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Resumo

Esta comprovada, na espécie bovina, o acréscimo de recuperacio de embrides ao redor de 30,0 % quando
as doadoras sdo submetidas a um certo periodo de caminhada com ttero repleto de liquido apés a ultima
lavagem uterina. Relatos da literatura preconizam similar estratégia para éguas doadoras de embrides. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de submeter éguas a caminhada com ttero repleto de
Ringer Lactato na recuperacdo de embrides. Os procedimentos transcervicais (n=115) de recuperacdo em-
briondria foram efetuados em éguas Quarto de Milha (n=34) e, em 87 casos (grupo caminhada), realizou-se
caminhada de 15 a 20 minutos com o utero repleto de Ringer na etapa da terceira lavagem. Os resultados
foram comparados com 28 procedimentos obtidos através do procedimento convencional (lavagem sem
caminhada - grupo controle). No grupo controle obteve-se uma eficiéncia de recuperacdo embrionaria de 67
% (19/28), enquanto no grupo caminhada a taxa foi de 54 % (47/87). A taxa de recuperacdo de embrides
entre os lavados ndo demonstrou uma diferenca significativa. Conclui-se que a estratégia da caminhada com
utero repleto em éguas doadoras de embrides no dia da coleta ndo traz vantagens.
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Abstract

In cattle, there is approximately a 30.0 % increase in number of embryos when the donor performs a period of
walking while the uterus is filled with liquid during the last uterine flushing. Some reports have advocated a
similar strategy for collecting donor mare embryos. This study evaluated the effect of walking the mares while
the uterus was filled with Ringer’s lactate solution for the recovery of embryos. Transcervical procedures (n
= 115) for embryo recovery were performed in Quarter Horse mares (n = 34), and 87 procedures (Walking
group) were performed following a 15-20 minute walk while the uterus was filled with Ringer’s lactate solution
during the third wash step. The results were compared with those obtained from 28 mares that underwent the
conventional procedure (washing without walking - control group). In the control group it was obtained an
embryo recovery efficiency of 67 % (19/28), while in the walking group the rate was 54 % (47/87). The embryo
recovery rate was not significantly different between the groups (P < 0.05). In conclusion, the strategy of walk-
ing a donor mare with a filled uterus on the day of embryo collection is not advantageous.

Keywords: Recovery rate embryo. Embryo transfer. Equine.

Introducao

A técnica de transferéncia de embrides (TE) é
uma biotécnica de grande importancia na espé-
cie equina, e vem apresentando um crescimento
promissor nos ultimos anos (FERREIRA; MEIRA,
2011). O Brasil tem grande expressao neste seg-
mento, com 15.200 procedimentos de colheita de
embrides em 2010, os quais resultaram em 12.422
embrides transferidos (STROUD; CALLESEN,
2012).

Apesar do expressivo crescimento da técni-
ca, poucos avanc¢os tém sido relatados nas ultimas
décadas quanto a obtencdo de embrides. Entre os
aspectos mais criticos estdo a eficiéncia na lava-
gem uterina e as taxas de recuperagdo embrionaria
(FLEURY etal.,, 2001). Na espécie bovina, o principal
incremento foi obtido por Castro Neto et al. (2005)
ao proporem uma segunda drenagem do conteddo
uterino realizada apds um periodo de espera, man-
tendo o dtero repleto com o meio de lavagem. Apds
este procedimento, obteve-se incremento de apro-
ximadamente 30% de embrides em comparagdo a
coleta convencional.

Na espécie equina, as alternativas para aumen-
tar a taxa de recuperacdo embrionaria consisti-
ram em massagem transretal do Utero apds as la-
vagens (VANDERWALL, 2000) ou a submissao da
égua a uma caminhada curta, promovendo movi-
mentacao uterina (ALVARENGA; CARMO; LANDIM-
ALVARENGA, 2008).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a efici-
éncia da recuperacao de embrides em éguas subme-
tidas ou ndo a caminhada com utero repleto apos a
segunda lavagem, drenando o conteuido na terceira.

