As receptoras necessitam ter um ciclo estral regular e serem livres de alteracdes
uterinas e ovarianas tais como liquido uterino, cistos uterinos, ar e debris no Utero,
tumores ovarianos ou outras patologias ovarianas, sendo livres de problemas
reprodutivos (SQUIRES et al., 1999; CARNEVALE et al.,, 2000; LOPES, 2002;
SQUIRES et al., 2003). Estas analises combinadas com o tdnus uterino e cervical
determinados pela palpacéo retal, sdo os principais critérios utilizados para a selecéo da
receptora (SQUIRES; McKINNON; SHIDELER, 1988).

De acordo com Squires e Seidel (1995), a melhor égua receptora € aquela que ja
produziu potros. Outros fatores como a ciclicidade normal também sdo importantes,
pois permitird maior sucesso no momento da sincronizacdo da ovulagdo
doadora/receptora, a menos que se pretenda utilizar éguas aciclicas tratadas

hormonalmente como receptoras.

2.4 - Sincronizagéo entre doadora e receptora de embrido

Diversos tratamentos hormonais tém sido utilizados nos objetivos de
sincronizacdo do cio e ovulacdo na égua, com base em um unico horménio ou na
combinacéo de dois ou mais compostos (ANDRADE, 1986). Um embrido exposto a um
Utero assincronico pode estar sujeito a fatores de desenvolvimento e niveis hormonais
ndo correspondentes a fase na qual ele se encontra. Isto pode resultar em mudangas nas
taxas de desenvolvimento ou na morte do embrido (BARNES, 2000).

O uso de receptoras em um momento mais precoce do diestro permite um
melhor aproveitamento de receptoras (ALONSO, et al., 2010). A janela de +1 (ovulacdo
da receptora 1 dia antes da doadora) -3 (ovulacdo da receptora 3 dias depois da doadora)
deve ser utilizada (SQUIRES, 2006). Fleury et al. (1989), transferiram embrifes para 6
éguas que ovularam 3 dias depois da doadora e 3 éguas que ovularam 4 dias depois da
doadora, obtendo taxa de prenhez semelhante a das receptoras com menor grau de
assincronizacdo. Ja Foss et al. (1999), propuseram a utilizacdo de uma janela de
assincronia de ovulagdo maior do que as utilizadas anteriormente, sendo que éguas
receptoras -5 ( ovulagdo menos 5 da doadora) apresentaram resultados satisfatorios 5/6
(83,3%). A flexibilidade resultante dessa maior janela de sincronizacdo tornou a selecao

de uma receptora mais facil.
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A utilizacdo de receptoras no D3 pds-ovulacdo pode ser possivel, desde que
estas apresentem bom tonus uterino na avaliacdo ginecoldgica (FLEURY et al., 2006).
Caiado et al. (2007), verificaram que o tratamento di&rio com progesterona iniciado no
dia da ovulacdo da receptora permitiu seu uso ja no segundo dia pds ovulagdo, tendo
sido obtidas taxas de prenhez préximas a 70% quando utilizada a progesterona e de 30%
quando néo utilizada a suplementacéo.

Receptoras de embrido podem ser utilizadas a partir do terceiro dia pds
ovulacdo, com adequadas taxas de prenhez, sem suplementacdo exoOgena de
progesterona ja que as taxas de prenhez foram similares as éguas nos dias 3 a 8 pos
ovulagdo {D3, 75,90% (83); D4, 71,72% (198); D5, 71,49% (228); D6, 69,36% (173);
D7, 76,87% (147), D8, 68,42% (76)}. Além disso, elas tornam-se uma possibilidade
interessante quando uma sincronizacdo mais proxima ndo € possivel. Entretanto, uma
selecdo adequada baseada em determinadas caracteristicas do Gtero e tobnus € essencial
para que estes resultados sejam obtidos (FLEURY et al., 2010).

Outra possibilidade é a utilizacdo de receptoras com ciclo artificial. Esses
animais sdo utilizados aplicando-se estrogeno e progesterona para mimetizar um ciclo
natural em éguas no periodo de transicdo ou anestro. As taxas de prenhez alcancadas
utilizando-se este tipo de receptora foram semelhantes as de éguas ciclantes (10/18,
55,6% V'S 400/590 67,8%) (CARNEVALLE et al., 2000).

