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RESUMO

SILVA, Luciano Andrade, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, Agosto,
2003. Técnica Ultra-sonografica de Injecdo Intra-uterina para
Transferéncia de Embridbes em EquUinos. Orientador: Eduardo
Leite Gastal. Conselheiros: Melba Oliveira Gastal e Eduardo Paulino
da Costa.

Embrides equinos tém sido comumente transferidos por dois
meétodos: transcervical ou cirdrgico. As taxas de prenhez originadas pelo
primeiro oscilam bastante, embora seja de mais facil aplicacdo. O
método cirurgico tem originado taxas de prenhez mais elevadas e mais
homogéneas. No entanto, € mais oneroso por demandar condicbes e
pessoal especializados. Em 1998, GASTAL et al. desenvolveram uma
técnica ultra-sonografica de injecao intra-uterina (11U) em equinos e a
sugeriram como método alternativo para transferéncia de embrides (TE),
pois evitaria algumas desvantagens da técnica transcervical advindas da
manipulagdo cervical. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da
técnica ultra-sonografica de IIlU como método alternativo de TE em
equinos, comparando-a com a técnica transcervical (TC), assim como
estudar a dindmica uterina, do corpo luteo e da vesicula embrionaria.
Para as injecdes intra-uterinas foram utilizados transdutor setorial de 5
MHz, agulha de 16-ga e cateter colocados em uma extensao plastica para
procedimentos transvaginais. A extensao foi introduzida na vagina e o
operador tracionou o corno uterino contra a parede vaginal via transretal,
posicionando-o frente a face do transdutor transvaginal. A IIU foi
realizada quando o operador visualizou a ponta da agulha, do cateter e
movimentos de vai-e-vem do cateter no lumen uterino, por ultra-
sonografia. As TE foram realizadas no Dia 7 (Dia O = ovulagdo).
Diagnésticos de gestagcdo foram realizados no Dia 15, por ultra-
sonografia transretal. No Experimento 1, 33 IlIU foram realizadas com 20
mL de solucdo estéril de NaCL a 0,9%. A eficiéncia da técnica foi
verificada por pesquisa de fluido uterino imediatamente apdés as injecodes,
por meio de exame ultra-sonografico transretal. No Experimento 2, 77
embrides foram transferidos por 1IU (n=39) ou via TC (n=38), em duas
estacdes reprodutivas. No Experimento 3, trés grupos foram estudados:

TE por 1lIU, TE via TC e Controle. O grupo Controle foi formado com
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éguas previamente inseminadas e submetidas ao mesmo protocolo de
coleta de dados dos grupos de TE. No Experimento 1, obteve-se taxa de
sucesso de 97% (32/33) na deposicao de solucdo salina no limen uterino
por 1lU. Adicionalmente, verificou-se que o0s parametros ultra-
sonograficos de visualizacdo da ponta da agulha, da ponta do cateter,
dos movimentos de vai-e-vem e da ejecdo de fluido, foram fundamentais
na avaliagdo da eficiéncia da técnica de IIU. A taxa de recuperacao
embrionaria total nas duas estacdes foi de 71,8% (122/170). No
Experimento 2, as taxas de prenhez obtidas pelas técnicas de TE por U
(76,9%; 30/39) e TE via TC (78,9%; 30/38), nado diferiram (P>0,05).
No Experimento 3, as taxas de prenhez das técnicas de TE por IIU
(75,0%; 12/16), TE via TC (73,3%; 11/15) e do grupo Controle
(68,7%; 11/16) foram similares (P>0,05). Nas TE por IIU e no grupo
Controle nao foram detectadas alteracdes na contratilidade uterina no Dia
7. No entanto, efeito estimulatério na contratilidade uterina foi detectado
entre 5 a 60 minutos apés TE via TC (P<0,0001). Nao foram detectadas
diferencas entre tonus e ecotextura uterina no Dia 7 entre as técnicas de
TE e o grupo Controle. Entre os Dias 6 e 16 as éguas receptoras de
embrides e do grupo Controle apresentaram o mesmo padréo diario de
tbnus e ecotextura uterina. N&o foram detectadas alteracbes na vida
média do corpo luteo entre os grupos estudados. Os padrbes de
mobilidade da vesicula embrionéaria e o dia de fixagdo da mesma foram
similares entre os grupos. Os resultados do presente estudo indicam que
a técnica ultra-sonografica de IIlU é um método alternativo de TE,
originando taxas de prenhez similares ao método transcervical. Esta
pode ser uma opcao valiosa para éguas com histérico de dificuldade de
transposicéo cervical durante o procedimento de inovulagdo. Além disso,
esta técnica podera colaborar para estudos futuros de utilizacdo de TE em

outras espécies de animais domésticos e silvestres.
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ABSTRACT

SILVA, Luciano Andrade, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, August,
2003. Ultrasound-guided Intra-uterine Injection Technique for
Embryo Transfer in Mares. Advisor: Eduardo Leite Gastal.
Committee Members: Melba Oliveira Gastal and Eduardo Paulino da
Costa.

Embryo transfer (ET) in mares has been performed by
transcervical or surgical methods. Pregnancy rates resulting from the
transcervical method are more variable; however this is the more
routine ET technique used nowadays. The surgical method has resulted
in higher and less variable pregnancy rates. Although, this technique is
much more invasive than the transcervical method and it demands a
surgical environment and specialized personnel. In 1998, GASTAL et al.
developed a transvaginal ultrasound-guided intra-uterine injection (1Ul)
technique and suggested it as a possible method for ET in mares. This
technique would likely avoid cervical manipulation, one of the
disadvantages of the transcervical ET technique. The objective of this
study was to evaluate the efficiency of the IUI technique as an alternative
method to the transcervical technique for ET in mares. In addition,
dynamics of the uterus, corpus luteum, and embryonic vesicle were also
studied. A real-time ultrasound scanner, equipped with a 5.0 MHz
sector-array convex transducer, placed in a plastic extension for
transvaginal procedures, a plastic epidural catheter (1.05 x 0.6 x 1000
mm), and a 16-ga needle (56 cm) were used. Immediately prior to ET,
mares were sedated using detomidine (1 mg, i.v.). The right uterine
horn was positioned transrectally against the vaginal wall over the
transducer face. The needle with the catheter was introduced through
the needle-guide of the transducer extension and inserted into the
uterine lumen. The position of the catheter was verified by ultrasound
and the embryo was placed into the uterus. Pregnancy diagnosis was
done by ultrasound on Day 15. In Experiment 1, 33 IUl of 0.9% sterile
saline (20 mL) were performed in 15 cyclic mares. The success of
injection, indicated by the presence of fluid within the uterine lumen, was
confirmed by transrectal ultrasonography. In Experiment 2, 77 embryos

were transferred on Day 7 (Day O = ovulation) by IUl (n=39) or
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transcervical method (n=38). In Experiment 3, 31 embryos were
transferred on Day 7 by IUlI (n=16) or transcervical method (n=15). The
control group consisted of inseminated mares (n=16) which were
subjected to the same protocol of data collection as the ET groups. In
Experiment 1, the operator successfully deposited saline into the uterus
in 97% (32/33) of the IUl procedures. The overall embryo recovery rate
in Experiments 2 and 3 was 71.8% (122/170). In Experiment 2, the
pregnancy rates resulting from IUl (76.9%) and transcervical (78.9%) ET
techniques were not different (P>0.05). In Experiment 3, the pregnhancy
rates obtained from IUIl (75.0%, 12/16), transcervical (73.3%, 11/15),
and control (68.7%, 11/16) groups were similar. On Day 7, mares
treated by transcervical ET displayed increased (P<0.0001) uterine
contractility from 5 to 60 min following the procedure compared to the
other groups. No changes in uterine contractility were observed between
control and IUl treated mares. No differences in uterine tone or
echotexture were detected among groups. From Days 6 to 16 there were
no differences in daily uterine contractility, tone, and echotexture
between ET treated and control mares. In addition, similar luteal lifespan
was observed among treatments. Patterns of transuterine embryonic
vesicle mobility and the day of embryo fixation were not different among
groups. Results of the present study suggest that the ultrasound-guided
IUI ET technique may be a suitable alternative to the traditional
transcervical method of ET in mares. In addition, the IUl ET technique

may be a valuable tool for future studies involving ET in other species.
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1. INTRODUCAO

Os primeiros sucessos da técnica de transferéncia de embrides
(TE) na espécie equina foram obtidos na década de 70 (ALLEN &
ROWSON, 1972; OGURI & TSUTSUMI, 1974). Apesar da substancial
evolucdo da técnica nas ultimas duas décadas (IMEL, 1981; IMEL et al.,
1981; VOGELSANG et al., 1985; McKINNON & SQUIRES, 1988b; RIERA
& McDONOUGH, 1993; SQUIRES & SEIDEL, 1995; SQUIRES et al.,
1999), o insuficiente suporte financeiro para pesquisas e a adocédo de
determinadas normas e regulamentos por algumas associacbes de racas
especializadas tém prejudicado os avancos no desenvolvimento e na

aplicacdo de biotécnicas ligadas a reproducéo equina.

Independentemente dos fatores acima mencionados, a TE em
éguas tem sido considerada uma ferramenta capaz de incrementar a
eficiéncia reprodutiva e o melhoramento genético da espécie, pois: 1)
promove o aumento da descendéncia de éguas de alto potencial
genético; 2) favorece o uso de éguas subférteis incapazes de levar a
gestacédo a termo; 3) permite a utilizacdo de potras, que podem produzir
od6citos, porém nao se encontram fisiologicamente preparadas para uma
gestacédo; e 4) permite a obtencdo de produtos de éguas envolvidas em
programas de competicdo e/ou treinamento (CARNEVALE, 1996;
SQUIRES et al., 1985a; EAST et al., 1998). Em relacdo ao aumento de
descendentes, a TE em eqlinos tem permitido a obtencdo de quatro ou
mais potros de éguas férteis por estacdo (AGUILAR & WOODS, 1997).

Além disso, a técnica como instrumento de pesquisa permite o estudo
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mais profundo de varios aspectos da reproducdo equina, tais como: 1)
avaliacdo da fertilidade de garanhbes (SQUIRES et al., 1984); 2)
determinacdo do papel da tuba uterina e do Utero na sobrevivéncia e na
perda embrionaria (PEYROT et al., 1987); 3) estudos da interacédo
precoce entre o embrido e o utero, como a identificacdo do sinal
embrionario por meio de liberacdo de prostaglandina E, (WEBER et al.,
1991a,b), e; 4) determinagdo de causas de sub-fertilidade em éguas
(BALL et al., 1986, 1987, 1989).

