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RESUMO

RIVERA MILLAN, Adriana del Pilar, M.S., Universidade Federal de Vicosa, setembro,
2001. Avaliacdo “in vitro” da técnica ultra-sonografica de injecio intra-uterina
via transvaginal para transferéncia de embrides em eqiiideos. Orientadora:
Melba Maria Furtado Oliveira Gastal.  Conselheiros:  Eduardo Leite Gastal e
Orlando Marcelo Vendramini.

Devido a necessidade de se obter melhores taxas de prenhez apds transferéncia
de embrides pelo método ndo-cirtirgico, técnicas alternativas tém sido testadas, porém
com resultados poucos satisfatorios.  Dentro desse contexto, o presente estudo foi
conduzido com o intuito de investigar a eficiéncia da técnica ultra-sonografica de
injegdo intra-uterina via transvaginal “in vitro”, para validagdo da mesma e posterior
utilizagdo como técnica alternativa na transferéncia de embriGes na espécie eqiiina.

Para isso, foram desenvolvidos trés experimentos, utilizando-se genitalias de
éguas provenientes de fiigorifico (Experimentos 1, 2 e 3) e odcitos (Experimento 3)
obtidos de foliculos de ovarios de genitdlias e, ou aspirados de foliculos de éguas “in
vivo” por meio da técnica ultra-sonografica. No Experimento 1, a alta taxa de sucesso
(88%, 879/1000) na insercdo de agulha e de tubo de teflon no lume do utero, por meio
da técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal, sugere a
viabilidade do procedimento, o qual foi caracterizado por reduzido nimero de tentativas
(1,04 £ 0,2) e minimo tempo gasto (21,7 £ 0,3 seg) por injecdo, quando o procedimento
resultou em sucesso. Além disso, o emprego de um sistema de escores para determinar

o grau de certeza do posicionamento da agulha e do tubo no lume uterino, visualizados
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no monitor do ultra-som, permitiu maior eficiéncia da técnica. No Experimento 2, o
principal objetivo foi determinar o volume minimo de fluido injetado no lume uterino
de genitalias, capaz de ser visualizado na tela do ultrasom durante e apds a injegdo do
veiculo (tinta guache branca). Verificou-se que os volumes de 0,5 e 1,0 mL resultaram
em taxas de sucesso de 88,5% (261/295) e 91,2% (269/295), respectivamente. Porém, o
volume de 1,0 mL mostrou ser mais adequado para a visualizacdo do fluido no
momento da injecdo, enquanto o volume de 0,5 mL foi mais facil de ser visualizado
apés a injecdo. No Experimento 3, a eficiéncia da técnica foi testada na deposi¢ao de
oocitos no lume uterino. A taxa de sucesso foi menor (75%, 45/60) quando comparada
aos experimentos anteriores. No entanto, a taxa de sucesso baseou-se na recuperagdo de
pelo menos um odcito, apos duas lavagens uterinas € ndo no sucesso em depositar os
oocitos de forma adequada no lume uterino. Sendo assim, provavelmente, outros
fatores tenham afetado a recuperagdo dos odcitos, o que interferiu nas taxas de sucesso
deste experimento. Com base nos resultados do presente estudo, com taxas de sucesso
variando de 75,0 a 89,8%, pode-se sugerir que a técnica ultra-sonografica de injecao
intra-uterina via transvaginal “in vitro” € um procedimento viavel. O reduzido numero
de tentativas/injec30 ¢ o0 minimo tempo gasto para a execucdo da técnica representam
papel importante para que esse procedimento seja utilizado “in vivo”.  Finalmente, a
técnica testada nesse experimento pode tornar-se mais uma alternativa para
transferéncia ndo-cirirgica de embrides em éguas e quem sabe, também, em outras
espécies. Isso se deve ao fato desta técnica ser de rapida execucdo e, principalmente,
por evitar manipulagdes cervicais, comumente suspeitas de interferirem negativamente

nas taxas de prenhez, quando do ato da transferéncia ndo-cirargica de embrides.
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ABSTRACT

RIVERA MILLAN, Adriana del Pilar, M.S., Universidade Federal de Vigosa.
September of 2001. Evaluation “in vitro” of transvaginal ultrasonographic
technique of intrauterine injection, for equine embryo transfer. Adviser: Melba
Maria Furtado Oliveira Gastal. Committee Members: Eduardo Leite Gastal and
Orlando Marcelo Vendramini.

The necessity in obtaining higher pregnancy rates after non-surgical embryo
transfer has induced the development of some research on this field. The objective of
the present study was to develop and to evaluate, the efficiency of the transvaginal
ultrasound-guided intrauterine injection technique in vitro, for a subsequent use as an
alternative procedure for embryo transfer in mares. Three experiments were developed
using genital tracts of mares (Experiments 1, 2 and 3) and oocytes (Experiment 3)
obtained from aspirated follicles. In Experiment 1, the successful rate of insertion of the
needle and tube into the uterine lumen in vitro was 87.9% (879/1000). The averages of
the certainty scores that resulted in successful (4.0) and not successful (3.7) were
different (P<0.001). The high degree of certainty (score 4) resulted in a larger number
of successful injections (89.7%, 834/930). This result suggests that the development of
visual pattern by scores can be useful to predict the efficiency of this technique. The
procedure required on average 21.7 + 0.3 sec/injection. Difference (P<0.001) was
observed among the time for the successful injections (21.0 + 0.3 sec) versus not
successful (26.0 = 1.2 sec). The viability of the procedure, was also characterized by

reduced number of attempts (1.0 = 0.2) per injection, when the procedure resulted in
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success. In Experiment 2, 40 genital tracts were used to determine the amount of
vehicle to be visualized in the ultrasound image and to be detected in the opened uterine
lumen. A white water color was used as vehicle. Two volumes of vehicle were tested:

1) 05 mL and 2) 1.0 mL, with 25 to 30 injections/session in each volume. The
successful rate (89.8%, 530/590) to deliver the vehicle into the uterus was similar to that
obtained in Experiment 1. No difference was detected between the 2 injected volumes.
When 1.0 mL was injected, there was a larger relationship (P<0.003) between the
visualization of the fluid during the injection and the successful rate of the procedure.
However, the visualization of the fluid on the ultrasound immediately after the injection
was facilitated (P<0.01) by the smaller volume (0.5 mL), probably due to a slower
diffusion. In Experiment 3, 60 injections with a pool of 4 to 5 oocytes per injection
were performed to test the capability of the technique to deliver oocytes into the uterus.
The successful rate of depositing oocytes into the uterus was 75% (45/60). A lower
efficiency rate obtained in this experiment was probably due to other factors involved in
the recovery of oocytes. On average, 2.1 = 1.5 (73.3%) and 0.1 = 0.4 (6.7%) oocytes
were recovered from the first and second flushing, respectively.  The range of
successful rates (75.0 to 89.8%), of the present study “in vitro” suggests that the
transvaginal ultrasonographic technique is a viable procedure. The reduced number of
attempts/injection and the short time needed for the procedure may be important for the
use of this technique “in vivo”. This study suggests that the transvaginal ultrasound-
guided intrauterine injection may have the potential of becoming one more alternative
for embryo transfer. In addition, this technique could avoid cervical manipulations,
release of PGF20 and oxitocin, uterine infection and refluxes of embryos through the
cervix, commonly suspected of interfering negatively in pregnancy rates, after a non-

surgical embryo transfer in mares.
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INTRODUCAO

A ultra-sonografia ¢, atualmente, o procedimento semiologico ideal para exame
da maioria dos tecidos moles do organismo animal. Antes da introducio da ultra-
sonografia na reproducdo de grandes animais, os Orgdos genitais internos eram
avaliados apenas por meio da palpacdo transretal e, ou, por procedimentos cirirgicos
(incisdo laparoscopica). Os aspectos dindmicos, tais como, batimentos cardiacos do
embrido/feto, mobilidade embrionaria/fetal, circulagdo fetal, ondas peristalticas e
contratilidade uterina, raramente eram avaliados.