2.5 - Farmacos utilizados na manipulagdo do ciclo estral da égua receptora de
embrido

Devido a grande variacdo entre as éguas na duracdo do estro e no intervalo de
ovulacdo, a inducdo farmacolégica € uma importante ferramenta para o manejo
reprodutivo (BEREZOWSKI et al., 2004).

2.5.1. Protocolos com utilizagcdo de Estrogenos com Progesterona ou Progestagenos

Segundo Neely (1983), a administracdo de uma pequena dose de estradiol (0,5 a
1,0 mg) em éguas durante anestro profundo é capaz de induzir sinais de estro dentro de
3 a 6 horas, enquanto que éguas com corpo luteo funcional sinais de estro ndo séo
observados. Por outro lado, a administracao de 17p- estradiol (50mg, Intra-muscular

IM) ou de cipionato de estradiol (50mg, IM) no dia seguinte a ovulacdo em éguas
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ciclicas suprime o desenvolvimento folicular sem alterar a funcédo luteal, podendo estes
serem utilizados em programas de sincronizacdo de estro e ovulagdo associados a
prostaglandina (sem progesterona) com o mesmo grau de sincronizagdo de quando
administrados em associa¢do com progestagenos (PINTO et al., 2004).

Webel (1975) foi o primeiro pesquisador a reportar o uso de um progestageno
sintético via oral (Altrenogest) em éguas. Desde entdo, tém-se observado numerosas
citacGes de seu uso.

O uso de P4 LA ¢ extremamente vantajoso, devido a grande trabalho e estresse
dos animais associados com as injecGes diarias exigidas pelas formas de acdo curta
(PESSOA et al., 2004)

Rocha Filho et al. (2004), concluiram que éguas ndo ciclantes tratadas com
progesterona de curta e longa acdo por 5 a 8 dias antes da transferéncia, podem ser
usadas com sucesso como receptora de embrido durante o periodo do ano em que
poucas éguas ciclantes estdo disponiveis.

Bringel et al. (2003), observaram que a circulagdo de progesterona foi
compativel com os niveis da fase luteal apds a injecdo de 1500 mg de P4 LA a cada 7
dias em éguas aciclicas, sugerindo gque consiste num protocolo seguro para receptoras
de embrido em transicdo.

De acordo com Kaercher (2011) a utilizacdo de receptoras ciclantes e néo
ciclantes de embrido mostrou sucesso nas taxas de prenhez de 75,0 e 75,9%,
respectivamente, no 12° dia de gestacao. No entanto, os presentes resultados mostram
discrepancia em relacdo aos obtidos por Rocha Filho et al. (2004), ndo s6 na diferenca
entre a porcentagem de prenhez, que se apresentou a mais elevada (85%) no grupo de
éguas ciclantes, mas também na percentagem (53,3%) de éeguas ndo ciclantes. O
resultado mostrou diferencas significativas (P <0,05), o que, no entanto, ndo foi
verificado diferenga significativa por Rocha Filho et al. (2004), para as taxas de
gestacéo e de mortalidade embrionaria ap6s o 12° dia de desenvolvimento embrionario.
Podendo suprir a deficiéncia de éguas receptoras de embrido principalmente no inicio
do periodo de estacdo de monta, quando apenas poucas éguas ciclantes estdo
disponiveis com a utilizacdo de P4 de curta ou longa acdo (KAERCHER et al., 2011).

No trabalho de Dell’aqua Jr et. al (2009), receptoras nédo ciclantes foram tratados
com 15 mg de benzoato de estradiol (BE) e seguido por uma aplicacdo de 10 ml de P4

LA contendo 300 mg/ml em 48 horas. Os embrides foram transferidos entre 4 e 10 dias,
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apos injecdo da P4 LA. Apos a confirmacéo da gestacdo uma nova injecdo de 3 g de P4
LA foi feita e repetida a cada 14 dias até 110 dias apds o diagndstico de prenhez. Com
base nos resultados do presente estudo, concluiram que a nova formulagdo de P4 LA
contendo 300 mg/ml administrada a cada 14 dias foi eficaz em manter a gestacdo de
éguas receptoras ndo ciclicas, permitindo um maior intervalo no tratamento e na janela
de tempo para transferir os embrides.