Diversos aspectos bioldgicos, bem como problemas associados as
diferentes técnicas de transferéncia, tém limitado a difusdo da TE na
espécie eqlina quando comparado a outras espécies domésticas
(SQUIRES et al., 1999). Dentre os fatores biolégicos relacionados com a
coleta de embrides podem ser citados: o dia da coleta, o numero de
ovulagdes por ciclo, a idade da doadora e a qualidade do sémen. Por
outro lado, as taxas de prenhez obtidas apds a transferéncia tém sido
relacionadas principalmente com o método de transferéncia utilizado,
com a estacdo do ano, com o grau de sincronia entre doadora e
receptora, com a idade e tamanho do embrido (SQUIRES et al., 1982a,b;
1999), com a qualidade do embrido e com o manejo da receptora
(SQUIRES et al., 1999).

~

Vale ressaltar também que, comparado a espécie bovina, a
eficiéncia da TE em equinos é baixa porque a recuperacdo embrionaria
ainda ndo pode ser aumentada satisfatoriamente pelos atuais métodos de
superovulacdo (PALMER et al., 1993; McCUE, 1996). Enquanto a média
de ovulagdes por ciclo em vacas superovuladas é de 11 a 12, em éguas
obtém-se em torno de 3 a 7 ovulag¢des por ciclo quando estimuladas com
extrato de pituitaria equina (AGUILAR & WOODS, 1997; ALVARENGA et
al., 2000). Outro fator limitante na espécie eqilina é a baixa
sobrevivéncia de embrides equinos quando submetidos a criopreservacao

(SEIDEL, 1996).
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A TE em equinos tem sido realizada, basicamente, por dois
métodos: o0 cirdrgico e 0 nao-cirurgico. Na técnica nado-cirdrgica, 0s
resultados variam muito, com taxas de prenhez oscilando entre 26 a 83%
(IMEL, 1981; IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1982a,b; IULIANO et
al., 1985; MULLER & CUNAT, 1993; RIERA & McDOUGH, 1993; FLEURY,
1998; SQUIRES et al., 2003). Por outro lado, com a TE pela técnica
cirrgica tem-se obtido taxas de prenhez com menor amplitude de
variagdo, ou seja, mais homogéneas, em torno de 65 a 80% (IMEL,
1981; IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1982a,b; IULIANO et al.,
1985; CARNEY et al., 1991; MULLER & CUNAT, 1993; SQUIRES &
SEIDEL, 1995; SQUIRES et al., 1999).

Em 1974, OGURI & TSUTSUMI reportaram o primeiro resultado
positivo de TE em equinos utilizando uma técnica de inovulacdo né&o-
cirargica, via transvaginal, a qual evitava a manipulacdo cervical por
meio do uso de injecdo intra-uterina, e que tinha sido descrita
anteriormente para bovinos por SUGIE (1965). Em 15 TE realizadas,
obteve-se 40% de prenhez e 26,7% de nascimentos. Essa técnica foi,

posteriormente, substituida pelas técnicas atualmente utilizadas.

PALMER et al. (1992), na tentativa de contornar o0s pobres
resultados obtidos com a TE via transcervical em poOneis, desenvolveram
uma técnica de TE alternativa. Por meio de procedimento cirdrgico de
colpotomia, o corno uterino era puncionado para a realizacdo da
inovulacdo. Em 18 tentativas, os autores obtiveram 33,3 % de prenhez
(6/18).

Em 1993, MULLER & CUNAT desenvolveram uma técnica de injecdo
intra-uterina transvaginal para TE em éguas, utilizando tubo de espéculo
vaginal, similar a de SUGIE (1965). No entanto, baixa taxa de prenhez
(38%; 3/8) foi obtida. De acordo com MULLER & CUNAT (1993), o
limitante desta técnica consistiu em confirmar a penetragcdo da agulha e
do tubo com o embrido no lumen uterino, o que ndo foi possivel em
algumas tentativas, visto que o procedimento com esta técnica foi feito

sem monitoracado visual.
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Recentemente, GASTAL et al. (1998b) desenvolveram uma técnica
ultra-sonografica de injecdo intra-uterina, sugerindo sua utilizacdo para a
TE. Esta técnica de injegcdo intra-uterina, ao contrario das anteriormente
citadas, permite a deposicdo de substancias dentro do Utero com total
controle do procedimento de injecdo pelo monitor do ultra-som,

assegurando assim maior eficiéncia.

O principal objetivo de se testar métodos alternativos para TE nao-
cirargica € o desenvolvimento de técnicas que evitem ou minimizem o
manuseio e a dilatacdo da cérvix durante o processo de TE. Tem sido
sugerido que a manipulacdo excessiva dos Orgados genitais de éguas
durante transferéncia nao-cirdrgica de embrides esta relacionada com a
liberagcdo de PGF,, (SQUIRES et al., 1985a; KASK et al., 1997; SIROIS
et al., 1987) e ocitocina (NIKOLAKOPOULOS et al., 2000; HANDLER et
al., 2003). A funcao biologica desses hormdnios em estimular a
musculatura lisa do Utero pode ser um dos fatores responsaveis pelas
baixas e inconstantes taxas de prenhez apds a transferéncia nao-
cirargica de embrides em éguas (SQUIRES et al., 1985b; KASK et al.,
1997; SIROIS et al., 1987). Além disso, a possibilidade de infeccédo
uterina e de refluxo do embrido, devido a invasédo e dilatacdo cervical,
sdo também fatores que podem interferir negativamente nas taxas de
prenhez quando da utilizacdo da técnica de transferéncia ndo-cirdrgica de
embrides via transcervical em éguas (SQUIRES et al., 1982a,b; 1999).

Em face do exposto acima e, principalmente devido a grande
variacdo dos resultados obtidos com a técnica transcervical de TE na
espécie eqlina, este trabalho foi delineado com o intuito de desenvolver
e avaliar um método alternativo de transferéncia nao-cirurgica com o
auxilio da ultra-sonografia visando obter taxas de prenhez mais
homogéneas e elevadas, bem como tornar o uso desta tecnologia mais

eficiente no manejo reprodutivo da espécie equina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ultra-sonografia

2.1.1. Histdérico e Fundamentos da Técnica Ultra-sonografica

A introducdo da ultra-sonografia no monitoramento de eventos
reprodutivos em éguas (PALMER & DRIANCOURT, 1980) representou um
marco importante na ciéncia da reproducédo animal em varias espécies. A
principal vantagem da ultra-sonografia é ser um procedimento de carater
nao-invasivo e atraumatico, além de permitir resultados imediatos
(GINTHER, 1995b). Um dos maiores avanc¢os do uso da ultra-sonografia
na reproducao de grandes animais foi o desenvolvimento de instrumentos
especificos que permitem a realizagdo de procedimentos ultra-
sonograficos via transvaginal (SQUIRES, et al., 1988; PIETERSE et al.,
1991; BRUCK et al., 1992; COOK et al., 1993; MEINTJES et al., 1995).

Além do exame clinico de rotina por imagem, diversas técnicas
auxiliadas pela ultra-sonografia tém contribuido para o incremento da
eficiéncia reprodutiva em varias espécies, como: 1) aspiragao folicular
guiada por ultra-sonografia em bovinos (PIETERSE et al., 1991; KANITZ
et al., 1993) e equinos (BRUCK et al., 1992; CARNEVALE & GINTHER,
1993; COOK et al., 1993; MEINTJES et al., 1995); 2) recuperacéo de
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odcitos e transferéncia intrafolicular em bovinos (BERGFELT et al., 1998)
e equinos (CARNEVALE & GINTHER, 1993); 3) predicdo de ovulagdo em
eqlinos (GASTAL et al., 1998a); 4) sexagem em equinos (CURRAN,
1989; 1993), entre outras.

Os aparelhos de ultra-sonografia usados para examinar o trato
reprodutivo de grandes animais sdo do tipo B-modal em tempo real, ou
seja, as imagens sao formadas na tela em variadas tonalidades de cinza
(variando do preto = auséncia de brilho, até o branco = brilho maximo) e
atualizadas em fracfes de segundos. O transdutor linear é orientado no
plano longitudinal com relagdo ao corpo da fémea. Dessa forma,
imagens da cérvix e do corpo do Utero sado Vvisualizadas
longitudinalmente, enquanto 0s cornos uterinos aparecem em secc¢ao

transversal (GRIFFIN & GINTHER, 1992; GINTHER, 1995a,b).

Transdutores com alta frequéncia (5 a 7,5 MHz) fornecem imagens
detalhadas de estruturas pequenas dos 6rgaos préximos ao transdutor e
com boa resolugdo e, os de mais baixa frequéncia (3 a 3,5 MHz)
apresentam maior poder de penetragcdo permitindo a visualizacdo de
estruturas maiores e distantes do transdutor porém, com resolucao de

imagem inferior aos anteriormente citados (GINTHER, 1995a,b).

2.1.2. Avaliagao Ultra-sonografica do Utero

O exame ultra-sonografico do udtero de éguas consiste em
avaliacbes da ecotextura do endométrio, das contracdes uterinas, do
didmetro dos cornos uterinos e de patologias como cistos e colecdes de
fluido. As alteracbes da ecotextura uterina em éguas sao resultantes,
primariamente, de mudancas no grau de edema das pregas endometriais
(GINTHER & PIERSON, 1984; HAYES et al., 1985; GINTHER, 1986), as
quais sao influenciadas pela concentragcdo sanglinea de esterdides
ovarianos (GINTHER, 1993). O liguido intersticial nas pregas do
endométrio, além de possiveis secre¢cbes das glandulas endometriais no

limen uterino, s@o responsaveis pela formacdo da textura tecidual. A
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ecotextura uterina visualizada pelo ultra-som é classificada por meio de
um sistema de escores variando de 1 (minimo — textura homogénea) a 4
(maximo — textura bastante heterogénea), baseado no grau de edema

das pregas endometriais (HAYES et al., 1985).

A contratilidade uterina é determinada por meio de avaliacdo
continua do corpo uterino, visualizado em seccédo longitudinal, durante
um minuto, com base nos movimentos de vai-e-vem dos pontos de
reflexdo do endométrio ou dos movimentos de ondas observados na
superficie ventral do corpo do utero (CROSS & GINTHER, 1987; GRIFFIN
& GINTHER, 1990).

Além dos exames sobre a dindmica e morfo-estrutura do Utero, a
ultra-sonografia permite a visualizacdo de cistos, cole¢cdes de fluidos,
sejam elas limpidas ou purulentas, fetos e diversos tipos de debris,
possibilitando o diagndstico dessas patologias (GINTHER & PIERSON,
1984).