Material e métodos
Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas éguas (n = 34) da raga Quarto
de Milha, mantidas em pasto com 4gua e sal mineral
ad libitum acrescidas de concentrado (1% do peso
vivo ao dia). As doadoras de embrides foram divi-
didas em dois grupos. No grupo controle, 9 éguas
foram submetidas a 28 procedimentos de colheita
de embrides, com média de 3,1 procedimentos de
colheita por doadora, sendo que cada procedimen-
to foi composto por trés lavados uterinos sem ca-
minhada (protocolo padrdo). No grupo caminha-
da, 25 éguas foram submetidas a 87 procedimentos
de colheita de embrides (média 3,48 procedimen-
tos de colheita por doadora). Cada procedimento
de colheita de embrides também foi composto por
trés lavados uterinos, sendo que ap6s a 32 replecdo
uterina com Ringer Lactato as doadoras foram sub-
metidas a caminhadas de 15 a 20 minutos com o
utero repleto. Em seguida, procedeu-se a drenagem
do contetdo uterino. As caminhadas foram realiza-
das com o animal guiado pelo cabresto e a sonda co-
letora foi mantida na cérvice.
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Controle folicular e inseminacao artificial

As doadoras foram submetidas a exames ultras-
sonograficos a cada dois dias (Ultrassom portatil
Mindray®, transdutor linear - frequéncia de 5 mHz
- modelo DP2200 VET), visando a detec¢do de um ou
mais foliculos = 35 mm e presenca de edema uteri-
no grau 3 (escala 0 a 5) (SAMPER, 1997). Diante des-
ses achados, foi realizada a indu¢do da ovulagao com
hormonio Gonadotrofina coriénica humana (hCG;
1667 Ul, IV ou IM; Vetecor®, Hertape Calier Saude
Animal S/A, Juatuba/MG, Brasil) associado a deslore-
lina (1 mg/IM, Sincrorrelin, Ourofino®, Cravinhos/
SP, Brasil). No dia subsequente, foi realizada a inse-
minagdo artificial com sémen fresco ou refrigerado,
oriundos de trés garanhdes de fertilidade comprova-
da submetidos ao exame androlégico a cada colheita
de sémen. A ovulagado foi detectada, em média, 36 ho-
ras apdés a indugao, considerada como DO.

Colheita de embrides

As colheitas dos embrides (lavagem uterina) fo-
ram realizadas 7 e 8 dias apds a ovulacdo (d7 e d8),
por meio de sistema fechado de uma via (procedi-
mento nao cirdargico, transcervical), consistindo em
trés lavagens uterinas com 1,5 a 2,0 litros de Ringer
Lactato por lavado.

Antes de cada procedimento de colheita de em-
brides, ja no tronco de contencdo, as doadoras fo-
ram submetidas a retirada das fezes da ampo-
la retal, enfaixamento da cauda, higienizacdo do
perineo e vulva com agua e sabdo neutro e seca-
gem com papel toalha. Em seguida, uma sonda es-
téril (Bivona®) preenchida com Ringer Lactato
foi introduzida através da vagina com luva lubri-
ficada e estéril (Propilenoglicol, Polietilenoglicol,
Hidroxipropilcelulose e Acido Lactico, KY-gel®;
Jonhson & Jonhson, Brasil). A sonda foi posicionada
na cérvice no inicio do corpo uterino e inflado o ba-
lonete com 30 a 45 ml de ar dependendo da dilata-
¢do da cérvice. Em seguida, a sonda era tracionada
cuidadosamente para que permanecesse em uma
posicdo capaz de vedar o orificio interno da cérvice,
visando evitar o refluxo do liquido a ser infundido
no utero.