Segundo Zerlotti (2012) foi realizado um experimento para comparar 0S
resultados entre receptoras ciclantes e aquelas ndo ciclantes incluidas em um programa
comercial de TE, em um periodo de 72 horas da ovulacdo da égua doadora, as
receptoras que ndo estavam ovulando, com foliculo < 20 mm e sem corpo liteo
receberam 10 mg de 17 B estradiol, IM. Aproximadamente 48 horas depois, as éguas
com edema endometrial significativo receberam 1,5g de progesterona, IM. Todas as
receptoras (ovulando ou ndo) foram mantidas com administragdes semanais de 1,59 de
progesterona, do momento da transferéncia ate 120 dias de gestacdo. N&o foram
observadas diferencas significativas nas taxas de prenhez entre receptoras ciclantes e
ndo ciclantes concluido que esse protocolo pode ser usado em qualquer central de TE.

De acordo com Rodrigues et al. (2012), é de grande importancia o
acompanhamento das caracteristicas morfoldgica do Utero e ovario durante o estro. Os
efeitos da progesterona sobre as caracteristicas morfoldgicas da cérvix e Utero sdo
eficazes somente apds efeitos estrogénicos (Allen, 2001). Segundo Hughes et al.,
(1972) é na fase do estro, com a presenca do estradiol o principal horménio ovariano
produzido, o responsavel pelo aparecimento de edema e tbnus uterino caracteristicos,
criando também receptores para progesterona e preparando o Utero para uma possivel

gestacao.
3. OBJETIVO
O presente estudo teve com objetivo utilizar a combinagdo dos hormonios 173

estradiol e progesterona natural em programas de Transferéncia de Embrides de equinos

para sincronizagao de receptoras ciclantes em diestro.
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Sincronizacgao de receptoras no diestro para utilizacdo em programa de

Transferéncia de Embrides em equinos

Resumo

Um dos grandes problemas da técnica de transferéncia de embrides continua sendo a
selecdo de éguas aptas para serem utilizadas como receptoras de embrido e aumentar o
seu periodo de utilizacdo € sempre um desafio. Ja sabendo que a utilizacéo de receptoras
aciclicas sincronizadas pela reposicdo hormonal apresenta taxas de gestacao similares a
receptoras ciclantes. O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da utilizagdo do
estrogeno e progesterona em receptoras de embrido na fase de diestro. Foram utilizadas
60 éguas dividas em trés grupos experimentais, sendo grupo controle, grupo aciclicas
preparadas com a administragdo de 20mg de 17 estradiol e 3g de Progesterona Natural
injetavel em veiculo de liberacdo lenta e o grupo diestro receptoras entre o D8 e D14 do
ciclo estral (diestro) preparadas com a administragdo de 50mg de 17 B estradiol e 3g de
Progesterona Natural injetavel em veiculo de liberacdo lenta. Sendo avaliada a
porcentagem de prenhez e valor médio e desvio padrdo do grau maximo de edema
uterino de receptoras que ficaram prenhes ou ficaram vazias nos diferentes grupos,
porcentagem de receptoras do grupo diestro que apresentaram grau de edema uterino e
taxa de prenhez em relacdo ao grau de edema, média e desvio padrdo do grau de edema
uterino e nimeros de animais em relacdo ao dia do inicio do protocolo e respectiva taxa
de prenhez das éguas do grupo diestro. Os dois protocolos de sincroniza¢do no grupo
controle e grupo aciclicas com 80% de prenhez foram eficazes para a preparacdo de
éguas como receptoras de embrido. O protocolo utilizado no grupo diestro obteve a taxa
de gestacdo de 40% podendo ser uma alternativa estratégica em um programa de TE,
desde que a receptora se encontre apds o D10 do diestro e apresente grau de edema

uterino superior a 2, apds a aplicac¢ao do 17 B estradiol.

Palavras chaves: Diestro, Estradiol, Progesterona, Sincronizacdo, Transferéncia de

embrido.
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Synchronization of estrus in the recipient for use in program embryo transfer in horses