A principal vantagem desta técnica recai sobre o fato de tratar-se de uma
avaliagdo de carater ndo-invasivo, atraumadtica, que oferece resultados imediatos, sendo
que at¢ o momento nao foram detectados efeitos colaterais em animais. Atualmente, a
ultra-sonografia tem sido amplamente usada no manejo reprodutivo eqiiino e em
diagnésticos clinicos, tais como: monitoramento da atividade ovariana, determinacdo da
puberdade de fémeas, detecdo da ovulagdo, diferenciagdo entre simples e duplas
ovulagdes, monitoramento do corpo luteo, estimativa da fase do ciclo estral, sexagem
fetal, deteccdo de sémen no Ttero, diagnostico de perda embrionaria precoce,
diagnostico de condigdes patologicas no ovario e utero, avaliagdo uterina pds-parto,
entre outros.

Na reprodugdo eqiiina, a ultrasonografia foi primeiramente utilizada para

diagnostico de gestacdo precoce de éguas, deteccdo de gémeos e documentacdo
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fotografica da gestagdo. Porém, atualmente, esta técnica tem sido amplamente utilizada
na reproducdo, nao s6 para fins de diagndstico, mas também como uma ferramenta
fundamental para o desenvolvimento de pesquisas, principalmente nas areas que
envolvem o estudo da gestacio precoce (GINTHER, 1995), foliculogénese (GASTAL,
1999) e interagdo dindmica entre o Utero e o embrido/feto (GINTHER, 1998). Além
disso, o uso de procedimentos técnicos com auxilio da ultra-sonografia tem contribuido
com o desenvolvimento de diferentes biotécnicas, visando a maior eficiéncia
reprodutiva em vdrias espécies. Como exemplos desses procedimentos, podem-se
salientar: aspiracdo folicular guiada por ultra-sonografia em bovinos (PIETERSE et al,
1991; KANITZ et al, 1993) e eqiinos (BRUCK et al, 1992; CARNEVALE e
GINTHER, 1993; COOK et al., 1993; MEINTIES et al., 1995), recuperagao de odcitos
e transferéncia intrafolicular em bovinos (BERGFELT et al, 1998) e eqiiinos,
(CARNEVALE e GINTHER, 1993), e predi¢do de ovulagdo em eqiinos (GASTAL et
al., 1998a).

Um dos maiores avangos do uso da ultra-sonografia, na reproducdo de grandes
animais, foi o desenvolvimento de instrumentos especificos que permitem a realizagdo
de procedimentos ultra-sonograficos via transvaginal (PIETERSE et al, 1991; BRUCK
et al, 1992; COOK et al, 1993; MEINTIJES et al., 1995). GASTAL et al. (1998b)
desenvolveram a técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal, para
a liberagdo de substancias no lume uterino. Os referidos autores obtiveram eficiéncia de
96% (24/25) de liberacdo de substincias no lume uterino de éguas poneis no dia 12 pos-
ovulacdo e verificaram que o procedimento de perfuracdo da parede vaginal e uterina
ndo resultou em transtorno para o ambiente uterino, visto que ndo houve alteracdo na
contratilidade uterina no grupo de éguas que recebeu injegdes intra-uterinas com veiculo

(PBS), quando comparado ao grupo tratado com PGE2, substancia esta que apresentou
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poder estimulatorio nas contragdes uterinas (HURTGEN e GANJAM, 1979;
BETTERIDGE et al, 1985; PASCOE, et al, 1989; GASTAL, 1998; GASTAL et al,
1998b).  Esses resultados levaram os autores a sugerir que, com adaptagdes adequadas,
a referida técnica, possivelmente, poderia ser desenvolvida para transferéncia de
embrides.

A transferéncia de embriGes, como instrumento de pesqusa, vem permitindo
estudos mais profundos de varios aspectos da reproducdo eqiiina, tais como, interagdo
precoce entre o embrido e o utero; identificacdo do sinal embrionario, por meio de
liberacdo de prostaglandina E, que estaria relacionado com o reconhecimento matemo
da gestacio (WEBER et al, 1991ab); e determinagdo de causas de subfertilidade em
éguas (BALL et al., 1989).

Apesar de a transferéncia de embrides, na espécie eqiiina, ter evoluido
substancialmente nas duas Ultimas décadas (IMEL et al, 1981; VOGELSANG et al.,
1985; McKINNON et al., 1988; RIERA e MCDONOUGH, 1993; SQUIRES e SEIDEL,
1995; SQUIRES et al, 1999), o seu desenvolvimento, bem como as aplicagdes, tém
sido limitados, quando comparados aos de outras espécies domésticas.

A transferéncia de embrides em eqiiinos tem sido realizada, basicamente, por
dois métodos, o cirirgico ¢ o ndo-cirurgico. A técnica ndo-cirirgica € a mais pratica,
porém, os resultados variam muito entre os técnicos/pesquisadores (IMEL et al,, 1981;
SQUIRES et al, 1982a; IULIANO et al, 1985; MULLER e CUNAT, 1993; FLEURY,
1998). Por outro lado, a transferéncia de embrides pela técnica cirurgica tem originado
taxas de prenhez/ciclo mais consistentes (IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1982a,b;
IULIANO et al, 1985; MULLER e CUNAT, 1993; SQUIRES e SEIDEL, 1995;

SQUIRES et al., 1999).
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Em fungdo da grande variagio nas taxas de prenhez ¢ na tentativa de se
desenvolver técnicas menos traumaticas € menos onerosas que a técnica cirlirgica,
procedimentos alternativos para transferéncia de embrides eqiiinos tém sido testados.
MULLER e CUNAT (1993) desenvolveram uma técnica transvaginal para transferéncia
de embrides em éguas com auxilio de espéculo transvaginal No entanto, o resultado
obtido pelos referidos autores foi abaixo do esperado, sendo sugerido que o principal
motivo da falta de sucesso tenha sido a falha na confirmaciio da agulha e do tubo de
teflon no lume uterino. Adicionalmente, necessita-se de que técnicas alternativas de
transferéncia de embrides eqiiinos sejam desenvolvidas, com intuito de se evitar
manipulagdes cervicais, liberacdo de PGF20a, infecciio uterina e refluxo de embrides,
comumente suspeitos de interferirem negativamente nas taxas de prenhez, quando do
ato da transferéncia ndo-cirirgica de embrides em éguas (SQUIRES et al, 1982ab,
1999).

Com base no exposto e considerando-se a importancia de desenvolvimento de técnica
ndo-cirurgica alternativa para transferéncia de embrides eqiiinos e em fungdo
da limitagdo de informacoes com relacido a técnica ultra-sonografica de
injecdo intra-uterina via transvaginal, o presente estudo foi conduzido com o
objetivo de verificar a eficiéncia desta técnica “in vitro”, para validacdo da

mesma ¢ posterior utilizagdo como técnica alternativa na transferéncia de
embrides na espécie eqiiina.

REVISAO DE LITERATURA

1. Histdrico e fundamentos da técnica ultra-sonografica
A introducdo da ultra-sonografia no monitoramento de eventos reprodutivos em

éguas (PALMER e DRIANCOURT, 1980), no inicio da década de 80, e como nova
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técnica de diagnostico em Medicina Veterinaria (CARTEE, 1980), representou marco
importante no desenvolvimento da reproducdo animal. Em decorréncia do
desenvolvimento de equipamentos de alta qualidade em diferentes modelos, nas duas
ultimas décadas, a técnica de ultra-sonografia em grandes animais tem sido amplamente
aplicada, tanto para fins clinicos, como para pesquisas (eqiiinos: GINTHER, 1986,
1988; MCKINNON et al, 1987ab; CARNEVALE et al 1988; SQUIRES et al, 1988;
GASTAL et al, 1997, 1998a; bovinos: KASTELIC et al, 1988; PIERSON e
GINTHER, 1988; KAHN e LEIDI, 1989; e caprinos e ovinos: BUCKRELL, 1988;
GINTHER e KOT, 1994; GINTHER et al., 1995).