2.1.3. Técnica Ultra-sonografica de Injecao Intra-uterina

A técnica ultra-sonogréafica de injecdao intra-uterina via canal
vaginal foi descrita por GASTAL et al. (1998b). Resumidamente, os
autores utilizaram tubo de teflon ou polietileno (0,8 mm de didmetro
externo e 70 cm de comprimento) inserido em uma agulha longa (56 cm
de comprimento) de 17 gauge. Ambos sdo introduzidos no canal guia
metalico, que estad acoplado a extensdo plastica do transdutor linear
convexo para procedimentos via transvaginal em grandes animais (FIG. 2
e 4, Materiais e Métodos, pp. 34 e 36). Apoés introducdo no canal vaginal,
o transdutor é girado (90°) para a visualizacdo do segmento posterior do
corno uterino direito em secgédo longitudinal. As paredes vaginal e
uterina sado perfuradas pela agulha a qual é visualizada na tela do ultra-
som dentro do lamen uterino. A confirmacdo do posicionamento da

ponta do tubo no lumen uterino é realizada por meio de movimentos de
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vai-e-vem do tubo contra a parede oposta do endométrio (GASTAL et al.,

1998b; FIG. 5, Materiais e Métodos, p. 37).

Gastal et al. (1998b) obtiveram eficiéncia de 96% (24/25) na
injecdo de substancias Utero-cinéticas no lumen uterino. Foi também
verificado que o procedimento de perfuracdo da parede vaginal e uterina
nao resultou em transtorno para o ambiente uterino, visto que ndo houve
alteracdo na contratilidade uterina entre os grupos estudados. Sendo
assim, esses pesquisadores sugeriram que a técnica poderia ser adaptada
para a TE, pois permitiria o0 monitoramento constante, na tela do ultra-

som, da injecédo do fluido com o embrido no limen uterino.

Segundo os autores anteriormente citados, essa técnica pode
apresentar vantagens em relagdo as outras técnicas de TE, devido ao fato
de: 1) ser um procedimento rapido (1-2 min); 2) necessitar de leve
tranqguilizacdo do animal; 3) ser um procedimento pouco invasivo; 4)
nado necessitar de muita manipulagdo do Uutero e de nenhuma
manipulacdo cervical, evitando assim possivel liberacdo de PGF,, e
ocitocina; e 5) ser um procedimento com minimas chances de

contaminacao.

Mais recentemente, foi avaliada in vitro, em genitalias de
abatedouro, a eficiéncia de referida técnica na deposicdo de substancias e
de odcitos no lumen uterino. As taxas de sucesso da injecdo variaram de
75,0 a 89,8%. Mostrou-se também que essa técnica é de rapida

execucao (MILLAN, 2001; GASTAL et al., 2002).
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2.2. Transferéncia de Embrides em Equinos

2.2.1 Introducéao

A TE em eqlinos tem sido uma biotecnologia utilizada em
niveis crescentes nas duas Ultimas décadas em varios paises,
principalmente nos EUA, Brasil e Argentina. Animais com grande
potencial genético, dentre eles, éguas velhas, éguas com pobre histérico
reprodutivo e éguas em competicdo ou treinamento, sdo as maiores
candidatas a esse procedimento, embora haja limitagbes impostas pelas
associacdes de racas ao numero de descendentes nascidos numa mesma

estacdo (SQUIRES et al., 2003).

A ciéncia da reproducdo assistida teve grandes avangos nos
ultimos anos. Técnicas de maturacao in vitro (MIV) e de fertilizagédo in
vitro (FIV) de gametas tém sido realizadas com sucesso nha espécie
bovina, em humanos e em roedores. Infelizmente ndo se tem obtido os
mesmos resultados na espécie equina (PISCOPO, 2000). Além dessas
biotecnologias, a superovulacdo, o congelamento de embrides, a
transferéncia de odcitos, a transferéncia de gametas intra-tubarica (GIFT)
e o0 congelamento de odcitos, também n&o tém sido realizados
comercialmente, em larga escala, nessa espécie (HINRICHS, 1998;
SQUIRES et al., 2003).

Os primeiros relatos sobre TE em equinos datam da década
de 70. OGURI & TSUTSUMI (1972), baseados em resultados positivos
obtidos de TE via transcervical em bovinos, fizeram a primeira tentativa
de TE em equinos utilizando essa via e nao obtiveram sucesso. Em
contrapartida, utilizando o método cirurgico, ALLEN & ROWSON (1972)
obtiveram o0 primeiro resultado positivo de TE em eqlinos.
Posteriormente, OGURI E TSUTSUMI (1974), baseados na técnica de TE
em bovinos por punc¢do da parede vaginal e do corno uterino, utilizando o
aparato de SUGIE (1965), obtiveram o primeiro resultado positivo de TE

eqglina por um método nao-cirargico.
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O aparato de SUGIE (1965) constituiu-se por trés tubos plasticos,
um dentro do outro. O primeiro funciona como um espéculo vaginal, o
segundo leva uma agulha em sua extremidade e o terceiro possui na
extremidade um tubo plastico mais delgado que acondiciona o embridao e
passa pela luz da agulha. A agulha transpassa a parede vaginal (préximo
ao férnix) e a parede uterina. O embrido no terceiro tubo é entao

depositado no lumen uterino.

2.2.2. Métodos Atuais de Transferéncia de Embrides em Eguas

Os embrifes equinos tém sido transferidos, convencionalmente,
por dois métodos: o cirurgico, por incisdo no flanco, e o ndo-cirdrgico via

transcervical (SQUIRES et al., 1985a).

O método nao-cirdrgico, mais préatico, tem sido mais utilizado entre
técnicos e pesquisadores (SQUIRES et al., 1999). Os resultados obtidos
por esse método variam muito, sendo observadas taxas de prenhez entre
26% a 83% (IMEL, 1981; IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1982a,b;
IULIANO et al., 1985; MEIRA et al., 1990; MULLER & CUNAT, 1993;
RIERA & McDOUGH, 1993; FLEURY, 1998; SQUIRES et al., 2003).
Diversos fatores tém sido sugeridos estarem relacionados com as
variacdes nas taxas de prenhez obtidas por meio da técnica nao-cirdrgica

de TE, tais como:

1) local de deposicdo do embrido;

2) danos sofridos pelo embrido durante a transferéncia;

3) possivel expulsdo do embrido do Utero;

4) possivel introducdo de contaminantes dentro do Utero;

5) manipulacdo excessiva da genitalia durante a introducdo do
inovulador ou da pipeta contendo o embrido (HURTGEN &
GRANJAM, 1979; IULIANO et al., 1985; LAGNEAUX & PALMER,
1989).
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A TE pela técnica cirdrgica, com incisdo no flanco, tem originado
taxas de prenhez mais homogéneas variando entre 65 a 80% (IMEL,
1981; IMEL et al., 1981; IULIANO et al., 1985; CARNEY et. al., 1991;
MULLER & CUNAT, 1993; SQUIRES et al., 1982a,b; SQUIRES & SEIDEL,
1995; SQUIRES et al., 1999; CARNEVALE et al., 2000).

Estudos em éguas que compararam o0s dois métodos de
transferéncia mostraram maiores taxas de prenhez apés transferéncia
cirargica que a ndo-cirargica (IMEL, 1981; SQUIRES et al., 1982b;
IULIANO et al., 1985). Recentemente, CARNEVALE et al. (2000)
compararam os dois métodos de TE (ndo-cirdrgica e cirurgica) e
obtiveram taxas de prenhez aos 12 dias de 47,4% (37/78) e 68,3%
(381/558), e aos 50 dias de 39,7% (31/78) e 57,9% (323/558),
respectivamente. No entanto, esses autores salientaram que o0s
resultados superiores obtidos pela TE cirdrgica provavelmente tenham
sido devido a melhor qualidade dos embribes utilizados (grau de
qualidade 1,4 + 0,0, TE cirdargica vs 1,9 = 0,1 TE transcervical; P <

0,05).

O procedimento cirurgico é considerado por alguns técnicos como
simples e de rotina e apresenta até o momento bons resultados e mais
homogéneos. No entanto, trata-se de uma intervencdo de carater
invasivo demandando pessoal altamente qualificado, tempo,
equipamentos especiais e medicamentos (inclusive no pés-operatério), o
que onera seu custo e torna sua aplicagdo questionavel em termos

praticos.

MULLER & CUNAT (1993), seguindo o principio da técnica
desenvolvida por SUGIE (1965) em bovinos e aplicada em eqlinos
(OGURI & TSUTSUMI, 1974), desenvolveram uma outra técnica
alternativa transvaginal de injecao intra-uterina para TE em éguas. Por
esta técnica o embrido era depositado dentro de um tubo de teflon (1,0 x
0,7 mm de diametro e 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 “as cegas” com o auxilio de palpacéao retal e
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de um tubo (espéculo) vaginal. A taxa de prenhez foi abaixo do
esperado, aproximadamente 38% (3/8), sendo a confirmacdo da
penetracdo da agulha e do tubo com o embrido no limen uterino o fator

limitante nas injecdes.

2.2.3. Sincronizacao do Estro

O grau de sincronia entre doadoras e receptoras € muito
importante em programas de TE em eqlinos. Normalmente sao
selecionadas receptoras com sincronia entre -1 (ovulacdo um dia antes
da doadora) a +3 (ovulacédo trés dias ap0s a doadora) ndo sendo as
taxas de prenhez entre elas diferentes neste intervalo (DOUGLAS, 1982;
IMEL, 1981; IMEL et al., 1981; IULIANO, 1983; IULIANO et al., 1985;
SQUIRES et al., 1982a, 1985a).

Adicionalmente, JACOB et al. (2002) concluiram recentemente, em
estudo realizado com grande numero de animais (n=384), que o grau de
sincronia pode ser usado com maior flexibilidade em transferéncias
transcervicais, podendo ser utilizadas receptoras com sincronia -1 a +5

sem interferéncias significativas nas taxas de prenhez.

A administracdo de PGF,; € o0 método mais utilizado para a
sincronizacdo do estro, sendo dependente da presenca e da
funcionalidade do corpo lateo. Eguas sem corpo IGteo ou que estejam
ovuladas a menos de cinco dias ndo sdo candidatas a esse tratamento.
Recomendam-se duas receptoras para cada doadora, sendo elas
sincronizadas um a dois dias apds a administracdao de PGF,; na doadora

(SQUIRES et al., 1985a; BERGFELT, 2000).

Outra forma de sincronizacdo de estros é o uso de progestagenos.
Estes horménios sdo administrados por um periodo de 10 a 15 dias.
Quando sao removidos, o estro é exibido. O uso de PGF,; permite a

diminuicdo do tempo de tratamento de 15 para em torno de 8 dias.
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Retirando o progestageno e aplicando-se PGF,;, normalmente a égua

exibira o estro dentro de 3 dias (BRISTOL, 1993; BERGFELT, 2000).

VENDRAMINI (1997), em estudo de sincronizagdo de estro em
jumentas francesas “Baudet du Poitou”, obteve 70% das ovulac¢des dos
animais estudados entre os dias 6 a 10 apdés os tratamentos. Foram
utilizados dois tratamentos. No tratamento misto utilizou-se a
combinacdo de progestageno por 8 dias com uma aplicacdo de
prostaglandina, onde 65% dos animais ovularam entre os dias 7 e 10
poés-tratamento. No tratamento homogéneo utilizou-se duas aplicacdes
de prostaglandina com intervalo de 15 dias, onde 76,5% dos animais

ovularam entre os dias 6 e 10 pds-tratamento.