Abstract

A major problem of the technique of embryo transfer remains the selection of suitable
mares to be used as embryo recipients and increase their usage period is always a
challenge. Knowing that the use of acyclic receptor synchronized by hormone
replacement shows pregnancy rates similar to receiving ciclantes aimed to the present
work was to study the effect of the use of estrogen and progesterone in embryo
recipients in diestrus to its best advantage. 60 mares were used divided into three
experimental groups and control group, acyclic prepared with the administration of 20
mg of 17p estradiol and 3g of Natural Progesterone injection in vehicle slow release and
the group receiving diestrus between D8 and D14 of the estrous cycle (diestrus)
prepared by administering 50 mg of 17 B estradiol, and 3g natural progesterone
injection in slow release vehicle. Being evaluated pregnancy rate and mean value and
standard deviation of the maximum degree of uterine edema of recipients who were
pregnant or became empty in the different groups, the percentage of recipients diestrus
group that showed uterine edema and pregnancy rate in relation to the degree edema,
mean and standard deviation of the degree of uterine edema and numbers of animals in
relation to the day of the beginning of the protocol and rate of pregnancy in mares group
diestrus. The two synchronization protocols in the control group and acyclic were
effective for the preparation of mares as embryo recipients. The protocol used in
diestrus group may be an alternative strategy in a program TE, provided the receptor is
found after D10 diestrus and present uterine edema grade greater than 2, after

application of 17 3 estradiol.

Keywords: Diestrus, Embryo Transfer, Estradiol, Progesterone, Synchronization
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La sincronizacion del estro en el receptor para su uso en la transferencia de

embriones programa en caballos

Resumen

Un problema importante de la técnica de transferencia de embriones sigue siendo la
seleccion de yeguas adecuados para ser utilizados como receptoras de embriones y
aumentar su periodo de uso es siempre un desafio. Sabiendo que el uso del receptor
aciclico sincronizado por reemplazo hormonal muestra las tasas de embarazo similares a
recibiendo ciclantes destinados a este trabajo fue estudiar el efecto del uso de los
estrogenos y la progesterona en los receptores de embriones en el diestro a su mejor
ventaja. 60 yeguas que se dividieron en tres grupos experimentales y el grupo de
control, aciclicos preparado con la administracion de 20 mg de 17f estradiol y 3 g de
inyeccion de progesterona natural en el vehiculo de liberacion lenta y el grupo que
recibié el diestro entre D8 y D14 del ciclo estral (diestro) preparado por la
administracion de 50 mg de estradiol y 17 de inyeccion de progesterona natural 3g 3 en
un vehiculo de liberacién lenta. Siendo evaluado tasa de embarazo y el valor y la
desviacion estandar del maximo grado de edema uterino de los receptores que estaban
embarazadas o se convirtieron en vacio en los diferentes grupos de media, el porcentaje
de receptores grupo diestro que mostré edema uterino y la tasa de embarazo en relacion
con el grado edema, media y desviaciéon estandar del grado de edema uterino y el
namero de animales en relacion con el dia del comienzo del protocolo y la velocidad de
la gestacion en yeguas diestro grupo. Los dos protocolos de sincronizacion en el grupo
de control y aciclicos fueron eficaces para la preparacion de yeguas como receptoras de
embriones. El protocolo utilizado en el grupo diestro puede ser una estrategia alternativa
en un programa de TE, siempre y cuando el receptor se encuentra después de D10
diestro y presente edema uterino de grado mayor que 2, después de la aplicacion de 17

estradiol.

Palabras clave: Diestro, Estradiol, Progesterona, Sincronizacion, Transferencia de embriones.
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Introducéo

Sendo notorio o crescimento e desenvolvimento do mercado de equinos no pais,
a busca por melhores resultado de fertilidade na espécie vem aumentando assim como
interesse pela técnica de transferéncia de embrides (TE).

A selecdo de éguas aptas a serem utilizadas como receptora continua sendo o
maior problema em um programa de TE (DOWSETT e WOODWARD,; 1989),
aumentar o periodo Util de utilizacdo de receptoras é sempre um desafio que possibilita
recompensas na reducao de custos da técnica de TE (JASKO, 2002).

A relacgdo ideal de 1:1 (para cada doadora uma receptora) se mostra como uma
interessante alternativa para o melhor aproveitamento das éguas receptoras diminuindo
os altos valores da transferéncia de embrides possibilitando a técnica se difundir mais
rapidamente (CAIADO, 2007).

A utilizagdo de receptoras aciclicas sincronizadas pela reposicdo hormonal
apresentam taxas de gestacdo similares a receptoras ciclantes (DELL’AQUA JR. et al.,
2009).

A égua ciclante se encontra apta a receber um embrido até o nono dia apos sua
ovulagdo, assim sendo, para a receptora estar apta novamente para uma TE, seria
necessario mais oito a dez dias em média para ela ovular (apés aplicacdo de luteolitico)
e no minimo mais 3 ou 4 apos a ovulacdo para apresentar condicdo uterina adequada
para utilizada como receptora. Desta forma, sdo 12 a 15 dias em que a receptora fica
indisponivel no lote. A diminuicdo desse intervalo pode ser uma alternativa para
minimizar os custos inerentes a manutencdo das receptoras.