A imagem ultra-sonografica em tempo real ¢ resultante de uma técnica nao-
invasiva € nao-abrasiva da imagem direta, “in situ”, da anatomia dos 6rgdos e tecidos
reprodutivos. O wuso da (ultra-sonografia em tempo real tem permitido o
desenvolvimento de pesquisas direcionadas a avaliaghio de eventos dinamicos,
envolvendo o embrido e o utero de éguas gestantes (GINTHER, 1983ab, 1993, 1995;
CROSS e GINTHER, 1987, 1988; GRIFFIN e GINTHER, 1992), batimentos cardiacos
do embrido ¢ feto (GINTHER, 1985; GASTAL et al, 1993) e¢ monitoramento da
ovulacdo (TOWNSON e GINTHER, 1987).

A técnica de ultra-sonografia utiliza ondas sonoras de alta freqiiéncia (1 a 10
MHz) para produzir imagens dos varios tecidos e Orgdos. As ondas sonoras sao
produzidas pela vibragdo de um tipo especial de cristal (cristal piezoelétrico) alojado em
um transdutor elétrico. O efeito piezoelétrico foi descoberto por Pierre e Jacques Curie
em 1880, e consiste na variacdo das dimensdes fisicas de certos materiais sujeitos a
campos elétricos. As vibragdes sdo produzidas por pulsos de corrente elétrica. A
caracteristica ultra-sonografica do tecido depende da capacidade deste em refletir as

ondas sonoras. A proporgdo das ondas sonoras refletidas retorna ao transdutor, sendo
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convertida em energia elétrica. A reflexdo de som na tela do aparelho de ultra-
sonografia caracteriza-se por diferentes tonalidades de cor cinza (preto e branco). A
magnitude do som refletido ¢ diretamente proporcional a densidade do tecido. Em
geral, quanto maior a densidade do tecido (osso, musculo), maior a capacidade em
refletir as ondas e maior a forca do eco produzido. De forma geral, os fluidos sdo
excelentes meios de transmissdo de ondas sonoras, porque possuem baixa resisténcia.
Estruturas contendo fluido aparecem em preto na imagem ultra-sonografica. Tecidos
densos, como o osso, refletem a maioria dos feixes sonoros e, por essa razdo, aparecem
em branco na imagem ultra-sonografica. Outros tecidos sdo visualizados em diferentes
tonalidades de cinza, dependendo da sua capacidade em refletir as ondas sonoras

(GINTHER, 1986, 1995; GRIFFIN e GINTHER, 1992).

2. Equipamentos

Os mais modernos aparelhos de ultra-sonografia usados para examinar o trato
reprodutivo de éguas sdo do tipo B-modal em tempo real. B-modal refere-se a
modalidade do brilho, onde a imagem ultrasonografica aparece em duas dimensdes na
tela do ultrasom. O brilho € proporcional ao eco retornado. Quando sinais repetidos
sdo transmitidos, retornados e processados, uma imagem continua do tecido ¢
produzida, o que permite a observacdo dessas estruturas e sua movimentagdo em tempo
real (B-modal, tempo real).

Os dois principais tipos de transdutores ultra-sonograficos, usados em exames
reprodutivos da égua, sdo o linear e o setorial convexo. O arranjo fisico dos cristais
dentro do transdutor determina o padrdo de propagacdo das ondas a partir do transdutor.

No ftransdutor linear a largura da imagem dos ecos corresponde ao comprimento da
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porgdo ativa (cristalizada) do transdutor. O transdutor linear ¢ orientado no plano
longitudinal com relacdo ao corpo da égua. Dessa forma, imagens da cérvice e do corpo
do utero sdo orientadas, longitudinalmente, enquanto os cornos uterinos aparecem em
secdo transversal. Transdutores setoriais produzem feixes de som de forma triangular,
porque as ondas sonoras partem de um unico ponto. O feixe de som, geralmente
atravessa o corpo da égua transversalmente, e, conseqiientemente, a cérvice ¢ o corpo do
utero aparecerdo em segdo transversal € os cornos uterinos em se¢do longitudinal.

A habilidade para detectar pequenas diferencas na densidade do tecido depende
da resolugdo de cada equipamento. Enquanto os aparelhos com alta freqiiéncia (5 a 7,5
MHz) fornecem imagens detalhadas dos o6rgdos proximos ao transdutor, os aparelhos de
mais baixa freqiiéncia (3 a 3,5 MHz) apresentam maior poder de penetracdo. Dessa
forma, transdutores de baixa freqii€ncia permitem a visualizagdo de estruturas maiores ¢
distantes do transdutor; por outro lado, os transdutores de alta freqiiéncia permitem a
obtencdo de informagdes minuciosas de estruturas que estdo sendo examinadas

proximas ao transdutor.

3. Avaliaciio ultra-sonogrifica do utero

O exame ultra-sonografico do ftutero de ¢éguas consiste em avaliagdes da
ecotextura do endométrio, das contragdes uterinas ¢ do didmetro dos cornos uterinos.
As alteragdes da ecotextura ultra-sonografica do utero de éguas sdo resultantes,
primariamente, de mudancas no grau de edema das pregas endometriais (GINTHER e
PIERSON, 1984; HAYES et al, 1985; GINTHER, 1986), as quais sdo influenciadas
pelos niveis circulantes de esterdides ovarianos (GINTHER, 1993). A ecotextura

uterina visualizada pelo ultra-som ¢ classificada por meio de sistema de escores
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variando de 1 (minimo) a 4 (maximo), com base no grau de edema das pregas
endometriais (HAYES et al, 1985). A ecotextura do endométrio de éguas durante o
diestro apresenta-se homogénea, com pouca definicio das pregas endometriais. No
entanto, quando o utero ¢ visualizado em secdo longitudinal, ¢ possivel identificar o
lume uterino, que pode ser visto como uma linha branca, a qual é resultante de reflexao
das paredes opostas do tecido endometrial (GINTHER, 1995). O didmetro dos comos
uterinos ¢ determinado por mensuragdes dos limites externos do endométrio (diametro
do endométrio) e das superficies opostas do perimétrio (didmetro do miométrio),
visualizados em se¢Oes transversais na tela do aparelho de ultra-sonografia (GASTAL,
1998).

A imagem ultra-sonografica também tem sido usada como uma técnica ndo-
invasiva e de resultados imediatos para a avaliagdo da contratilidade uterina de éguas
(CROSS e GINTHER, 1988; GRIFFIN e GINTHER, 1990; GASTAL et al., 1998ab).
A contratilidade uterina determinada por meio da ultra-sonografia se baseia na avaliagdo
continua do corpo uterino, visualizado em uma segdo longitudinal, durante um minuto.
Para cada avaliagdo, a contratilidade uterina recebe um escore com base nos
movimentos de vatre-vem dos pontos de reflexdo do endométrio ou dos movimentos de

ondas observados na superficie ventral do corpo do utero (CROSS e GINTHER, 1987).

4. Técnica ultra-sonografica de injeciio intra-uterina

Técnica ultra-sonografica de injegdo intra-uterina via canal vaginal tem sido
recentemente descrita (GASTAL et al., 1998b). Resumidamente, essa técnica consiste
na utilizagdo de um tubo de teflon (1,0 mm de didmetro extemo e¢ 70 cm de

comprimento) que ¢ inserido em uma agulha longa (56 cm de comprimento) de 17g,

23



sendo ambos introduzidos no canal guia metdlico da agulha na extensdo plastica do
transdutor setorial para procedimento via transvaginal em grandes animais.  Apos
introdugdo no canal vaginal, o transdutor ¢ girado (90°) para a visualizagdo do
segmento posterior do como uterino direito em secdo  longitudinal apds adequada
manipulagdo transretal contra a parede vaginal sob a face do transdutor. As paredes
vaginal e uterina sdo perfuradas pela agulha, a qual ¢ visualizada na tela do ultra-som
dentro do lume uterino. A confirmagiio do posicionamento da ponta do tubo no lume

uterino ¢ realizada por meio de movimentos de vai-e-vem do tubo contra o endométrio

(GASTAL et al.,, 1998b).