Cada lavado uterino consistiu na replecdo uteri-
na com 1,5 a 2,0 litros de Ringer com Lactato a tem-
peratura ambiente compativel com o tamanho do

utero da doadora. Uma vez preenchido, o dtero era
massageado via transretal e, em seguida, realizada
a recuperacao do fluido em filtros coletores de em-
brides de 75 pm. Para a recupera¢do completa do
fluido infundido, foi realizada a massagem uterina.
0 fluxo de drenagem foi controlado através de pre-
silhas acopladas a sonda. O contetido de cada uma
das lavagens foi recuperado em um filtro coletor di-
ferente previamente identificado, com a permanén-
cia de no minimo 20 ml de fluido no filtro apés cada
lavado para evitar a desidratacdo do embrido.

Localizacao e avaliagao embrionaria

O conteudo de cada lavagem foi depositado em
placas de petri (100 x 20 mm), as quais foram se-
paradas e identificadas individualmente. Cada pla-
ca foi submetida a lavados com delicados jatos de
Ringer com Lactato mediante seringa de 20 ml aco-
plada a agulha 40 x 12 mm, para posterior varredura
de estruturas em lupa estereoscopica (Modelo HLX
Electra). Os embrides encontrados foram classifi-
cados de acordo com o estagio de desenvolvimento
(morula, blastocisto inicial, blastocisto ou blastocis-
to expandido) e com o grau de qualidade (escala de
1 a5, sendo 1 excelente e 5 morto ou degenerado)
(SQUIRES, 1993). Além disso, foram realizadas ano-
tacOes a respeito do lavado que pode ser recuperado.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a anélise de va-
ridncia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis), sendo
significativo quando p < 0,05.

Resultados

Foram realizados 115 procedimentos de colheita
de embrides em todo o experimento. No grupo con-
trole, foram realizados 28 procedimentos de colhei-
ta de embrides em nove doadoras, as quais foram
submetidas a trés lavados uterinos, sem caminhada
no 32 lavado por procedimento de colheita. No gru-
po caminhada, foram realizados 87 procedimentos
de colheitas de embrides em 25 éguas, seguida de
caminhada antes da drenagem no filtro coletor do
32 Javado de cada procedimento de colheita. Os re-
sultados estao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - NUmero de embrides e taxa de recuperacao nas trés lavagens uterinas realizadas em éguas submetidas ou
nao a caminhada por 15 a 20 minutos com Utero repleto de Ringer Lactato.

Grupo Equasn  Procedimentos n Taxa de Embridesn  1° Lavagem 2° Lavagem 3° Lavagem

Recuperacao (%) %(n) %(n) %(n)
Controle 09 28 67,8% (19/28) 19 52,6 (10/19y= 36,8 (7/19y° 10,5 (2/19)*
Caminhada 25 87 54,0% (47/87) 47 446 (21/47ys 34,0 (16/47Y° 21,2 (10/47)
Nota: p < 0,05.

Legenda: Letras mailsculas na mesma linha indicam diferenca entre os lavados no mesmo grupo;

Letras minGsculas na mesma coluna indicam diferenga entre os lavados dos diferentes grupos.

Fonte: Dados da pesquisa.

Discussao

Os trabalhos com a metodologia de replecdo ute-
rina e caminhada haviam sido realizados somente
na espécie bovina (CASTRO NETO et al., 2005; CRUZ
et al, 2008). Este é o primeiro estudo em que se
propde a caminhada com o utero repleto na espé-
cie equina, visando liberar possiveis estruturas em-
brionarias “presas” entre as pregas endometriais e
oviduto.

As taxas de recuperagdo embrionaria no pre-
sente experimento (54% a 67,8%) estdo proéximas
dos resultados de Vazquez et al. (2010), os quais
reportam taxas de recupera¢do embriondria va-
riando de 61 a 76% em programa de transferén-
cia de embrides na espécie equina, levando-se em
consideragdo diferentes variaveis como tempera-
tura do ambiente, tipo de sémen, exercicio e ovu-
lacdo. Independentemente do método de colheita
empregado, diversos estudos demonstram que a
taxa de recuperacdo embriondria na espécie equi-
na varia entre 40 a 80% (HINRICHS, 1990; RIERA;
McDONOUGH, 1993; SQUIRES, 1993; TISCHNER;
TISCHNER, 1996; FLEURY, 1998; FLEURY et al,
2001; SQUIRES etal., 2003; CAMARGO etal., 2013b).