Em virtude disso, o presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito da

utilizacdo do estrogeno e progesterona em receptoras de embrido na fase de diestro.

2. Material e Métodos

2.1. Local da Pesquisa

O experimento foi conduzido durante a estagdo reprodutiva 2012/2013, junto a

Central de Reproducdo Equina - D.A. Vida Equine Reproduction, localizada no Haras
Fabio José, Lagarto-SE, latitude -10°55°02"” e longitude -37° 39°00”".
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2.2. Animais e Divisédo dos Grupos Experimentais

Foi utilizado um total de 60 éguas mesticas como receptoras com idade entre 4 e
10 anos, escore corporal classificado em bom e regular, ndo possuindo quaisquer
anormalidades no trato reprodutivo que pudessem ser detectadas por exame de palpacéo
retal, citologia uterina ou ultrassonografia transretal. Destas, 40 éguas estavam em plena
atividade reprodutiva e 20 em anestro. Seis garanhGes com fertilidade comprovada
foram utilizados como doadores de sémen para a realizacdo das inseminagdes de 15
éguas puras da raca Quarto de Milha entre 6 e 12 anos, utilizadas como Doadoras para
obtengdo dos embrides. Todos 0s animais eram mantidos em sistema de confinamento
com acesso a agua, silagem de milho e sal mineral a vontade, tendo sua alimentacdo

complementada com racdo comercial peletizada.

Grupos experimentais:

Todas as éguas tiveram seu ciclo estral acompanhado através de palpacdao retal e
ultrassonografia para determinacdo da fase estral que se encontravam estro: crescimento
folicular e presenca de edema uterino avaliado em escore de 0 a 3 sendo 0 ausente e 3
maximo observacdo efetuada entre a bifurcagdo dos cornos uterinos. No diestro:
presenca do corpo lGteo ou anestro: inatividade ovariana. A ultra-sonografia foi
realizada com auxilio de ultra-som Mindrayn 4900, com transdutor de 5 MHZ. Foram

testados 0s seguintes grupos:

Grupo Controle: 20 receptoras ciclicas ovuladas que foram inovuladas entre os dias 3 a
8 do ciclo estral, onde o DO é o dia da ovulacdo. Tiveram seu ciclo acompanhado
através de palpacdo retal e ultrassonografia. Ao atingirem foliculo de aproximadamente
35 mm e presenca de edema endometrial minimo grau 2 foram induzidas com 1,0 mg de

acetato de deslorelina I.M.

Grupo Aciclicas: 20 receptoras foram preparadas com a administragdo de 20mg de 17
estradiol no dia da ovulagdo da Doadora e dois dias ap0s, o escore do edema uterino era
avaliado e entdo recebiam uma administracdo de 3g de Progesterona Natural injetavel
em veiculo de liberacdo lenta, e foram inovuladas entre os dias 3 a 8 a partir da

aplicacdo da progesterona.
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Grupo Ciclicas em Diestro: 20 receptoras ciclicas entre 0 D8 e 0 D14 do ciclo estral
(Diestro), foram preparadas com a administragdo de 50mg de 17f estradiol no dia da
ovulacdo da Doadora e dois dias apds, o escore do edema uterino era avaliado e entdo
recebiam uma administracdo de 3g de Progesterona Natural injetavel em veiculo de
liberacdo lenta, e foram inovuladas entre os dias 3 a 8 a partir da aplicacdo da

progesterona.

2.3. Delineamento Experimental

2.3.1. Producéao dos embrides

A colheita do sémen foi realizada com auxilio de uma vagina artificial, o
ejaculado filtrado, os parametros espermaticos aferidos e o sémen diluido na proporc¢édo
de 1:1 com extensor a base de leite desnatado (Botu-Sémen®). Apés 24 horas da
indugdo da ovulacdo as éguas foram inseminadas com 1x10° de espermatozoides
moveis. A colheita dos embrides foi realizada no oitavo dia p6s ovulacdo realizada com
auxilio de uma sonda de Foley modelo Bivona® (Bivona Medical Techologies,. Gary,
IN, EUA) acoplada a um frasco de Ringer com Lactato de Sddio (J.P. Industria
Farmacéutica — Ribeirdo Preto- SP). Sendo realizados trés lavados uterinos de um
litro/lavado para recuperacdo do embrido.