5. Aspectos gerais da transferéncia de embrides em eqiiideos

Desde o primeiro relato em 1972, por Oguri e Tsutsumi, o desenvolvimento de
pesquisas ¢ trabalhos na area de transferéncia de embrides tem sido intenso. No
entanto, apesar dos esforcos de muitos pesquisadores e técnicos, os avancos na TE em
eqiiinos tém sido lentos, quando comparados aos obtidos em bovinos, ovinos e suinos
(RIERA, 2000). Tem sido sugerido que a principal razdo pela qual a TE em eqiiinos
encontra-se em desvantagem, quando comparada & demais espécies domésticas, advém
da falta de interesse da maioria das associagdes de raca em registrar produtos oriundos
de TE. Além disso, a falta de métodos praticos de inducdo de superovulagdo tem
tornado essa pratica relativamente ineficiente na égua (RIERA, 2000).

Dentre as principais vantagens no emprego da TE em rebanhos eqiiinos podem

ser citados: a) incremento do numero de produtos por doadora, resultando no
melhoramento genético por influéncia genética da fémea; b) obtencdo de produtos de

éguas em competicoes hipicas, permitindo, dessa forma, que éguas doadoras, de alta
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performance atlética, sejam utilizadas mais intensamente em provas e competicoes; C)
obtencdo de produtos de éguas subférteis e idosas, viabilizando, assim, a utilizagdo de
éguas geneticamente superiores em contribuir para o progresso da raca; e d) obtencdo de
descendentes de éguas jovens, as quais estdo ativamente produzindo odcitos, porém ndo
se encontram fisiologicamente preparadas para levar uma gestagdo a termo

(CARNEVALE, 1996; SQUIRES et al., 1985a; EAST et al., 1998).

5.1. Métodos atuais de transferéncia de embrides em éguas

Os embrides eqiiinos tm sido transferidos, convencionalmente, por dois
métodos: o cirirgico, por incisdio no flanco, € o ndo-cirlirgico via transcervical
(SQUIRES et al, 1985a). O método nao-cirirgico tem sido o mais utilizado entre
técnicos e pesquisadores (SQUIRES et al,, 1999). Os resultados obtidos pelo método
nao-cirirgico transcervical variam muito, de acordo com a técnica usada, observando-se
taxas de prenhez entre 26% e 83% (IMEL et al, 1981; SQUIRES et al., 1982ab.c;
IULIANO et al., 1985; MULLER e CUNAT, 1993; FLEURY, 1998). Diversos fatores
ttm sido relacionados com as variagdes nas taxas de prenhez obtidas por meio da
transferéncia ndo-cirargica, tais como, local de deposicdo do embrido, provavel
expulsio do embrido do utero, possivel introducdo de contaminantes dentro do tutero
através da cérvice e manipulacdo excessiva da genitdlia durante a introducdo do
movulador e, ou, pipeta contendo o embrido (HURTGEN e GRANJAM, 1979
IULIANO et al., 1985; LAGNEAUX e PALMER, 1989).

A transferéncia de embrides pela técnica cirurgica, com incisdo no flanco, tem
originado taxas de prenhez entre 39 ¢ 75% (IMEL et al., 1981; IULIANO et al., 1985;

MULLER e CUNAT, 1993; SQUIRES et al, 1982ab,c; SQUIRES e SEIDEL, 1995;
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SQUIRES et al, 1999). Estudos em éguas que compararam os dois métodos de
transferéncia mostraram maiores taxas de prenhez apds transferéncia cirtirgica que a
nao-cirurgica (IMEL, 1981; SQUIRES et al., 1982b; TULIANO et al., 1985). Somente
4 de 15 receptoras que receberam embrides por transferéncia ndo-cirirgica, resultaram
em prenhez aos 50 dias, comparadas com 8 de 15 receptoras com embrides transferidos
cirurgicamente (IMEL, 1981).  Similarmente, em estudo subseqiiente, a transferéncia
cirurgica resultou em altas taxas de prenhez (72%), quando comparada a transferéncia
nao-cirtrgica (45%, IULIANO et al., 1985). Recentemente, CARNEVALE et al
(2000) compararam os dois métodos de transferéncia de embrides (ndo-cirirgica e
cirurgica) e obtiveram taxas de prenhez aos 12 dias de 474% (37/78) e 68,3%
(381/558), e aos 50 dias de 39,7% (31/78) e 57,9% (323/558), respectivamente, porém,
vale salientar que a qualidade dos embrides transferidos pela técnica nao-cirtirgica foi
inferior a dos embrides transferidos cirurgicamente. Embora o procedimento cirtirgico
possa ser considerado por alguns técnicos como simples e¢ de rotina, trata-se de uma
intervencao cirirgica de carater invasivo a qual demanda pessoal altamente qualificado,
tempo, equipamentos especiais e medicamentos (inclusive no pds-operatdrio), o que
onera seus custos, tornando sua aplicac@o questionavel em termos praticos.

MULLER e CUNAT (1993) desenvolveram técnica transvaginal para
transferéncia de embrides em éguas. Por essa técnica, o embrido era depositado dentro
de um tubo de teflon com 1,0 x 0,7 mm de didgmetro ¢ 50 cm de comprimento, o qual era
colocado dentro de uma agulha de 1,2 mm de didmetro e 48 cm de comprimento. A
transferéncia era realizada com o auxilio de palpacdo via transretal e de um tubo
metdlico (espéculo) vaginal. A taxa de prenhez de aproximadamente 38% obtida pela
referida técnica foi abaixo do esperado. De acordo com os autores, o sucesso da técnica

depende do local de deposicdio do embrido no lume uterino ¢ a base da técnica
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consistiria na confirmagdo da penetracdo da agulha ¢ do tubo com o embrido no lume

uterino, fato esse que nao foi possivel de ser confirmado em algumas tentativas.

6. Manipulacio cervical e liberacdo de agentes uterocinéticos

A agdo mecanica ou traumatica no trato genital da fémea pode ativar o processo
de reacdo em cascata do acido araquidonico e resultar na sintese e liberacdo de varios
mediadores inflamatorios (HIGGINS e LEES, 1984), bem como de substincias
uterocinéticas, tais como, prostaglandina F2a  (PGF2a; HURTGEN e GANJAM, 1979,
BETTERIDGE et al., 1985; PASCOE et al., 1989) e ocitocina (HANDLER et al. 2001).
A liberagdo de PGF20, apés a manipulagdo cervical no processo de transferéncia nao-
cirurgica de embrides, tem sido objeto de varios estudos (KASK et al, 1995;
HANDLER et al., 2000). Entretanto, os resultados das pesquisas relacionadas ao efeito
da manipulacio uterina na liberagdo de PGF20 sdo contraditorios. KASK et al. (1995,
1997) obtiveram concentragdes elevadas do metabdlito da PGF2a  (15-cetodihidro-
PGF2a) apos transferéncia transcervical de embrides. Por outro lado, SIROIS et al.
(1987) ¢ HANDLER et al. (2000) ndo encontraram incremento na concentracdo dessa
substancia apos transferéncia ndo-cirirgica de embrides em éguas. A divergéncia dos

resultados das pesquisas acima mencionadas, possivelmente, estd relacionada a

diferenca dos protocolos experimentais adotados, com relacdo a coleta de sangue para
dosagem de metabolitos da PGF20 (KASK et al., 1997). S&o necessarios mais estudos
comprovando o envolvimento da liberagdo de PGF2a, durante a transferéncia ndo-
cirargica de embrides, nas baixas taxas de prenhez. Entretanto, em fungdo de as
pesquisas mostrarem a liberagdo do metabdlito de PGF20 em éguas submetidas a

transferéncia transcervical, a possibilidade da PGF2a afetar o embrido ¢ o ambiente
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uterino ndo podem ser ignorados (KASK et al, 1997). Varios experimentos
envolvendo diferentes tecidos e drgaos (KIRTON, 1973) sugerem que as
prostaglandinas e seus metabolitos interagem em sistemas complexos de sinalizac@o
intracelular, associados a receptores de membranas e canais de fons. Outros estudos
demonstraram que um dos mecanismos de acdo estimulante das prostaglandinas na
musculatura lisa do Utero esta relacionado com o aumento na concentracdo intracelular
de célcio (KAWARABAYASHI et al., 1997).