Com a selegado de duas receptoras por doadora pode ser necessaria
a estimulacdo da ovulacdo com a utilizacdo de hCG. A administracdo de
2000 a 2500 Ul de hCG no estro, ap6s deteccdo de um foliculo de 35
mm, induz a ovulacdo dentro de 24 a 48h pds-administracdo (SQUIRES
et al., 1985a; PALMER, 1993).

2.2.4. Recuperacao Embrionaria

Véarios fatores podem interferir na taxa de recuperacdo
embrionaria, como: 1) o dia da coleta; 2) o efeito do operador no
lavado uterino, no rasteamento e na manipulacdo do embrido; 3) a
idade da doadora; 4) efeito do garanhdo ou dos tratamentos efetuados

ao sémen, entre outros (SQUIRES et al., 1985a,b).

O dia mais precoce para se efetuar o lavado é aquele em que o
embrido ja se encontra no Utero. A maioria dos embrides passa da tuba
uterina para o utero, em média, no Dia 5,5 (Dia O = ovulagdo). Contudo,
tentativas de lavado antes e no Dia 6 resultam em baixas taxas de
recuperacdo quando comparado aos Dias 7, 8 e 9 (TAB. 1). Nos Dias 8
ou 9 os embrides tém de 1 a 2 mm de didmetro, sdo mais frageis e

podem ser visualizados macroscopicamente. Dessa forma, para se
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recuperar embrides ndo muito pequenos ou ndo muito grandes, tém sido
preconizados os Dias 7 e 8 como preferenciais para a coleta e TE em
equinos (AGUILAR & WOODS, 1997).

Tabela 1. Efeito do dia da coleta sobre as taxas de recuperacéo
embrionaria em coletas efetuadas entre os Dias 6 e 9 (Dia 0 =

ovulacéo).
Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
. n n n n
Referéncia P (%) (%) (%) (%)
Castleberry et al. 3/13 15/22 4/8
(1980) P<0,05 (23) (68) (50) -
Bowen et al. 12/23 25/31
(1985) P<0,05 (52) - (81) -
luliano et al. P<0 1 21/32 68/90 50/61 _
(1985) ’ (66) (76) (82)
Wade & Gallagher 26/45 31/47
(1989) P>0,05 - (58) (66) -
Squires et al. P<0.05 86/137 73/96 218/293 43/53
(1990) ’ (63) (76) (74) (81)
Meira et al. 70/127 23/41
(1993) P>0,05 (55) (56) - -
Ly 192/332 205/294 328/440 43/53
Médias

(58) (70) (75) (81)
(Adaptado de AGUILAR & WOODS, 1997).

Outro fator limitante para se escolher o dia do lavado € o tamanho
do embrido e sua adaptacao a biotécnica que se propde utilizar. Quando
0 interesse é congelar embrides, o ideal sdo embrides menores,

preferencialmente coletados no Dia 6 (SQUIRES et al., 1985a,b).

Em levantamento de dados de trés estacdes reprodutivas em

programa comercial de TE, CARNEVALE et al. (2000) mostraram que nao
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h& diferenca de taxa de prenhez no Dia 12 quando transferidos embrides
variando de 100 a 2000 pm. No entanto, a taxa de prenhez foi inferior
quando transferéncias de moérulas foram comparadas a estagios mais
avancados de desenvolvimento. Esses resultados confirmam os dados
encontrados por IULIANO (1983) e IULIANO et al. (1985).

Para efetuar o lavado uterino, utiliza-se o método nao-cirdrgico,
descrito primeiramente em eqiinos por OGURI & TSUTSUMI (1972) que
utilizaram um cateter de trés vias. Esses autores efetuavam o lavado no
corno ipsilateral & ovulacdo inflando o baldo do cateter na base desse
corno. Atualmente, o baldo ¢é inflado no corpo do utero com
aproximadamente 60 mL de ar lavando-se o0s dois cornos
simultaneamente (IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1984; ver FIG. 1,
Materiais e Métodos, p. 31).

A solucdo mais utilizada para esse procedimento (VOGELSANG et
al., 1979; |IMEL, 1981; IMEL et al., 1981; SQUIRES et al., 1982a;
MEIRA, 1990; SQUIRES & SEIDEL, 1995) é a solucdo salina fosfatada
tamponada de Dulbecco & Vogt modificada por WHITTINGHAN, 1971
(DPBS - contendo glicose, piruvato e 1% de soro fetal bovino).
ALVARENGA et al. (1992) compararam as solu¢des DPBS e Ringer Lactato
para lavado uterino. Esses ultimos autores obtiveram taxas de prenhez
de 57% (8/14) e de 64% (14/22) de embrides coletados respectivamente
pelos meios citados e, lavados e transferidos em meio DPBS + 10% de
soro fetal bovino. Outra opcdo para o lavado uterino tem sido a
utilizagdo de solugbes com base tampdo zwitterionic que tém
demonstrado resultados positivos, principalmente de manutencdo de
embrides in vitro, superiores ao DPBS modificado quando utilizado em
embrides bovinos (BARROS & BENYEI, 2000). Adicionalmente, recentes
estudos demonstraram que os tampdes zwitterionic podem ser utilizados
satisfatoriamente na estocagem de embrides equinos a 5°C (McCUE et
al., 2000; MOUSSA et al., 2002).

Pelo método ndo-cirlurgico de lavado uterino normalmente sao

utilizados de dois a trés litros de solucédo dividida em aliquotas de 500 a
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1000 mL, dependendo do tamanho do Utero da doadora. A sonda ou
cateter é acoplado ao circuito e, esse sistema montado, podera ter o
fluxo de recuperacdo constante, sendo o fluido recuperado em grandes
recipientes, ou ter o fluxo de recuperacéo interrompido com utilizacdo de
pinca e filtro milipore (RIERA & McDONOUGH, 1993; RIERA, 2000). O
volume recuperado representa normalmente de 95 a 98% do volume
infundido (IMEL, 1981; CARVALHO, 2000).

Fatores ambientais estressantes podem interferir nas taxas de
recuperacdo embrionaria. CARVALHO (2000) mostrou que temperaturas
ambientes elevadas no dia da ovulacdo da doadora diminuiram as taxas

de recuperagdo embrionaria dos animais nestas condigdes.

2.2.5. Avaliacdo da Qualidade Embrionéaria

“Uma analise ideal da competéncia do desenvolvimento
embrionario poderia, dentro das espécies, e dentro de um determinado
estadio de desenvolvimento pré-implantacdo, possuir a habilidade de,
objetivamente in vitro, avaliar, identificar e distinguir embrides que sao
intrinsecamente competentes para se desenvolverem in vivo e,

subsequentemente, originar um individuo” (OVERSTROM, 1996).

A probabilidade de estabelecimento de prenhez depois da
transferéncia é altamente dependente da qualidade do embrido (BALL et
al., 1989b; CARNEY et al., 1991; VANDERWALL, 1996) e da higidez do
Utero da receptora (PASCOE et al., 1985).

A avaliacdo morfolégica de rotina € um procedimento rapido, nao-
invasivo e requer equipamentos relativamente simples. A avaliagdo do
embrido em programas de TE é visual, sendo necessario um técnico
treinado para tal procedimento. Este procedimento é subjetivo e
dependente de treinamento (BUTLER & BIGGERS, 1989; VANDERWALL,

1996).
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O critério de classificagdo de embrides equinos (McKINNON &
SQUIRES, 1988a) tem sido adaptado de bovinos e de estudos de
criopreservacdo de embrides equinos (SLADE et al., 1985). Os embrides
sdo classificados em graus de gqualidade variando de grau 1 (excelente) a
grau 5 (morto ou o6cito nao-fertilizado; ver TAB. 3, Materiais e Métodos,
p. 32).

Em geral, embrides de pobre qualidade resultam em baixas taxas
de prenhez e os de boa qualidade em altas taxas. Em transferéncias de
embrides eqlinos, as taxas de prenhez, quando transferidos embrides de
grau 1 ou 2, foram significativamente maiores comparadas as de
embrides de grau 3 ou 4 (McKINNON & SQUIRES, 1988b; CARNEY et al.,
1991; CARNEVALE et al., 2000).

2.2.6. Sub-fertilidade versus Recuperagcdo e Qualidade

Embrionaria

O grau de fertilidade das éguas doadoras de embrides esta
diretamente relacionado com a taxa de recuperacdo e com a qualidade
dos embribes e, o grau de fertilidade das éguas receptoras, com a taxa
de prenhez. Doadoras com fluido uterino, um a dois dias apds o estro,
apresentaram taxa de recuperacdo embrionaria inferiores as doadoras
normais (McKINNON et al., 1987). Infeccdes uterinas tém sido
reportadas como responsaveis por falhas na recuperacdo embrionaria de
éguas sub-férteis (DOUGLAS, 1982; PASCOE et al. 1985). Sugere-se que
o0 processo inflamatério pode produzir substancias embriotéxicas.
PASCOE et al. (1985) demonstraram que patologias endometriais

interferem na recuperacdo embrionaria.

A idade e a higidez uterina e tubaria da doadora podem também
ter efeitos adversos na qualidade do embrido recuperado (BALL et al.,
1989). Tem sido sugerido que a baixa taxa de recuperacdo embrionaria
€ causada por falha da fertilizacdo e/ou falha do transporte do odcito ou

espermatozéide, ou por morte do embrido antes da coleta (SQUIRES et
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al., 1985b). No entanto, BALL et al. (1986) sugeriram que a falha de
fertilizacdo pode ndo ser a maior causa de baixas taxas de prenhez em
éguas subférteis, pois ndo encontraram diferenca significativa nas taxas

de fertilizacdo no dia 2 entre éguas férteis e subférteis.

Semelhantes taxas de prenhez foram obtidas quando embrides de
éguas subférteis ou embribes de éguas férteis foram transferidos para
receptoras normais (DOUGLAS, 1982; SQUIRES et al., 1982a). BALL et
al. (1987) transferiram embrides morfologicamente normais para uUteros
de éguas normais e de éguas subférteis, ndo encontrando diferenca nas
taxas de sobrevivéncia embrionéaria entre os dias 12 a 28. Contudo, as
taxas de sobrevivéncia até 50 dias foram menores no grupo de éguas
subférteis. SQUIRES et al. (1982a) foram os primeiros a reportarem a
alta incidéncia (P<0,05) de perda embrionaria (entre os dias 35 e 50) em

éguas subférteis (4/8) quando comparado as éguas férteis (2/15).