Os embrifes obtidos foram classificados em escala de 1 a 5, de acordo com
McKinnon e Squires (1988), em excelentes, bons, regulares, ruins e ovocitos ndo
fecundados com auxilio de microscpio esterioscopico. Apenas 0s embriGes

considerados excelentes e bons foram transferidos.

2.3.2. Diagnéstico de Gestacéo

Quatro a seis dias apo6s a inovulacdo foi efetuado o diagndstico de gestacédo
através de ultrassonografia. Nos grupos das éguas aciclicas e ciclicas em diestro na
confirmacgédo da prenhez foi administrado mais uma aplicagdo de 3g de progesterona
natural injetavel em veiculo de liberacdo lenta, e reaplicagdes a cada 14 dias até os 110

dias de gestacdo para manutencdo da gestacao.

2.4. Andlise Estatistica
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Para analise das porcentagens de gestacdo entre 0s grupos estudados foi utilizado
0 teste de Fisher. E o teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey para as demais
varidveis. A incidéncia do edema uterino em relacédo ao dia do inicio do tratamento no
grupo de animais do diestro foi obitido pelo boxplot gerado pelo programa estatistico R.

Todas as estatisticas efetuadas foram consideradas significantes quando p<0,05.

3. Resultados

Em relacdo a taxa de prenhez observada apds a inovulacdo nos diferentes grupos
estudados foi verificado que os grupos controle e de receptoras aciclicas apresentaram
valores similares e significativamente maiores aos do grupo de éguas em diestro. O
mesmo padrao estatistico também foi encontrado em relacdo ao grau maximo de edema
uterino das receptoras que se tornaram prenhes apos a inovulacdo ou ficaram vazias.

Dados visualizados na tabela 1.

Tabela 1: Porcentagem de prenhez e valor médio e desvio padrdo do grau maximo de
edema de receptoras que se tornaram prenhes ou ficaram vazias nos diferentes grupos

de receptoras controle, aciclicas e diestro.

Grupo Controle Grupo Aciclicas Grupo Diestro Valor de p

Taxa de Prenhez 16/20 (80%)* 16/20 (80%)? 8/20 (40%)" p=0,02
Edema Prenhas 3+0° 3+0° 2,740,4° p=0,004
Edema Vazias 3+0° 3+0° 0,240,8° p=0,0001

“Edema uterino avaliado em escore (0-3), sendo 0 ausente e 3 maximo.

| etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p< 0,05).

No grupo experimental efetuado durante o diestro foi observado grande
influéncia da taxa de gestacédo sobre a quantidade de edema uterino observado antes da
administracdo da progesterona. Esse fato pode ser visualizado na tabela 2, onde 60%
das éguas que apresentaram edema uterino graus 0 e 1, nenhuma se tornou gestante apds
a inovulacao, ja os outros 40% que apresentaram edema uterino graus 2 e 3 no mesmo

periodo, todos 100% mantiveram a prenhez.
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Tabela 2: Porcentagem de receptoras do grupo em diestro que apresentaram grau de
edema uterino entre 0 e 1 ou 2 e 3 e taxa de prenhez em relacdo ao grau de edema.

Grau Edema Uterino % Receptoras Taxa de prenhez
0-1 (12/20) 60%* (0/12) 0%®
2-3 (8/20) 40%* (8/8) 100%°

“Edema uterino avaliado em escore (0-3), sendo 0 ausente e 3 maximo.

® | etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p< 0,05).

O grau de edema uterino apresentou grande variacdo no grupo dos animais em
diestro ap6s a aplicacdo do 17 estradiol, esse fato contribuiu na obtencéo de diferentes
taxas de prenhez em relacdo ao dia do inicio do tratamento e ao grau de edema uterino
promovido, dados visualizados na tabela 3. A concentracdo dos maiores indices de
edema uterino nesse grupo foi evidenciada a partir do D10 e se mostrou mais constante

ao se aproximar do D14, dados demonstrados na figura 1.