Além da liberacdo de PGF2a (HURTGEN e GANJAM, 1979, BETTERIDGE et
al, 1985, PASCOE et al, 1989), a dilatagdo cervical e,ou, palpacio do utero, em
combinagdo com a inser¢do de objetos através da cérvice (ex: cateteres, pipetas, etc.),
ttm sido citados como responsaveis pela liberagdo de outro agente mioativo, a ocitocina
(HANDLER et al., 2001). Esses autores detectaram aumento na concentragdo
plasmatica de ocitocina, apo6s dilatagdo cervical provocada pela introducio do cateter
usado em lavagem uterina para recuperacdo de embrides. O mecanismo de acdo da
ocitocina no estimulo da atividade uterina parece estar relacionado com a sua acdo em

estimular a liberacdo de PGF2a pelo endométrio (FLINT et al., 1986).
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MATERIAL E METODOS

Experimento 1 - Desenvolvimento “in vitro” da técnica ultra-sonogrifica de
injecio intra-uterina via transvaginal

Neste experimento, foi testada a eficiéncia da insercdo de agulha e de tubo de
teflon em atingir o lume do utero, por meio de simulagdo “in vitro” da técnica ultra-
sonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal. Foram selecionadas 60 genitalias
de ¢guas provenientes de frigorifico, apds avaliagdo por meio de exames ultra-
sonograficos.  As genitalias com anormalidades macroscopicas, presenca de liquido
uterino ou vesiculas embriondrias, foram excluidas do experimento. Foram realizadas
1.000 injecoes, subdivididas em 10 sessoes, cada uma com 100 aplicacoes. A técnica de
injecdo intra-uterina transvaginal utilizada foi adaptada (GASTAL et al, 1998b) para
procedimento “in vitro”, usando-se um aparelho de ultra-sonografia em tempo real
(Aloka SSD-500, Aloka, Wallingford, CT), equipado com transdutor setorial de 5,0
MHz, acoplado a uma extensdo plastica para procedimentos transvaginais em grandes
animais (GASTAL et al,, 1998b). Foi utilizado um tubo de teflon (1,0 mm de didmetro

externo, 700 um de didmetro intemo e 70 cm de comprimento). Apds a inser¢do do
tubo na agulha de 17 g (56 cm de comprimento; GASTAL et al., 1998b), ambos foram,

entdo, introduzidos no canal guia metalico da agulha localizado na extensdo plastica do
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transdutor transvaginal (Figura 1). O conjunto constituido do transdutor dentro da
extensdo contendo a agulha e o tubo foram entdo inseridos via transvaginal até atingir o
fornix vaginal da genitdlia estendida sobre uma mesa (Figura 2). Os comos uterinos
foram manipulados e o segmento posterior de um dos comos foi entdo visualizado em
corte transversal na tela do ultra-som. As paredes vaginal e uterina foram perfuradas
pela agulha, at¢ atingir o lume uterino (Figuras 3 e 4). A confirmagdo do
posicionamento da ponta do tubo de teflon dentro do lume uterino pela imagem ultra-
sonografica foi realizada por meio de movimentos de vate-vem do tubo contra o
endométrio (GASTAL et al, 1998b). Todo o processo de simulagdo de injecdo foi
realizado em ambiente escuro, para melhor visualizagdo das avaliagdes na tela do ultra-
som, as quais foram devidamente anotadas em fichas apropriadas. A confirmagdo da
eficiéncia da técnica foi verificada por meio da incisdo, em cada como uterino, realizada
previamente ao procedimento, € comparada com os pardmetros observados e avaliados
na tela do ultra-som (Figura 5).

O grau de certeza da inser¢do da agulha no lume uterino foi estimado com base
em sistema de escores que variou de 1 a 4 (1=25%, 2=50%, 3=75% e 4=100%), sendo
estimado pelo operador antes do conhecimento do resultado real (abertura da genitdlia).
Para estimagdo do escore foi considerada a visualizagdo da ponta da agulha e do tubo
de teflon no monitor do ultra-som, os quais foram caracterizados pela identificagdo de
dois pontos ecogénicos (agulha e tubo) no lume uterino (Figura 4E), e pelos

movimentos de vai-e-vem do tubo contra o endométrio.
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Figura 1 - Extensdo plastica para procedimentos tranvaginais, agulha
de 17 g e tubo de Teflon (Foto A). Visualizacdo aproximada
do tubo e agulha dentro do canal guia metilico da extensido
plastica (Foto B). Ilustracido de todo equipamento utilizado

nas injecoes (Foto C).
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Figura 2 - Demonstragdo da introducio da extensdo plastica no canal vaginal, contendo
a agulha ¢ o tubo, bem como a manipulagio da genitdlia durante o
procedimento da injecdo  intra-uterina. Inicialmente, a extensdo ¢é
introduzida na posigdo vertical (Foto A) e, posteriormente, a mesma ¢
girada em 90° (Foto B) e aproximada da porcio posterior do corno uterino
(Foto C).
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Figura 3 - Desenho esquematico da técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal. O transdutor acoplado a
extensdo plastica para procedimentos transvaginais ¢ introduzido na posigdo vertical at€¢ atingir o foérmix vaginal
(perfil lateral). O alvo ¢ o segmento posterior do como (mostrado em vermelho). O transdutor ¢ girado no fornix

vaginal do lado do cérvice, durante a manipulagdo final, antes da injecio (perfil dorsal). Adaptado de GASTAL et
al.,, (1998b).




Figura 4 - Ultra-sonogramas da seqiiéncia da injecdo intra-uterina. A rota da agulha
(pontos brancos) ¢ indicada. Secdo transversal do segmento caudal do como
uterino (Foto A), secdo longitudinal (Foto B), ponta da agulha na parede
uterina (Foto C), ponta da agulha no lume uterino (Foto D), ponta da agulha
(PA) e do tubo (TB) no lume uterino (Foto E), ponta da agulha (PA) e do

fluido (FL) no lume uterino (Foto F).



Figura 5 - Ilustracio da agulha e do tubo no lume uterino, apds incisao
longitudinal do corno uterino (Foto A). Visuatizacao

aproximada da agulha ( ) e do tubo ( ) no lume

uterino (Foto B).



Quando esses parametros foram claramente identificados pelo operador, a
estimacdo do grau de certeza recebeu escore maximo. Registrou-se, também, o niimero
de tentativas por injecdo, o tempo gasto para cada injecdo, bem como os resultados
negativos, os quais foram assim descritos: a) agulha ndo passou o como uterino; b)
agulha ficou dentro das pregas endometriais; c) agulha ficou nas pregas opostas; e d)
agulha ultrapassou o como uterino. As injegdes foram realizadas em ambos os cornos
uterinos de cada genitdlia, sendo as mesmas utilizadas varias vezes, resultando em uma
média de 30 injecdes/genitalia.

Antes do inicio do experimento, realizou-se um pré-experimento que consistiu

na realizagdo de simulagio de inje¢des (n=1100), para capacitar o operador.

Analises estatisticas

Andlise descritiva foi utilizada para a porcentagem das taxas de sucesso ¢
insucesso da insercdo da agulha ¢ do tubo no lume uterino. Os resultados da
porcentagem dos escores utilizados para cada injecdo foram avaliados por meio do teste
de Quiquadrado. Os resultados de tempo gasto para cada inje¢do, do escore médio do
grau de certeza ¢ o numero de tentativas para cada injegdo entre as sessOes foram

analisados por ANOVA (SAS, 1996).

Experimento 2. Desenvolvimento “in vitro” da técnica ultra-sonogrifica de

injecdo intra-uterina de veiculo (tinta guache)

O principal objetivo deste experimento foi determinar a quantidade minima

de fluido injetado no lume uterino de genitilias oriundas de frigorifico (n=40),



capaz de ser visualizada na tela do ultra-som durante e apdés a injecdo. Para
determinar a substincia ideal para ser visualizada na tela do ultra-som e detectada
no lume do ttero aberto, foram testadas a tinta nanquim e a tinta guache. A tinta
nanquim foi descartada, pelo fato de alterar a tonalidade do endométrio, nio
permitindo a reutilizacio do mesmo corno uterino para posteriores injecoes,
limitando, dessa forma, o nimero de injecGes por corno, o que resultaria na
utilizacdo de maior nimero de genitilias necessarias para a realizagdo do
experimento. Dentre as varias tonalidades de tinta guache testadas, a cor branca
foi a mais apropriada, por ser visualizada na tela do ultrasom e por nio alterar a
coloracio do endométrio apds a remocio da mesma com papel toalha, apds incisio
no corno uterino. Este fato permitiu a reutilizacio da mesma genitalia para varias
injecoes, viabilizando, assim, maior nimero de injecdes para o experimento.