BALL et al. (1989b) recuperaram embrides no Dia 4 de tubas
uterinas de éguas normais e subférteis, e transferiram para o Utero de
éguas normais. Tiveram menor taxa de prenhez com os embrides das
éguas subférteis. Esses pesquisadores suspeitaram que os embrides das
éguas subférteis possuissem algum defeito intrinseco ou que 0s mesmos
podiam ter sofrido danos durante seu desenvolvimento dentro da tuba
uterina até o Dia 4. GRONDAHL et al. (1993), reportaram que a ativacao
do genoma embrionario ocorre no quarto ciclo celular, entre os Dias 2 e 4
depois da ovulacdo. Sendo assim, pode-se especular que os odcitos de
éguas subférteis podem ser fertilizados, mas sua capacidade de
desenvolvimento podera estar comprometida, o que sera evidenciado

quando seu genoma for ativado.

A transferéncia intra-tubéaria de gametas (GIFT) tem sido usada
para estudar a baixa fertilidade em éguas velhas. Oobcitos de éguas
péneis jovens e velhas foram transferidos por GIFT para receptoras
jovens. Detectou-se a presenca de vesicula embrionaria em 92% dos
olcitos de éguas jovens e em 31% dos od6citos de éguas velhas

(P<0,001; CARNEVALE & GINTHER, 1995). Esses resultados indicam
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que o6citos defeituosos ocorrem mais em éguas velhas subférteis

independentemente dos efeitos da tuba e de patologias uterinas.

2.2.7. Selecdo da Receptora

O sucesso de um programa de TE é muito dependente da
qualidade das receptoras. O histdrico reprodutivo, o exame de rotina do
trato reprodutivo e, se possivel, citologia, cultura e bidpsia uterina sao
parametros importantes para se escolher as melhores receptoras. Além
disso, o estado corporal e as caracteristicas fenotipicas também deveréo
ser considerados (SQUIRES et al., 1985a; SQUIRES et al., 1999;
CARVALHO, 2000; RIERA, 2000).

Em estudo realizado com grande numero de animais (638 TE),
CARNEVALE et al. (2000) avaliaram receptoras em programa comercial
de TE por meio de palpacdo e ultra-sonografia transretal. O tdnus
uterino e cervical, a morfologia do corpo luteo (CL) e a presenca de
edema, cistos, fluido ou ar no utero foram avaliados. As receptoras
foram classificadas como: 1) aceitaveis — CL bem definido, ténus uterino
e cervical variando de bom a excelente, e nenhuma outra alteragcdo no
Utero; e 2) marginalmente aceitaveis — imagem pobre do CL ou pouco
tonicidade uterina ou cervical. Os autores comprovaram, baseados nas
taxas de prenhez, que as receptoras classificadas como aceitaveis foram
estatisticamente superiores aquelas classificadas como marginalmente

aceitaveis.

2.3. Manipulacgéo Cervical e Liberacdo de Agentes Utero-

cinéticos

Em 1979, HURTGEN & GANJAM postularam que manipulacdes
intra-cervicais ou intra-uterinas em éguas durante a fase luteal do ciclo
estral estimularia direta ou indiretamente a liberacdo de luteoliticos

enddégenos (prostaglandinas) resultando na regressdo do corpo luteo.
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A acdo mecénica ou traumética no trato genital da fémea pode
ativar o processo de reacdo em cascata do acido araquidénico, resultando
na sintese e liberacdo de véarios mediadores inflamatérios (HIGGINS &
LEES, 1984), bem como de substancias uUtero-cinéticas, tais como, PGF;,
(HURTGEN & GANJAM, 1979; BETTERIDGE et al., 1985; PASCOE et al.,
1989; CADARIO et al., 1999; HANDLER et al., 2003) e ocitocina
(NIKOLAKOPOULOS et al., 2000; HANDLER et al., 2003).

A liberacdo de PGF,; ap06s a manipulagdo cervical no processo de
transferéncia nao-cirurgica de embribes tem sido objeto de estudos
(KASK et al., 1995; HANDLER et al., 2000). Entretanto, os resultados
das pesquisas relacionadas ao efeito da manipulacdo uterina na liberacéao
de PGF,; sdo contraditorios. KASK et al. (1995; 1997) obtiveram
concentragdes plasméticas elevadas de PGFM (15-cetodihidro-PGF,;) apos
transferéncia transcervical de embrides. Por outro lado, SIROIS et al.
(1987) e HANDLER et al. (2000) nao encontraram incremento na
concentracdo plasmatica dessa substancia apés transferéncia néao-
cirrgica de embribes em éguas. Contudo, HANDLER et al. (2003),
encontraram pequenas elevagdes das concentracfes plasmaticas de
PGFM apo6s certo grau de dilatacdo cervical. A discordancia dos
resultados destas pesquisas possivelmente estd relacionada a diferenca
dos protocolos experimentais adotados, com relacdo a coleta de sangue
para dosagem de PGFM e aos diferentes graus de estimulo ao trato
genital. Sendo assim, a possibilidade dessa substancia afetar o embri&o
e 0 ambiente uterino ndo pode ser ignorada em éguas submetidas a

transferéncia transcervical (KASK et al., 1997).

Além da liberacdo de PGF,; (HURTGEN & GANJAM, 1979;
BETTERIDGE et al., 1985; PASCOE et al., 1989; CADARIO et al., 1999),
a dilatacao cervical e/ou palpacdo do Utero, em combinacdo com insercao
de objetos através da cérvix (ex: cateteres, pipetas, etc.), tém sido
citados como responsaveis pela liberacdo de outro agente mioativo, a
ocitocina (NIKOLAKOPOULOS et al., 2000; HANDLER et al., 2003). A
cascata luteolitica envolve a ocupacdo dos receptores de ocitocina no

endométrio e subsequente sintese de PGF,; (SHARP, 2000).
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Em experimentos onde a cérvix de éguas prenhes e nao-prenhes
foram estimuladas, observou-se aumento dos niveis plasmaticos de
ocitocina e aumento dos niveis de PGFM somente nas éguas nao-prenhes
(BETTERIDGE et al., 1985; SHARP et al., 1997).

Simulando a TE em eqlinos, KASK et al. (1995; 1997)
observaram alteracdes na concentracdo de PGFM em duas éguas as quais
tinham a cérvix fechada e consequentemente a passagem da pipeta foi

dificultada.

HANDLER et al. (2003) investigaram o efeito da manipulacéo
cervical sobre o ciclo estral e secre¢cbes de progesterona, PGFM e
ocitocina. Um cateter foi introduzido na cérvix e seu baldo foi inflado
com o maximo de 50 mL de solucéo salina. A secrecdo de progesterona
e a duragdo do diestro foram reduzidas. A concentracdo plasmatica de
ocitocina atingiu o pico maximo de liberacdo 30 minutos apdés a
manipulacdo. As concentra¢gdes plasmaticas de PGFM praticamente nao

se alteraram com a manipulacéo.

Baseado no acima exposto, acredita-se que a liberacdo de agentes
Utero-cinéticos e luteoliticos possam colaborar em conjunto para a queda

das taxas de prenhez em programas de TE em equinos.

Vale ressaltar que, em experimento realizado com utilizacdo de
substancias Utero-cinéticas, GASTAL et al. (1998) demonstraram que a
ocitocina é capaz de elevar o tbnus uterino sem interferir na
contratilidade em éguas em anestro. Esses autores também
demonstraram a capacidade da PGF,; em elevar a contratilidade uterina

em éguas vazias ciclicas.
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2.4. InteragOes Maternas Embrionarias

2.4.1. Formacgao e Desenvolvimento Precoce do Embrido

A fertilizagdo acontece na juncdo do istimo com a ampola, na tuba
uterina, e requer um o6cito viavel e um espermatozéide capacitado
(McKINNON & SQUIRES, 1988a; VANDERWALL, 1996). Propde-se que a
prostaglandina E, (PGE,), secretada pelos embrides, seja responsavel
pelo transporte do embrido no oviduto de éguas (WEBER et al., 1991a,b;
ROBINSON et al., 1998). O embrido equino esta na fase de moérula
quando entra no utero, por volta do Dia 5,5 a 6,5 depois da ovulacédo
(Dia O = ovulagdo; BETTERIDGE et al., 1982; FREEMAN et al., 1991;
BATTUT et al., 1997). Contudo, o periodo entre a entrada no Utero e a
blastulagdo é muito pequeno, provavelmente menor que oito horas
(SKIDMORE et al., 1989), nao havendo diferenca de diametro entre
embrides na tuba uterina com aqueles que imediatamente entraram no
utero (FREEMAN et al., 1991).

Na maioria dos mamiferos, 0os embrides e o0s o006citos nao
fertilizados entram no utero apoés ovulacdo (HARPER, 1988). Na égua, 0s
embrides sdo seletivamente transportados para o Utero, sendo os o6citos
nao fertilizados geralmente retidos no oviduto por meses depois da
ovulacdo (BETTERIDGE & MITCHELL, 1974; FLOOD et al., 1979).

Nos embrifes eqiinos, a moérula ou o blastocisto jovem esta
envolvido pela zona peldcida. Quando a blastocele comeca a se formar,
uma capsula acelular é depositada entre a camada de blastbmeros e a
zona peludcida (ORIOL et al., 1993). Sugere-se que proteinas uterinas e
proteinas das células trofoblasticas formem a céapsula (BETTERIDGE,
1989). Com o rompimento da zona pellcida, na eclosdo do blastocisto, a
capsula persiste e envolve completamente o embrido até por volta do Dia
21 ou 22 (BETTERIDGE et al., 1982; ORIOL et al., 1993). A capsula
permite que o embrido mantenha sua forma esférica e facilita sua
migracdo pelo uUtero até o dia da fixagdo, Dia 15 ou 16 (GINTHER,

1983a,b). Além disso, é responsavel pelas interacdes de protecéao,
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reconhecimento e adesao entre o embrido e o utero (CHU et al., 1997).
A perda de acido sialico pelas glicoproteinas por volta do Dia 16
possivelmente esteja relacionada com a fixacdo do embrido, sendo que a
falha desse processo pode alterar as propriedades da capsula e afetar a
sobrevivéncia do embrido (ORIOL et al., 1993; CHU et al., 1997).

2.4.2. Dinamica do Embrido no Utero

Com o advento da ultra-sonografia, o fendbmeno normalmente
observado de fixacdo da vesicula embrionaria e manutencao da gestacao
Nno corno uterino oposto a ovulacdo pdéde ser compreendido. Descobriu-
se que ndo era uma simples migracdo da vesicula embrionaria para o
corno oposto e sim, a cessacdo de um periodo de alguns dias de alta
atividade movel da vesicula embrionaria por todo o uUtero da égua
(GINTHER, 1983a; 1983b; 1985).

Depois de entrar no Utero, o embridao é altamente moével até sua
fixacdo. A ultra-sonografia permitiu o monitoramento da mobilidade da
vesicula embrionaria que atinge um maximo no Dia 13 (GINTHER,
1983a; 1993; 1995b; GRIFFIN & GINTHER, 1990). Sabe-se que a
mobilidade da vesicula embrionaria em éguas € de suma importancia
para o processo de reconhecimento materno da gestagdo. A migracdo da
vesicula embrionéaria provoca uma interagcdo com o Utero diminuindo ou
modulando a secrecdo de PGF,; e consegientemente impedindo a

lutedlise (GINTHER, 1985; SHARP, 2000; ALLEN, 2001).