Tabela 3: Média e desvio padrdo do grau de edema uterino e nimeros de animais em

relacdo ao dia do inicio do protocolo e respectiva taxa de prenhez das éguas receptoras

do grupo em diestro.
Inicio do protocolo n Edema uterino Taxa de Prenhez (%)

D8 2 0+0 (0/2) 0

D9 5 0,4+0,5 (0/5) 0

D10 8 1,715 (5/8) 62,5

D11 o e

D12 4 1,5+0,7 (2/4) 50,0

D13 o e

D14 1 3+0 (1/1) 100

16
17

18
19
20
21
22
23

"Edema uterino avaliado em escore (0-3), sendo 0 ausente e 3 méaximo.
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Figura 1: Gréfico ilustrativo da incidéncia de edema uterino em relacédo ao dia do inicio

Dia do diestro do inicio do protocolo
11
|

do tratamento no grupo de animais em diestro.

5. Discussao

O presente trabalho utilizou a técnica ndo cirdrgica e teve indice de
aproximadamente 62% de taxa de prenhez, valores superiores aos encontrados por
Squires et al. (1982) e luliano et al. (1985) ambos de 46% demonstrando assim o
aprimoramento da técnica de transferéncia ndo cirdrgica que devido a sua simplicidade
se tornou 0 método mais utilizado na TE (HINRICHS, 1993).

Na nossa pesquisa foram comparados protocolos de sincronizacdo de receptoras
de embriGes equinos para maximizar seu aproveitamento. Tendo como resultado de
80% na taxa de prenhez no grupo controle e no grupo anestro, ja no grupo de receptoras
no diestro tratadas a taxa de prenhez foi de 40%. Esses dados corroboram com 0s
achados de Rocha Filho et al. (2004), Carnevale et al. (2005), Stout et al. (2006), Caiado
et al. (2007), Kaercher et al. (2011), que também ndo observaram diferenca estatistica
entre o grupo ciclante e o grupo em anestro, sendo uma possibilidade ja colocada em
pratica por muitos médicos veterinarios.

Como normalmente as éguas durante o periodo de diestro a partir do dia 8
permanecem sem utilidade reprodutiva até o proximo ciclo, o uso desse protocolo nos

traz uma nova perspectiva para estes animais, tornando-os uma boa alternativa quando
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ha poucas éguas receptoras disponiveis, confirmando assim uma boa alternativa de
sincronizacdo de receptoras de embrides, porém necessitando de mais pesquisas com a
utilizacdo deste protocolo, ndo deixando de considerar o resultado de 40% encontrado
na pesquisa, pois estas receptoras nao teriam como ser utilizadas mais rapidamente
aguardando assim um novo ciclo estral.

A utilizacdo de estrogeno e a avaliacdo do edema uterino apds a aplicacdo se faz
necessaria, ja que a elevacdo dos niveis de estrogenos durante a fase estral é responsavel
pela instalacdo do edema uterino (MCKINNON & CARNEVALE, 1993; BURATINI,
1997; MACHADO, 2004). Esse fato pode ser evidenciado, haja vista que a maioria dos
animais que se tornaram prenhes no grupo iniciado no diestro apresentavam edema
uterino 2 ou 3.

Foi observado que o edema uterino promoveu uma modificacdo do ambiente
uterino que se mostrou fundamental para obtencdo de resultados satisfatorios no grupo
de diestro, pois 40% das éguas que foram utilizadas no protocolo, demonstraram edema
de graus 2 e 3, e apresentaram 100% de prenhez, o mesmo néo foi evidenciado em 60%
das éguas desse grupo, pois provavelmente até aproximadamente o décimo dia do
diestro os receptores para ligagcdo do 17p estradiol ndo estdo ativos, ja que nesse periodo
0 grau de edema uterino gerado foi baixo ou ausente culminando com taxas de prenhez
embrionaria deficiente.

Uma alternativa interessante a ser testada nessa fase seria aplicacdo de um
agente luteolitico, que possivelmente possa contribuir com a queda aguda da P4 e
consequentemente ativar os receptores estrogénicos, pois segundo Allen, (2001), os
efeitos da progesterona sobre as caracteristicas morfologicas da cérvix e Utero sdo
eficazes somente apds efeitos estrogénicos. De acordo com Hughes et al., (1972) na
fase do estro, a presenca do estradiol é o principal hormdnio ovariano produzido, sendo
o responsavel pelo aparecimento de edema e ténus uterino caracteristicos, criando
também receptores para progesterona e preparando o endometrio para uma possivel
gestacéo.