Dez sessdes foram realizadas, sendo 50 inje¢des na primeira sessdo, € 60
injegdes nas demais sessdes. Utilizou-se como veiculo a tinta guache de cor branca.
Foram testados dois volumes do veiculo: 1) 0,5 mL (n=25-30 injecdes/sessdo) ¢ 2) 1,0
mL (m=25-30 injegOes/sessdo). Em cada como uterino, foram feitas varias injecdes,
alternando-se a quantidade de volume entre as injegdes (0,5 ¢ 1,0 mL). Para se evitar a
passagem de liquido de um como para o outro, cada corno uterino foi transfixado na sua
base com fio de algoddo antes das injecdes. A detecgdo do liquido no lume uterino foi
confirmada na tela do ultra-som pela viswalizagdo do fluxo durante a injegdo (jato) e
pela formagdo de uma imagem escura (saculagdo), proximo a ponta da agulha apoés a
inje¢do (Figura 4F). A confirmagdo “in situ” do sucesso da técnica foi realizada apos
inciso longitudinal proximo ao local do como uterino injetado (Figura 6).

Para avaliagdo da técnica ultra-sonografica de injecdo de veiculo, foram

registradas as taxas de sucesso e insucesso de visualizacdo do jato durante a injecdo e do



fluido na forma de saculagdo (imagem escura) apés a injecdo, para ambos o0s volumes

de veiculo injetados. Em caso de injecOes com insucesso, estas foram classificadas

similarmente ao Experimento 1.




Figura 6 - Ilustracio da agulha, do tubo e do fluido injetado no

lume uterino, apods incisdo longitudinal do corno
uterino (Foto A). Vista aproximada da agulha, do

), Tubo ( ), € Fluido ( )-

Analises estatisticas

Andlise descrtiva foi utilizada para a porcentagem das taxas de sucesso e
insucesso da injecdo intra-uterina pela técnica ultra-sonografica para os dois volumes do
veiculo. Os resultados do jato (visualizagdo durante a injecdo) e a visualizagdo da
saculagdo apés a injegdo, para os dois volumes do veiculo e entre sessdes, foram

avaliados por meio do teste de Qui-quadrado.

Experimento 3 - Desenvolvimento “in vitro” da técnica ultra-sonografica de injecao

intra-uterina de odcitos

A eficiéncia da técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal
“in vitro” na deposi¢do de odcitos no lume uterino foi estudada neste experimento.  Os

oocitos utilizados para as injegdes foram obtidos de foliculos procedentes de ovarios de

genitilias de matadouro e, ou, aspirados de foliculos de éguas “in vivo” (GASTAL et
al., 1997) oriundos de outro experimento. A técnica de obtencdo dos oocitos “in vitro”
consistiu na aspiragdo de foliculos 26 mm de didmetro com agulha de 18 g acoplada a
seringa de 10 ou 20 mL. Apo6s a total aspiracdo do liquido folicular, foi realizada uma
incisdo com bisturi no foliculo e raspagem da parede folicular com o auxilio de uma
cureta metalica para extragdo de possiveis oocitos aderidos a parede folicular. Apds
esse procedimento, a parede interna do foliculo foi cuidadosamente lavada com solugdo

fisiologica. O fluido e o lavado folicular foram colocados em placa de petri e entdo

vi



levados ao microscopio estereoscOpio para a procura de 00citos. Os odcitos
encontrados foram fixados em solugdo de formol-salina tamponada para posterior
utilizagdo nas injecoes (n=60).

Cada injecdo foi realizada com um pool de quatro a cinco odcitos, os quais
foram colocados no tubo de teflon junto com solucdo salina e separados por colunas
alternadas de ar e solucdio (Figura 7). Pelo fato de o menor volume (0,5 mL) de fluido
injetado ter produzido boa visualizacdo apds a injegdo, no Experimento 2, este volume
foi utilizado para realizar as injegdes com os oo6citos, porque esse € o volume
comumente utilizado em TE. O volume selecionado (0,5 mL) foi colocado numa
seringa de 1,0 mL acoplada ao tubo de teflon contendo os odcitos. Antes do
procedimento da injecdo dos odcitos no lume uterino, inseriu-se, um cateter de Foley
via transcervical no utero estendido sobre uma mesa. A ponta do cateter foi posicionada
logo apos a bifurcagdo em direcdo ao corno uterino a ser injetado. Apods a insercdo do
cateter, o baldio do mesmo foi inflado com 40 — 45 cc de ar. O cateter foi entdo
conectado ao circuito (Figura 8) convencionalmente usado em lavagem para
recuperagdo de embrides (SQUIRES et al., 1985a). Para melhor controle do liquido
infundido, cada como foi transfixado com fio de algoddo na sua porcdo posterior antes
de cada injecdo (Figura 8). Apds a injegdo, o orificio da insercao da agulha foi fechado
com o auxilio de uma pinca hemostatica, para se evitar possivel refluxo do fluido.
Foram realizadas duas lavagens do como uterino apds cada injecio, com cada lavagem
contendo de 60 a 150 mL de solugdo fisiologica a 0,9%. O volume infundido variou
com relagdo ao tamanho do como uterino utilizado. O lavado uterino foi colocado em
placa de petri, e imediatamente rastcado em microscopio estereoscopio  para
identificagdo dos oodcitos recuperados. Procedimento semelhante foi realizado para cada

corno uterino, fazendo-se, assim, duas injecoes e lavagens por genitalia.



Foram registradas as taxas de sucesso e insucesso de recuperagdo de pelo menos
um oo6cito, o numero de odcitos injetados em cada injecdo, o volume infundido e
recuperado no primeiro € no segundo lavado e o nimero de oobcitos recuperados em

cada um dos lavados.
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Figura 7 - Desenho esquematico da disposicdo das colunas de

ar, solugdo fsiologica e oo6citos dentro do tubo de



teflon (1,0 mm de diametro e 70 cm de

comprimento).

Figura 8 - Ilustracdo da genitalia com o cateter de Foley para a recuperagdo dos o00citos
ap6s injecdo intra-uterina. Cateter com o baldo inflado (30-40 cc) na base
do como injetado (Foto A). Como uterino direito repleto de solucdo salina,
com orificio da agulha fechado com auxilio de uma pinga hemostatica (Foto
B).



Analises estatisticas

Andlise descritiva foi utilizada para a porcentagem das taxas de sucesso e
insucesso de injecdo de oocitos pela técnica ultra-sonografica via transvaginal “in
Vitro”.

A quantidade de oo6citos recuperados no primeiro € no segundo lavado foi

analisada por ANOVA (SAS, 1996).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 - Desenvolvimento “in vitro” da técnica ultra-sonogrifica de

injeciio intra- uterina via transvaginal

A taxa de sucesso da inser¢do da agulha e do tubo de teflon no lume uterino, por
meio da técnica ultrasonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal “in vitro”, foi
de 87,9% (879/1000). Niao foi observada diferenca nas taxas de sucesso entre as 10
sessOes realizadas (Tabela 1). Este resultado sugere a ndo influéncia do operador no
decorrer das sessdes experimentais. Este fato pode ter sido devido a experiéncia prévia

que o operador adquiriu nas 1100 injecdes realizadas antes do inicio do experimento.

A relacao entre o nimero médio de tentativas realizadas em cada
injecio e as taxas de sucesso e insucesso sio mostradas na Tabela 2.
Apesar de ter havido maior nimero de injecoes com sucesso apos uma
unica tentativa, o teste do Qui-quadrado revelou uma tendéncia
(P<0,06) de o numero de tentativas estar relacionado com o resultado
de sucesso (menos tentativas) e o insucesso (mais tentativas). A relacao
entre 0 numero de tentativas/injecio, que resultou em sucesso ou
insucesso, foi similar, quando se realizou a analise entre sessoes
(Figura 9). Dessa forma, verificou-se que as sessoes nfo influenciaram

no numero de tentativas realizadas sobre o resultado da injecao.