A contratilidade uterina aumenta paralelamente ao aumento da
mobilidade embrionaria. Postulou-se que a presenca da vesicula
embrionaria estimula o dtero provocando aumento da contratilidade
(GRIFFIN & GINTHER, 1993a; GINTHER, 1995a). Em outro
experimento, com utilizagdo de uma falsa vesicula de mesmo diametro
da vesicula embrionaria no Dia 13, demonstrou-se que a mobilidade
desta foi menor. Comprovou-se assim, a existéncia da participacdo de

fatores intrinsecos a vesicula embrionaria estimulando a contratilidade
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uterina, ndo bastando somente sua presenca fisica (GINTHER, 1985;
1995b). O papel da vesicula embrionaria como responséavel pela sua
propria mobilidade estimulando as contragfes uterinas também foi
confirmado por GASTAL (1998).

O dia exato da fixacdo da vesicula embrionaria é definido como o
dia da cessacao de sua mobilidade, sendo verificada por meio de exames
ultra-sonogréficos repetidos, a cada 5 minutos, durante duas horas, e
pela manutencdo dessa fixacdo em exames diarios repetidos (LEITH &
GINTHER, 1984). A fixacdo da vesicula embrionaria em éguas ocorre em
meédia nos Dias 15 ou 16. Postulou-se que esta fixacdo é resultado de
uma confluéncia do aumento do didmetro da vesicula embrionaria e da
diminuicdo da luz uterina na flexura da base dos cornos, sendo esta
diminuicdo associada ao aumento do tdnus uterino nessa fase (GINTHER,
1983b, 1985; GASTAL, 1998).
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3. OBJETIVO E HIPOTESES

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia da técnica ultra-sonografica de injecdo intra-

uterina (11VU) via transvaginal para transferéncia de embrides em éguas.

3.2. Hipoteses

1) A técnica ultra-sonografica de 11U via transvaginal € um método

alternativo viavel para transferéncia de embrides em éguas;

2) A técnica ultra-sonogréafica de IIU via transvaginal possibilita a
obtencdo de taxas de prenhez maiores e mais homogéneas,

quando comparada a técnica de transferéncia nao-cirdrgica

transcervical;

3) A técnica ultra-sonografica de 11U via transvaginal ndo altera as
contracbes e a ecotextura uterina, visualizadas pela ultra-
sonografia, bem como o ténus uterino, quando comparados

com a técnica transcervical e com o grupo controle;
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4)

5)

6)

A técnica ultra-sonogréfica de IlIU via transvaginal ndo afeta a

vida média do corpo luteo;

A técnica ultra-sonogréafica de 11U via transvaginal ndo interfere
na dindmica da vesicula embrionaria — mobilidade e fixacdo —
quando comparada a técnica de transferéncia nao-cirdrgica

transcervical e ao grupo controle;

A técnica ultra-sonografica de IlIU via transvaginal origina
menor liberacdo de prostaglandina F,, uterina e ocitocina,
quando comparada a técnica transcervical. Amostras de
plasma sanguineo foram coletadas, mas as dosagens hormonais
nao serdo apresentadas nesta dissertacdo, sendo esta hipotese
avaliada futuramente com os resultados inseridos em futuras

publicacdes.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os trés experimentos desta dissertacdo foram desenvolvidos no
Setor de Equideocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, entre os meses de outubro a marco, nas estacgdes
reprodutivas de 2001/2002 e 2002/2003.

Experimento 1: Avaliacdo In Vivo da Eficiéncia da Técnica Ultra-

sonogréfica de Injecdo Intra-uterina Via Transvaginal;

Experimento 2: Comparacdo da Eficiéncia da Técnica Ultra-
sonogréafica de Injecdo Intra-uterina com a Técnica Transcervical

Convencional para a Transferéncia de Embrides;

Experimento 3: Comparacdo dos Métodos de TE pelas Técnicas
Ultra-sonografica de 1IU e Transcervical: Estudo da Contratilidade,
Ténus e Ecotextura Uterina, do Corpo Luteo e da Dinamica da Vesicula

Embrionaria.
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4.1. Animais

Foram utilizadas éguas solteiras mesticas da raca Bretdo-Postier
com 3 a 15 anos de idade e peso vivo entre 350 e 600 kg. Todas as
éguas apresentavam bom escore de condi¢cdo corporal e foram mantidas
em regime de pasto ou semiconfinadas, suplementadas com capim
elefante (Pennisetum purpureum) picado, sal mineral ad libitum e

concentrado (protéico e energético).

Eguas com atividade ovariana ciclica foram selecionadas mediante
exame ginecolégico completo por palpacédo e ultra-sonografia transretal
no inicio de cada experimento. Aquelas que apresentaram qualquer
anormalidade uterina ou ovariana foram descartadas. A caracterizacao
de ciclicidade foi baseada na presenca de corpo luteo, pela avaliagcdo do
tbnus e da ecotextura uterina, bem como pela existéncia de foliculos =25
mm em crescimento (GINTHER, 1995b).

4.2. Controle da Ovulacdo e Inseminacdes

As éguas dos Experimentos 2 e 3 foram monitoradas por palpacéo
ou ultra-sonografia transretal para acompanhamento da dinamica
ovariana e detec¢do do dia da ovulacdo (Dia 0). Avaliou-se a presenca
do corpo luteo, o grau de edema (ecotextura), o tbnus e a presenca de
fluido no lamen uterino. Eguas que apresentavam foliculos com diametro
médio <30 mm foram monitoradas a cada 48 h e aquelas com diametro

médio =30 mm foram monitoradas diariamente até o dia da ovulacéao.

As éguas doadoras e receptoras foram escolhidas aleatoriamente
entre os animais com foliculos =30 mm na estacdo reprodutiva
2001/2002. Na estagcao reprodutiva 2002/2003 foram selecionadas 10
éguas doadoras de embrido permanecendo as mesmas até o final do

experimento.
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Na estacdo reprodutiva 2001/2002 as éguas doadoras foram
inseminadas a cada 48 h até a ovulacdo com sémen fresco colhido de
garanhdes com fertilidade conhecida, do Setor de Equideocultura da UFV,
e diluido em meio base de leite em pd desnatado com glicose (Meio
Kenney modificado; VARNER, 1986).

Na estacdo reprodutiva 2002/2003, seguindo a mesma
metodologia de manipulacdo do sémen empregada na estacdo
2001/2002, foram utilizados 2 garanhfes sendo a utilizacdo destes

distribuida entre os tratamentos.

D-Cloprostenol (75 pg — Prolise®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil) e
hCG (2500 Ul — Ovusyn®, Tecnopec, S&o Paulo, Brasil) foram usados com
0 objetivo de promoc¢ao de lutedlise precoce e de inducdo de ovulagéao,

respectivamente.

4.3. Recuperacao Embrionéaria

Os embrifes, nos Experimentos 2 e 3 para todos os tratamentos,
foram recuperados no Dia 7 por melhor se adaptarem aos cateteres
utilizados na técnica de transferéncia de embrides por injecao intra-
uterina (11U) guiada por ultra-sonografia. A TAB. 2 demonstra o
didmetro médio e a variabilidade de tamanho de embrifes equinos entre

os dias 6 a 9 pds-ovulagao.

Tabela 2. Efeito do dia da coleta (Dia O = ovulagdo) no diametro (mm)

do embri&o.
Dia da coleta No. embrides Média Variacéo
6 121 0,208 0,132-0,756
7 144 0,406 0,136-1,460
8 142 1,132 0,120-3,980
9 41 2,220 0,730-4,520

(SQUIRES et al., 1985a).
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As éguas doadoras eram conduzidas ao brete de contencdo e seu
preparo consistia em bandagem e suspensdo da cauda, retirada das fezes
da ampola retal e anti-sepsia da regidao do perineo com agua e sabéao

neutro.

O Uutero das éguas doadoras era lavado com trés aliquotas de
aproximadamente 1 litro de solucdo Ringer lactato de sédio a 37°C
(ALVARENGA et al., 1992), sendo utilizado no méaximo 3 litros de solugéo
por lavado. O utero era cateterizado com uma sonda flexivel com baldo
inflavel na extremidade, tipo Bivona, acoplada a uma conexao em Y com
dois tubos de silicone formando um circuito com duas vias (entrada e
saida). ApOs a sonda ser transpassada pela cérvix via transvaginal, seu
baldo era inflado com 60 mL de ar e ela era entdo tracionada

caudalmente para se ajustar no 6stio cranial da cérvix (FIG. 1).

Na primeira aliquota do lavado, a solucdo de Ringer lactato de
sodio (Sanobiol, Pouso Alegre, MG, Brasil) infundida por gravidade, era
retida no dtero por 3 minutos antes de ser recuperada. Objetivava-se
com esse tempo de espera conseguir uma boa distribuicdo da solucéo
pelo utero, além de estimular as contragbes uterinas que facilitariam a

expulsdo da mesma na recuperacao (HINRICHS et al., 1987).

A solucdo era recuperada por gravidade, sendo esse processo
auxiliado por manipulacdo uterina transretal, passando por um filtro
milipore (75 um, Millipore, Brasil) para coleta de embrides (FIG. 1). Em
torno de 30 a 50 mL da solugdo e o possivel embrido ficavam retidos
neste filtro. O excedente era descartado em recipiente com graduacado
de volume para conhecimento e controle dos possiveis déficits de
recuperacdo. ApoOs a infusdo das trés aliquotas do lavado, o filtro era

encaminhado ao laboratério de manipulagdo embrionaria.
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Figura 1. Desenhos esquematicos da técnica de lavagem uterina néo-
cirdrgica para recuperagcdo embrionaria. Posicionamento da
sonda Bivona (A) e manipulacdo uterina para recuperacédo do
fluido infundido (B).

No laboratério, o excesso da solucdo de Ringer lactato de sédio do
filtro era descartado e, o menor volume possivel de solucao transferido

para uma placa de Petri riscada para rasteamento embrionario. O filtro
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era lavado com solucdo tampao de lavagem (30 mL; Meio Zwitteronic,
Cultilab, Campinas, Brasil) sendo este conteudo também transferido para
a placa de Petri. Objetivava-se, com esse procedimento, ter certeza que
o embrido néo tinha ficado aderido a pelicula do filtro e ao mesmo tempo

oferecer um meio tamp&o mais apropriado a4 manutencdo do embrido

durante o rasteamento e manipulagao.