O presente trabalho empregou a utilizacdo de
sémen fresco ou refrigerado de trés garanhdes de
fertilidade comprovada. Conforme Camargo et al.
(2013a), sémen fresco ou refrigerado apresentam
resultados semelhantes na inseminacdo artificial
para programas de transferéncia de embrides.

A manutencdo do utero distendido com fluido
durante a caminhada podera promover a movimen-
tacdo do 6rgao, contribuindo em desfazer as pregas
endometriais e/ou favorecer a liberacdo de embri-
oes eventualmente aderidos no limite entre o tte-
ro e a tuba (CASTRO NETO et al., 2005; CRUZ et al,,

2008). Castro Neto et al. (2005) obtiveram, em bo-
vinos, 30% de melhora na taxa de recuperagao em-
brionaria com o preenchimento do utero por fluido
seguido de caminhada. Contrariamente, no presente
estudo, ndo houve beneficios em submeter as doa-
doras a uma caminhada com ttero repleto no tercei-
ro lavado, pois a eficiéncia de recupera¢do embrio-
naria nao diferiu do grupo controle. Uma possivel
razao para isto deve-se ao fato de que a maioria dos
embrides na espécie equina sido recuperados no
primeiro lavado (IMEL et al., 1981; MEIRA; HENRY,
1991; FLEURY etal., 2001). Imel etal. (1981), Meira
& Henry (1991) e Fleury et al. (2001), corroboram
nossos resultados ao relatarem que a maioria dos
embrides na espécie equina é recuperadano 12 e 22
lavados, sendo esta a provavel explicacdo para a ndo
obtencdo de resultados p6s-caminhada no 32 lava-
do. No presente estudo obteve-se diferenca numé-
rica na porcentagem de embrides recuperados no
32]avado. No grupo caminhada, a taxa foi de 21,2%,
enquanto que no controle foi de 10,5%, nao diferin-
do estatisticamente.

Hinrichs (1990) propds como forma de aumen-
tar as taxas de recuperacdo embriondria a retencdo
de fluido, por 3 minutos, dentro do ttero distendido
antes da drenagem de cada uma das trés lavagens.
Foram utilizadas 14 éguas e realizados 20 procedi-
mentos de colheita de embrides, sendo recuperados
21 embrides (105% de taxa de recuperagdo embrio-
naria) devido a presenca de duplas ovulacdes em al-
guns ciclos reprodutivos. Estes resultados ndo cor-
roboram os dados do presente experimento em que,
mesmo com a caminhada, obteve-se 549% de taxa de
recuperacdo. Uma plausivel explicagdo poderia se
embasar em fun¢do da metodologia proposta (so-
mente apds o 32 lavado), visando otimizar o tempo
gasto executando-se a técnica nos trés lavados assim
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como feito por Hinrichs (1990). Entretanto, como a
maioria dos embrides é recuperada nos 19 e 22 la-
vados, ndo se obteve resultados satisfatéorios como
do referido autor. Por isso propde-se a metodologia
empregada no presente trabalho apenas no primei-
ro lavado. Dessa forma, péde-se ter um acréscimo
nas taxas de recuperagdo embriondaria no primeiro
lavado, diminuindo os gastos com o meio e o tempo.

Conclusao

Conclui-se que a caminhada com o ttero reple-
to de fluido ap6s o 32 lavado nao incrementou a
taxa de recuperacdo embriondria na espécie equina.
Maiores estudos com o mesmo delineamento pode-
riam ser realizados durante o primeiro lavado, adi-
cionando-se ocitocina para efeitos comparativos.
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