X1



Tabela 1 - Freqiiéncia de sucesso e insucesso para cada uma das
sessoes de insercio da agulha e do tubo de teflon no lume
uterino, por meio da técnica ultra-sonografica de injecdo
intra-uterina via transvaginal “in vitro”

Sessao Sucesso Insucesso Total
1 86 14 100
2 86 14 100
3 88 12 100
4 86 14 100
5 83 17 100
6 91 9 100
7 88 12 100
8 89 11 100
9 92 8 100
10 90 10 100

Total 879 (87,9%) 121 (12,1%) 1000 (100%)

Tabela 2 - Taxas de sucesso e insucesso relacionadas com o numero de tentativas de
inser¢do da agulha e do tubo de teflon no lume uterino, por meio da técnica
ultra-sonografica de injegdo intra-uterina via transvaginal ““in vitro”

Numero de tentativas

Resultado 1 >2 Total
Sucesso 851 (88,3%) 28 (77,8%) 879 (87,9%)
Insucesso 113 (11,7%) 8 (22,2%) 121 (12,1%)




Sucesso
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Figura 9 - Numero de tentativas de inser¢io da agulha e do tubo de
teflon no lume uterino, nas taxas de sucesso e insucesso, por
meio da técnica ultra-sonografica de injecio intra-uterina via

transvaginal “in vitro”. NS= nao-significativo.

As freqiiéncias de escores atribuidos para determinacdo do grau de certeza e a
relacdo com as taxas de sucesso/insucesso nas injegdes intra-uterinas sdo mostradas na
Tabela 3. As médias dos escores que resultaram em sucesso (4,0 = 0,0) e insucesso (3,7
+ 0,0) foram diferentes (P<0,001). O escore 1 (ndo diagnosticado) foi inexistente no
presente estudo. Foi observada, ainda, maior freqiiéncia de escores 4 nos resultados de
sucesso (89,7%; Tabela 3). Assim sendo, verificou-se que o maior grau de certeza
(escore 4) resultou em maior numero de injegdes com sucesso. Por outro lado, quando
o grau de certeza foi baixo ou intermediario (escores 2 e 3), maior incidéncia de
insucesso foi observada. A relagdo entre a freqiiéncia de escores/injecdo que resultou
em sucesso ou insucesso, foi similar, quando se realizou a andlise entre sessoes. Dessa

forma, o desenvolvimento adequado de padronizagdo visual do grau de certeza por meio



de uma escala de escores, pode ser de muito valor para predizer a eficiéncia da técnica

ultra-sonografica de injegdo intra-uterina via transvaginal.

Tabela 3 - Taxas de sucesso e insucesso ¢ escores estimados na inser¢do da agulha e do
tubo de teflon no lume uterino, por meio da técnica ultra-sonografica de
injecdo intra-uterina via transvaginal “in vitro”

Escores
Resultados 2 3 4
Sucesso - 45 (68,2%) 834 (89,7%)a
Insucesso 4 (100%) 21 (31,9%)b 96 (10,3%)b
Total 4 66 930

Valores com letras distintas na mesma coluna foram diferentes (P<0,001).

O tempo médio necessario para cada injecdo foi 21,7 £ 0,3 seg. Diferenca
estatistica (P<0,001) foi observada entre o tempo médio gasto nas injegdes com sucesso
(21,0 £ 0,3 seg) versus insucesso (26,0 £ 1,2 seg). Na Tabela 4, podem ser vistos os
tempos médios das injecdes com sucesso € insucesso, Os quais ndo apresentaram
diferencas entre sessoes. Esses resultados sugerem que, provavelmente, durante as
injecOes com insucesso, o operador, possivelmente teve maior grau de dificuldade em
realizar a injecdo, o que resultou em maior tempo gasto durante o procedimento

(Tabela 4).

Com relacio aos resultados negativos que resultaram em
insucesso (12,1%), verificou-se que em 37,2% (45/121) das vezes a
agulha nio passou o corno uterino; em 26,4% (32/121), a agulha ficou
dentro das pregas endometriais; em 15,7% (19/121), a agulha ficou nas
pregas endometriais opostas; e em 20,7% (25/121) a agulha
ultrapassou todo o corno uterino. As freqiiéncias das razdes de

insucesso encontram- se classificadas na Tabela 5.



Tabela 4 - Tempo médio gasto (seg) nas taxas de sucesso e insucesso da
inserc¢io da agulha e do tubo de teflon no lume uterino, por
meio da técnica ultra-sonografica de injeciao intra-uterina via
transvaginal “in vitro” em cada sessdo

Sessao Tempo (seg)
Sucesso Insucesso

1 17,8 29,6
2 23,0 30,2
3 21,1 249
4 22,5 316
5 19,2 253
6 20,0 242
7 21,3 224
8 20,9 316
9 21,0 144
10 235 254

Meédia 21,0 26,0

Tabela 5 - Razoes encontradas nas taxas de insucesso da insercio da
agulha e do tubo de teflon no lume uterino, por meio da
técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via
transvaginal “in vitro”

Razdo Freqiiéncia
Nao passou (NP) 45 (37,2%)
Pregas (Pr) 32 (26,4%)
Pregas opostas (PO) 19 (15,7%)
Passou o corno (PC) 25 (20,7%)
Total 121 (100%)

A alta taxa de sucesso (88%) obtida neste experimento “in vitro” sugere que o

procedimento de insercio de agulha e de tubo de teflon no lume do tutero, por meio da
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técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal, ¢ de fécil execugdo, o
que concorda com os resultados de GASTAL et al. (1998b), os quais obtiveram sucesso
de 96%, e necessitaram em média menos de um minuto para realizar a técnica “in vivo™.

Fazse necessario salientar que a diferenca de 10% para as taxas de sucesso entre
o presente estudo ¢ o de GASTAL et al. (1998b) pode ter decorrido do fato de um
experimento ter sido realizado “in vitro” e outro “in vivo’. Neste estudo foram
utilizadas genitalias de éguas post-mortem em diferentes fases do ciclo estral e em
anestro. Ja no estudo de GASTAL et al. (1998b), as éguas injetadas estavam em diestro
(12° dia pds-ovulagdo) e apresentavam certo grau de turgidez nos comos uterinos, o que
provavelmente tenha facilitado o procedimento da injecdo. Sendo assim, o fato de se ter
utilizado genitalias congeladas e descongeladas, bem como oriundas de animais com
diferentes status reprodutivos, deve ser considerado na interpretacdo dos resultados do
presente trabalho.

Em funcdo dos escassos estudos sobre essa técnica tanto “in vivo” como “in

vitro”, os resultados oriundos deste experimento fornecem subsidios para que pesquisas

“in vivo” sejam desenvolvidas, a fim de aprimorar o desenvolvimento desta técnica.

Experimento 2 - Desenvolvimento “in vitro” da técnica ultra-sonogrifica de

injecdo intra-uterina de veiculo (tinta guache)

A taxa de sucesso (89,8%, 530/590) da injecdo de fluido no lume uterino, por
meio da técnica ultra-sonografica de injegdo intra-uterina via transvaginal “in vitro”, foi
similar a4 obtida no Experimento 1. Resultados similares foram obtidos, quando foram
comparadas as porcentagens de sucesso e insucesso para cada volume injetado: 0,5 mL
(sucesso 88,5%, 261/295; insucesso 11,5%, 34/295), e 1,0 mL (sucesso 91,2%, 269/295;

insucesso 8,8%, 26/295; Figura 10). Com base neste resultado, pode-se sugerir que os



volumes testados ndo interferiram nas taxas de sucesso e insucesso da injegdo de fluido

no lume uterino, por meio da técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via

transvaginal “in vitro”.

| Volume = 0,5 mL B Sucesso

O Insucesso

Taxas (%)

Sessoes: NS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de sessoes

Figura 10 - Taxas de sucesso e insucesso para as duas quantidades de volume de liquido
injetado no lume uterino, por meio da técnica ultra-sonografica de injecao
intra-uterina via transvaginal “in vitro”. NS=nao-significativo.