Com o auxilio de um microscépio esterioscopico (aumento 40X), o
embrido era rasteado e avaliado, sendo seu grau de qualidade
classificado de 1 a 5 (TAB. 3; McKINNON & SQUIRES, 1988a). Depois
disso, o embrido passava por uma série de 10 lavagens (STRINGFELLOW,
1998) em meio de manutencdo (Meio Zwitteronic + 0,4% BSA, Cultilab,

Campinas, Brasil) e estava entdo pronto para ser envasado e transferido.

Tabela 3. Critério de classificagdo do grau de qualidade de embrides

equinos.
Excelente — embrides ideais, esféricos, com tamanho, cor
Grau 1 i i
e textura das células uniformes
Bom — pequenas imperfeicbes como poucos blastdmeros
Grau 2

extrusos, forma irregular ou separacao do trofoblasto

Razoavel — com problemas ndo muito severos de
Grau 3 blastbmeros extrusos, células degeneradas ou blastocele

colapsada

Pobre — com problemas sérios como blastocele colapsada,
Grau 4 varios blastbmeros extrusos e células degeneradas, mas

com aparéncia viavel da massa embrionaria

Nao fertilizado ou morto — o6cito nao fertilizado ou
Grau 5 "
embrido totalmente degenerado

(Adaptado de McKINNON & SQUIRES 1988a)




Materiais e Métodos 33

4.4. Transferéncia de Embrides (TE)

4.4.1 Geral

Os embribes foram transferidos pela técnica ultra-sonografica de

injecdo intra-uterina ou pela técnica transcervical.

Antes da inovulacdo, foram selecionadas as melhores receptoras
por meio de palpacdo transretal e ultra-sonografia. Estas foram
caracterizadas como aceitaveis se tivessem um corpo liteo com boa
definicdo, baixa ecotextura uterina (pouco edema), boa tonicidade
uterina e cervical, e auséncia de colecdo de fluido ou qualquer outra

patologia (CARNEVALE et al., 2000).

Para todas as transferéncias de embrides, a receptora era
conduzida a um brete de contencdo, sendo a regido perineal preparada
assepticamente como ja descrito para a recuperagdo embrionaria. As
receptoras, em todos 0s experimentos e tratamentos, eram sedadas com
sub-dose de detomidina, 1 mg/animal (Dormosedan®; Pfizer Animal

Health, West Chester, PA).

4.4.2. TE pela Técnica Ultra-sonografica de Injecédo Intra-uterina

(TE por 11U)

Para o procedimento de TE pela técnica ultra-sonografica de
injecdo intra-uterina utilizou-se um aparelho de ultra-sonografia (Aloka
SSD-500, Aloka, Wallingford, CT), equipado com transdutor convexo de
5,0 MHz, acoplado a uma extensdo plastica para procedimentos

transvaginais em grandes animais (FIG. 2).
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Figura 2. Extensao plastica para procedimentos transvaginais, agulha de
16 ga e cateter para anestesia peridural humana (Foto A).
Visualizagcdo aproximada do tubo e agulha dentro do canal
guia metdlico da extensédo plastica (Foto B). llustracdo de
todo equipamento utilizado nas injec¢des (Foto C).

Foram utilizados, para a inovulagdo, cateteres flexiveis de
polietileno com aproximadamente 0,8 mm de didmetro externo, 0,6 mm
de didmetro interno e 100 cm de comprimento (cateter para anestesia
peridural de humanos, PERISAFE® BD, NJ, USA ou PERIFIX® — B.Braun,

Alemanha).
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O embrido era envasado neste cateter em porcfes alternadas de
meio de manutencdo e ar (FIG. 3). A primeira coluna era composta de
solucdo, a segunda de ar, a terceira de solugdo com o embrido no centro,
a quarta de ar e, finalmente, a quinta de solucdo, completando o volume
total de 0,5 mL. O tubo de transferéncia era acoplado a agulha de 16
gauge com 55 cm de comprimento e esta, ao guia metalico na extensao

plastica do transdutor.

Embriao

O . () Cateer
T T T

Meio Meio Meio
Ar Ar

Figura 3. Desenho esquematico da disposicdo das colunas de ar,
meio de manutencdo e do embrido no processo de
envasamento.

O transdutor convexo, ja preparado assepticamente com a
extensdo para procedimentos transvaginais, era devidamente protegido
por camisa sanitaria (preservativo humano Blowtex®, Sdo Paulo, Brasil) e
por luva plastica descartavel estéril aberta na extremidade, sendo entao

levado a sala de TE junto a receptora.

O aparato de procedimentos transvaginais (transdutor, extensao,
agulha e cateter), devidamente preparado e conectado ao console do

aparelho de ultra-som, era introduzido na vagina da receptora. O corno
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uterino direito era palpado via transretal e o0 segmento médio
devidamente tracionado frente a parede parietal da vagina e ao
transdutor, sendo a imagem deste localizada na tela do ultra-som. O
transdutor era girado (90°) para a visualizagdo do corno uterino direito
em secc¢ao longitudinal. As FIG. 4 e 5 mostram, em forma esquematica,
as sequéncias dos procedimentos executados durante a técnica ultra-
sonografica de injecdo intra-uterina (GASTAL, 1998; GASTAL et al.,
1998b) que foi adaptada para a TE.
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Figura 4. Desenho esquematico da técnica ultra-sonografica de injecdo
intra-uterina via transvaginal. O transdutor acoplado a
extensdo plastica para procedimentos transvaginais €
introduzido na posicao vertical até atingir o fornix vaginal
(perfil lateral). O alvo é o segmento médio do corno. O
transdutor € girado no fornix vaginal do lado da cérvix antes
da injecao (perfil dorsal). Adaptado de GASTAL et al. (1998b).
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LU. Lamen uterino
PA. Ponta da agulha
PC. Ponta do cateter
C. Cateter

Figura 5. Ultra-sonogramas da sequéncia da injecdo intra-uterina. Corte
transversal (primeiro ultra-sonograma) e cortes longitudinais do
corno uterino.
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4.4.3. TE pela Técnica Transcervical Convencional (TE via TC)

Para as TE transcervicais as receptoras foram preparadas da

mesma forma descrita para a técnica de TE por I1U.

O embrido foi envasado em palheta plastica de 0,25 mL de volume
em porcOes alternadas de solucdo de manutencdo e ar (FIG. 3). A
primeira coluna era composta de solucdo, a segunda de ar, a terceira de
solucdo com o embrido no centro, a quarta de ar e, finalmente, a quinta
de solucdo, completando o volume total da palheta. Este procedimento
minimiza os movimentos do embrido dentro da palheta e assegura a

perfeita expulsdo do embrido para dentro do Utero.

A palheta foi acoplada a uma bainha francesa de TE (Bainha Azul,
IMV, Brasil) juntamente com o aplicador metalico para TE. Todo esse
aparato era protegido por uma camisa sanitaria (IMV, Brasil) estéril para
bainhas de TE.

O aparato montado, com o auxilio da mao protegida por luva
descartavel estéril, era introduzido na vagina da receptora. Localizada a
cérvix, a ponta do aparato era introduzida nesta e a camisa sanitaria
retirada por tracdo. Apds maxima introdugcdo pela cérvix, o embrido era

depositado no corpo uterino.
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4.5. Experimentos

4.5.1. Experimento 1

Avaliacdo In Vivo da Eficiéncia da Técnica Ultra-sonografica de

Injecdo Intra-uterina Via Transvaginal.

4.5.1.1. Objetivo

Determinar a eficiéncia da técnica ultra-sonografica de injecdo
intra-uterina (11U) via transvaginal guiada por ultra-sonografia para

deposicao de fluidos no lumen uterino.

4.5.1.2. Metodologia

Quinze éguas ciclicas foram utilizadas e 33 inje¢cdes foram
realizadas, em 3 sessfes a cada 48h. Utilizou-se o mesmo aparato

descrito para TE pela técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina.

O posicionamento da ponta do tubo de transferéncia dentro do
Ilimen uterino foi feito pela imagem ultra-sonografica e a confirmacgao de
sua localizacdo por meio de movimentos de vai-e-vem deste contra a
parede oposta do endométrio (GASTAL et al., 1998b). Imediatamente

foram injetados 20 mL de solucao estéril de NaCl a 0,9%.

A eficiéncia da técnica foi verificada logo ap0s a injecdo por exame
ultra-sonografico via transretal com transdutor linear de 5 MHz para
identificacdo de uma colecdo intra-uterina da solucdo injetada (imagem

anecodica, no lumen uterino).

O grau de certeza da inser¢cdao da agulha no lumen uterino, no
momento da injecdo, foi estimado com base em escores variando de 1 a
4 (1=25%, 2=50%, 3=75% e 4=100%) e representou a nota do
procedimento. A estimacgdo do escore foi mediante visualizagdo da ponta

da agulha e do tubo de transferéncia de embrides no monitor do ultra-
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som, os quais foram caracterizados pela identificagdo dos pontos
ecogénicos no lumen uterino (FIG. 5), pelos movimentos de vai-e-vem do
tubo contra o endométrio e pela ejecdo (fluxo) da solugdo injetada.
Quando esses parametros foram claramente identificados pelo operador,

a estimativa do grau de certeza recebeu escore maximo.

Também foram registrados o0 numero de perfuragcdes por
procedimento, o tempo gasto para cada injecdo, bem como os resultados

positivos e negativos.

4.5.1.3. Analises Estatisticas

Dados qualitativos foram analisados utilizando-se SAS (SAS

Institute Inc., Cary, NC), por meio de:

1) Teste de Qui-quadrado para avaliacdo da frequéncia das taxas de
prenhez em relagcdo ao niumero de tentativas de 11U;

2) Teste de Wilcoxon para comparacdo pareada, das notas atribuidas
pelo operador nas IlU, com os pontos calculados com base somente
nos parametros de observacao ultra-sonografica;

3) Teste de Mann & Whitney para comparagdo das meédias de tdnus,
ecotextura, pontos e notas entre dois grupos experimentais com
dados ndo pareados, podendo o niumero amostral ser variado entre os
grupos;

4) Teste de Kruskal-Wallis para comparacdo das médias de ténus,
ecotextura, pontos e notas entre mais de dois grupos experimentais
com dados ndo pareados, podendo o numero amostral ser variado

entre os grupos.

Dados quantitativos foram analisados utilizando-se SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC), por meio de:
1) ANOVA para deteccéo de diferencas entre médias do tempo gasto nas

1IU realizadas em uma ou duas tentativas.

Probabilidades de P<0,05 indicaram diferenca significativa.
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4.5.2. Experimento 2

Comparacao da Eficiéncia da Técnica Ultra-sonografica de Injecao
Intra-uterina com a Técnica Transcervical Convencional para a

Transferéncia de Embrides.

4.5.2.1. Objetivo

Comparar a eficiéncia das duas técnicas nao-cirdrgicas para

transferéncia de embrides em equinos.

4.5.2.2. Metodologia

Quarenta e cinco éguas ciclicas, doadoras e receptoras, foram
utilizadas nesse experimento na estacdo reprodutiva de 2001/2002 e
trinta e cinco, doadoras e receptoras, na estacido reprodutiva de
2002/2003.