O edema uterino pelo efeito do estrogeno sé se faz necessario antes da aplicagédo
da progesterona, pesquisadores afirmam que éguas receptoras de embribes que
apresentam edema endometrial no quinto dia pds-ovulacdo ndo devem ser utilizadas
neste ciclo (SQUIRES et al, 2003; SQUIRES; MCCUE; VANDERWALL, 1999).



© 00 N o o A W DN

W W W W RN N NDNDNDNDDNDNDRNNDNDERPRPR P P B P RPB RP R p
W RN P O © © N oo 00 W NP O © 0N o 00 b W N R, O

37

Samper (1997) afirma que o edema uterino € um indicador confidvel da competéncia
estrogénica do foliculo dominante.

O efeito da progesterona em resposta ao edema uterino provocado pelo
estrégeno, no qual a presenca do edema durante o periodo inicial de gestacdo reflete
uma baixa producgéo de progesterona (PELEHACH et al. 2002). Segundo Hayes et al.
(1985), baixas concentracbes de estrogeno tem maior importancia do que altas
concentragdes de progesterona no desenvolvimento do endométrio homogéneo
caracteristico do diestro.

O fato de que os animais que estavam em uma fase do diestro mais tardia apos o
D10 apresentaram uma boa manifestacdo de edema uterino e consequentemente altas
taxas de prenhez, apresentaram uma nova opc¢do de utilizacdo nos programas de TE,

haja vista a consisténcia dessa observada na compilacdo dos resultados.
6. Concluséo
O protocolo utilizado no Grupo em Diestro pode ser uma alternativa estratégica

em programas de TE, desde que a receptora se encontre ap6s o D10 do diestro e
apresente grau de edema uterino superior a 2 apds a aplicacdo do 17p estradiol.
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Normas da revista Veterinaria e Zootecnia

Diretrizes para Autores
e Artigos Cientificos

Devem ser estruturados de acordo com 0s seguintes itens:
1. Pagina de rosto, com: Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol,
fonte Times New Roman, tamanho 12, com espagamento simples, em negrito e
centralizado, em letra maiuscula. Quando necessario, indicar a entidade financiadora da
pesquisa, como primeira chamada de rodapé;

Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacao,
encaminhar o parecer da Comissdo de Etica ou equivalente, assinalando, no trabalho,
antes das referéncias, a data de aprovagao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen: Tanto o resumo, como o abstract e o
resumen devem ser seguidos do titulo do trabalho, no respectivo idioma, e conter no
maximo 400 palavras cada um, com informacdes referentes a introducdo, metodologia,
resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo Gnico e
espaco simples, comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen devem ser traducéo
fiel do resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter o
resumo em portugués, inglés e espanhol.

Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave

que identifiguem o contetdo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducdo: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a
literatura pertinente, bem como aos objetivos da pesquisa. A introducdo estabelece os
objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informagdes de reprodutibilidade da pesquisa, de
forma clara e concisa, como variaveis, populacdo, amostra, equipamentos e métodos

utilizados, inclusive os estatisticos.
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Resultados: Apresentagdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem
interpretacdes e comparacdes. Podera ser sob a forma de tabelas, no maximo de cinco,
ordenadas em algarismos arabicos e encabecadas pelo titulo, de acordo com as normas
de apresentacdo tabular da ABNT/WBR 6023/2000 da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas, identificadas no texto como Tabela; sob a forma de figuras, nos casos de
gréaficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas em algarismos arébicos, até no

maximo de seis, e citadas no texto como Figura.

Discussédo: Deve ser entendida como a interpretacdo dos resultados, confrontando com
a literatura pertinente, apresentada na introducgéo. Se julgar conveniente, os resultados e

a discussdo poderdo ser apresentados conjuntamente.

Conclus6es: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.

Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver

(http://www.icmje.org/).

Deveré&o ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edi¢éo de textos,
Excel (qualquer versdo) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias,
desenhos e mapas, formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espago simples, mantendo margens
de 2,5 cm, nas laterais, no topo e pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho
12 e numeracdo consecutiva das paginas em algarismos arabicos, a partir da folha de
identificacdo. Deverdo também apresentar numeracdo nas linhas, reiniciando a
contagem a cada nova pagina. llustracGes e legendas devem ser apresentadas no
decorrer do texto. Ndo serdo fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis no
formato PDF no endereco eletronico da revista. Para as demais se¢des da revista séo
validas as normas anteriores. Ndo devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais

devem ser empregadas ap0s escritas por extenso na primeira utilizag&o.