A detecgdo de liquido durante a injecdo, que foi determinada pela visualizagao
do jato, ndo apresentou diferenca estatistica, quando foram comparados os dois volumes
injetados. Quando se injetou 1,0 mL de veiculo, houve maior relagdo (P<0,003) entre a

visualizagdo do jato e o resultado de sucesso na injecdo. Dessa forma, pode-se concluir



que o maior volume de fluido injetado propiciou melhor monitoramento na tela do ultra-
som durante a injecdo. Isto pode ser explicado, uma vez que maior quantidade de fluido
a ser injetado proporciona maior tempo para identificd-lo no monitor do ultrasom
durante a injecao.

A visualizagdo do liquido injetado no como uterino apoés o procedimento ndo foi
diferente (P>0,06), quando comparados os dois volumes de injecdo. O volume de 0,5
mL foi de mais facil (P<0,01) visualizagdo apds a injecdo, quando esta resultou em
sucessos. Entretanto, quando foi injetado 1,0 mL de veiculo, este ndo foi facilmente
visualizado na tela do ultra-som apds a inje¢do. Acredita-se que o pequeno volume de
liquido (0,5 mL) apresente maior dificuldade em se difundir pelo lume do utero,
resultando em pequena colecdo de fluido, a qual pode ser visualizada como uma
saculacdo (imagem preta) na tela do ultra-som.  Por outro lado, o volume de 1,0 mL,
pareceu se dissipar mais rapidamente ao longo do como, o que, provavelmente, impediu

sua posterior vis ualizagdo no monitor do aparelho de ultra-sonografia.

Experimento 3 - Desenvolvimento “in vitro” da técnica ultra-sonografica de

injecio intra-uterina de odcitos

As taxas de sucesso e insucesso da inje¢do intra-uterina de odcitos, por meio da
técnica ultra-sonografica via transvaginal “in vitro”, nas diferentes sessdes estdo
ilustradas na Figura 11. A taxa de sucesso média (75%; 45/60) foi porcentualmente
menor, quando comparada aos experimentos anteriores. No entanto, fazse necessario
salientar que a taxa de sucesso neste experimento baseou-se na recuperagdo de pelo
menos um odcito, apds duas lavagens uterinas € ndo no sucesso em depositar 0s 00citos
de forma adequada no lume uterino. Dessa forma, provavelmente, outros fatores
envolvidos na recuperacdo dos oodcitos podem ter contribuido com os resultados de

sucesso neste experimento.
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Figura 11 - Taxas de sucesso e insucesso da injecido intrauterina de
oocitos por meio da técnica ultra-sonografica via

transvaginal “in vitro”. NS= nao-significativo.

Para a primeira e a segunda lavagens uterinas, foram infundidos em média 101,6
+ 231 mL e 919 + 321 mlL, sendo menor quantidade para o segundo lavado,
provavelmente, pela presenca de liquido residual do primeiro lavado. Foram
recuperados 95,0 + 222 mL (93%) e 874 % 30,5 mL (95%), para o primeiro € o
segundo lavado, respectivamente. Foram injetados em média 4,9 + 0,3 odcitos por
injecdo, com recuperacdo de 2,1 + 1,5 (73,3%) e 0,1 £ 0,4 (6,7%) odcitos no primeiro e
segundo lavados, respectivamente (Figura 12). A taxa de recuperagdo de odcitos diferiu
significativamente entre lavados. = No primeiro lavado foram encontrados um, dois, trés
e quatro odcitos em 8,3%, 16,7%, 30,0% e 15,0% das vezes, respectivamente. Ja para o
segundo lavado, foi recuperado um e trés oocitos em 5,0% e 1,7% das vezes,

respectivamente.
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Figura 12 - Taxa de recuperacio de pelo menos um odcito em cada lavado/sessdo com a
técnica ultrasonografica de inje¢do intra-uterina via transvaginal “in vitro”.
PL~primeiro lavado, SL=segundo lavado, NS= nao-significativo.

Os resultados deste experimento sugerem, mais uma vez, que a técnica ultra-
sonografica de inje¢do intra-uterina via transvaginal “in vitro” ¢ facilmente executavel,
e apresenta bons resultados.

O principal objetivo das pesquisas com o intuito de testar métodos alternativos
para TE ndo-cirurgica ¢ desenvolver técnicas que evitem ou minimizem O manuseio € a
dilatagdo da cérvice durante o procedimento. A manipulagdo excessiva do sistema
genital da fémea, durante transferéncia nao-cirurgica de embrides (SQUIRES et al,
1985a; KASK et al.,, 1997; SIROIS et al., 1987) tem sido sugerida estar relacionada com
a liberagdo de prostaglandina F2a (PGF20) e ocitocina (HANDLER et al., 2001).

Apesar da inexisténcia de estudos especificos em ¢éguas demonstrando o aumento da

PGF2a, dada a manipulagdo excessiva da cérvice durante a transferéncia nao-cirurgica,



a fungdo biologica desse horménio em estimular a musculatura lisa do utero,
possivelmente, seja um dos fatores responsaveis pelas baixas e inconstantes taxas de
prenhez apdés a transferéncia nao-cirurgica de embrides em éguas (SQUIRES et al.,
1985b; KASK et al., 1997; SIROIS et al., 1987).

Vale ressaltar que, na adaptacdo da referida técnica para TE, deve-se considerar
a idade (dia de coleta) do embrido, visto que pode existir uma variagdo muito ampla no
diametro do embrido eqiiino (ex. 132 a 5.500 pm) a ser transferido (SQUIRES et al,
1989; VANDERWALL, 1996; FLEURY, 1998, HUHTINEN, 1999). Este fato ira
interferir definitivamente no didmetro do tubo e da agulha a serem utilizados. Neste
estudo, o didmetro dos tubos utilizados variaram de 100 a 700 pm, os quais,
provavelmente, poderdo ser usados para alguns embrides, mas ndo para todos os
embrides colhidos entre os dias 6 e 8 pds-ovulagio.

Como visto anteriormente, esta técnica pode se tornar mais uma alternativa para
a transferéncia de embrides, pelo fato de evitar manipulaces cervicais, liberagdo de
PGF2a, infecdo uterina e refluxo de embrides, comumente suspeitos de interferirem
negativamente nas taxas de prenhez, no ato da transferéncia ndo-cirurgica de embrides
em éguas (SQUIRES et al., 1982a,b, 1999).

Sendo assim, o presente trabalho demonstrou que essa técnica tem potencial
promissor para ser adaptada para procedimentos “in vivo”, como, por exemplo, em

transferéncia de embrides em espécies como a eqiiina e a bovina.



CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, com taxas de sucesso variando de
75,0% a 89,8%, pode-se sugerir que a técnica ultra-sonografica de injegdo intra-uterina
via transvaginal “in vitro” € um procedimento viavel e que o reduzido nimero de
tentativas/injecdo e o tempo médio gasto para a execucdo da técnica podem representar
um papel importante para que esse procedimento seja adaptado para possivel utilizagdo
como método alternativo de transferéncia de embriGes em éguas.

A técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via transvaginal “in vitro”,
desenvolvida no presente estudo, pode-se tornar mais eficiente, caso adote um sistema
de avaliagdo do grau de certeza da visualizagdo da agulha, do tubo e do liquido na tela
do ultra-som, no momento e apds a injegao.

A principal vantagem da técnica ultra-sonografica de injecio intra-uterina via
transvaginal é o aspecto da auséncia de manipulagdo e dilatagdo cervical, além de tratar-
se de um procedimento rapido.

Adicionalmente, os resultados aqui apresentados também demonstraram a
importancia do volume a ser injetado e sua visualizagdo na tela do ultra-som durante e

apo6s a injegdo. FEste fator pode representar um papel fundamental, na avaliagdo do grau



de certeza do sucesso da técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina via
transvaginal.

Finalmente, estudos especificos “in vivo” fazemse necessarios para validagao
desta técnica para transferéncia de embrides em animais domésticos, visto que se trata
de um procedimento rapido, pouco invasivo, com reduzida manipulagdo do Utero e com

quase ou nenhuma manipulagdo cervical.
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