As éguas doadoras e receptoras foram preparadas e manejadas
conforme metodologia ja descrita. No dia 7 o embrido foi recuperado,
rasteado, classificado, manipulado em lavados seriados e envasado.
Apenas os embrides classificados como excelentes e bons (grau 1 e 2;
McKINNON & SQUIRES, 1988a) foram utilizados nas transferéncias.

Este experimento foi constituido por dois tratamentos: 1) TE pela
técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina (n=39, sendo 23 na
estacao 2001/2002 e 16 na estacao 2002/2003); 2) TE pela técnica
transcervical n&o-cirdrgica convencional (n=38, sendo 23 na estacgao
2001/2002 e 15 na estacao 2002/2003).

O escore atribuido a injecdo foi baseado na observacédo detalhada
de todo o processo de injecdo ultra-sonogréafica, semelhante ao

Experimento 1.
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No dia 15 foram realizados os diagndsticos de gestagdo por meio
de exame ultra-sonografico para observacdo da presenca da vesicula
embrionaria e de seu didametro médio. No caso de diagndéstico negativo
foi efetuado exame ginecolégico detalhado e o animal recebeu uma dose

de droga luteolitica (75 pg de cloprostenol, Prolise®, Tecnopec, Brasil).

4.5.2.3. Analises Estatisticas

Dados qualitativos foram analisados utilizando-se SAS (SAS

Institute Inc., Cary, NC), por meio de:

1) Teste de Qui-quadrado para comparacdo das taxas de prenhez das
duas técnicas de TE e das taxas de recuperacdo embrionéaria entre
estacOes reprodutivas;

2) Teste de Kruskal-Wallis para comparacdo das meédias de tdnus,
ecotextura, pontos e notas entre mais de dois grupos experimentais
com dados nao pareados, podendo o numero amostral ser variado

entre 0os grupos.

Dados quantitativos foram analisados utilizando-se SAS (SAS

Institute Inc., Cary, NC), por meio de:

1) ANOVA para deteccao de diferencas entre as médias do tempo gasto

na recuperacado embrionaria entre estacoes.

Probabilidades de P<0,05 indicaram diferenca significativa.
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4.5.3. Experimento 3

Comparacao dos Métodos de TE pelas Técnicas Ultra-sonogréafica
de I1IU e Transcervical: Estudo da Contratilidade, Tonus e
Ecotextura Uterina, do Corpo Luteo e da Dindmica da Vesicula

Embrionaria.

4.5.3.1. Objetivo

Determinar os efeitos do procedimento da técnica ultra-sonografica
de injecdo intra-uterina e da técnica de transferéncia de embrides via
transcervical na dindmica uterina, com especial atencdo a contratilidade,
tonicidade e ecotextura, desenvolvimento do corpo luteo e dinamica da

vesicula embrionaria.

4.5.3.2. Metodologia

Trinta e cinco éguas ciclicas foram utilizadas nesse experimento na

estacao reprodutiva de 2002/2003.

Este experimento foi constituido de trés grupos: 1) TE pela técnica
ultra-sonografica de injecdo intra-uterina (n = 16); 2) TE n&o-cirdrgica
transcervical (n = 15); e 3) Controle — éguas previamente inseminadas

e avaliadas 7 dias apods a ovulagédo (n = 16).

Os grupos de TE (grupos 1 e 2) foram os mesmos do Experimento
2 (estacdo 2002/2003). Neste experimento um grupo controle foi
incluido e comparagbes de taxa de prenhez, da dindmica uterina, do
corpo luteo e da vesicula embrionaria foram efetuadas entre os trés

grupos.
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O grupo 3 (Controle) foi constituido por éguas doadoras
inseminadas. No Dia 7 néo foi efetuado o lavado para recuperacao
embrionaria e, essas éguas, entraram no experimento seguindo o mesmo
protocolo de coleta de dados realizados nas receptoras de embrifes dos
grupos 1 e 2. O objetivo foi ter um padrao fisiolégico de todos os
parametros analisados sem as manipulacfes efetuadas nas técnicas de
TE.

O preparo dos animais, o0 manejo, as inseminacdes, a coleta, a
avaliacdo dos embrides e as transferéncias pela técnica ultra-sonografica
ou pela técnica transcervical foram realizados como ja& descrito
anteriormente no Experimento 2. Escores de eficiéncia (1-4) foram

atribuidos as TE realizadas nos grupos 2 e 3.

Todos os trés grupos tiveram o mesmo protocolo de coleta de

dados conforme desenho experimental, apresentado na FIG. 7.

No Dia 6, e do Dia 8 (Dia O = ovulacdo e Dia 7 = dia da TE) até o
dia da fixacdo embrionaria, toda receptora passou pelo seguinte

protocolo de coleta de dados:

1) amostra de sangue para analises hormonais: 10 mL de sangue
coletado por puncao da veia jugular, em tubo de vidro tipo vacuntainer
com EDTA a 10% (0,3 mL) e centrifugado por 10 minutos a 500g. O
plasma foi imediatamente transferido para tubos de polietileno e
congelado em freezer a -20°C. Como mencionado anteriormente, as
analises hormonais nao serdo apresentadas nesta dissertacao de
mestrado, sendo elas incluidas posteriormente em futuras publicagbes

originadas deste trabalho;

2) avaliacdo da contratilidade: estimada com base em sistema de
escore (1 = minimo e 4 = maximo) por meio de exame ultra-sonogréfico
durante 1 minuto em secc¢do longitudinal do corpo uterino (CROSS &
GINTHER, 1987; GRIFFIN & GINTHER, 1990);
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3) avaliacdo do tbnus: estimado por meio de compresséo digital
transretal de cada corno uterino e classificados com base em sistema de

escore variando de 1 a 4 (minimo a maximo; HAYES et al., 1985);

4) avaliacdo da ecotextura uterina: feita por ultra-sonografia
(GINTHER, 1995b) e classificada em escores variando de 1 (sem edema)

a 4 (muito edemaciada);

5) mensuragdo do didmetro médio e &area do corpo luteo. O
diametro médio foi calculado pela média das duas maiores medidas
perpendiculares na mesma imagem congelada e a area pelo contorno

desta, sendo calculada pelo aparelho de ultra-som.

No Dia 7 (dia da TE; Tempo O = momento da TE) a coleta de
dados obedeceu ao seguinte protocolo (FIG. 7) com as mesmas
metodologias ja descritas anteriormente:

1) amostras de sangue para analises hormonais: colhidas nos
tempos -1 h, -30 min., -10 min., 0, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120, 180 e
240 min.;

2) avaliacdo da contratilidade: -10, 5, 20, 60, 120 e 240 min.;

3) avaliacdo do ténus: -1 h, -10, 20 e 240 min.;

4) avaliagdo da ecotextura uterina: -10, 20 e 240 min.;

5) mensuracdo do diametro médio, perimetro e area do corpo

lateo e didmetro médio dos trés maiores foliculos por ovario: -1 h;

A pesquisa de deteccao da vesicula embrionaria (VE) foi realizada a

partir do Dia 9, sendo o dia da primeira visualizagdo registrado.

Para determinar o dia exato da fixacdo, a mobilidade das VE foram

acompanhadas diariamente a partir do Dia 12. Quando a vesicula
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embriondaria era encontrada imoével na base de um dos cornos uterinos,
procedia-se o estudo da fixacdo. Este estudo consistia de exames ultra-
sonograficos a cada 5 min. por 2 h. Caso a VE ndo se movimentasse
nesse periodo de exame e se no dia seguinte estivesse no mesmo
segmento uterino, confirmava-se o dia anterior (dia da pesquisa) como o

dia da fixacdo embrionaria.

Também foi realizado, no 13° dia de prenhez, o teste de
mobilidade da VE. Para melhor caracterizacdo da mobilidade da VE o
Utero era dividido em segmentos (FIG. 6) segundo GINTHER (1995b). A
pesquisa consistia de exames ultra-sonogréaficos a cada 5 min. durante 2

h. onde, a cada exame, a localizacdo da VE era anotada.

0
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Figura 6. Divisdo esquematica do Utero em segmentos para
mapeamento. C = corpo; CD = corno direito; CE = corno
esquerdo (Adaptado de GINTHER, 1995b).
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4.5.3.3. Analises Estatisticas

Dados qualitativos foram analisados utilizando-se SAS (SAS

Institute Inc., Cary, NC), por meio de:

1)
2)

3)

Teste de Qui-quadrado para avaliacdo das taxas de prenhez;

Teste de Kruskal-Wallis para comparacdo das médias de tbnus e
ecotextura entre mais de dois grupos experimentais com dados nao
pareados, podendo o numero amostral ser variado entre 0s grupos;
Para determinacdo de efeitos de grupo, de dia ou tempo, e de
interacdo em dados qualitativos sequenciais (contratilidade, tbnus e
ecotextura), foi realizada ordenacdo dos dados (ranqueamento),
sendo estes analisados com um modelo linear considerando efeitos
fixos e ocasionais (efeitos mesclados) e com expressao repetitiva para
confirmacdo da auto-correlacdo entre os dados sequenciais (Proc Rank
e Proc Mixed). Teste de Tukey foi aplicado nos casos em que efeitos
de grupo, de dia ou de tempo e/ou de interagcdo foram encontrados.
Para a localizacdo de diferencas nas médias entre tempos ou entre
dias dentro do mesmo tratamento, foi realizada ordenacdo dos dados
e 0 mesmo modelo linear aplicado anteriormente foi utilizado
juntamente com o teste de Tukey (Proc Rank, Proc Mixed e Teste de
Tukey). Adicionalmente, para localizacdo de diferencas das médias
entre tratamentos no mesmo tempo ou dia, teste de Tukey foi

aplicado ap6s ordenacédo dos dados (Proc Rank e Teste de Tukey).

Dados quantitativos foram analisados utilizando-se SAS (SAS

Institute Inc., Cary, NC), por meio de:

1)

2)

ANOVA para deteccao de diferencas entre médias de diametro e de
deslocamento da VE;

O mesmo modelo linear descrito para dados qualitativos sequenciais
(Proc Rank, Proc Mixed e Teste de Tukey) foi utilizado para avaliagao

de dados sequenciais do didmetro e area do corpo luteo.

Probabilidades P<0,05 indicaram diferenca significativa.




48

Materiais e Métodos

'9j0ju0D @ DL eI JL ‘NIl Jod JL

ap sodnib sou ‘eueuoLIqWS BINJISBA Bp 8 031N 0d100 Op ‘Buldln Sedlweulp Se Sajualajal sopep ap o anbues
ap sesisowe ap selsjod eled seip sO 8 sodwa) SO wWedlpul Seds Sy € ojuswuadx3 op [eluswuadxa oyuasag -/ einbiH

7D op ealy 8 onawelq

ounaIN snUQ L

eULIB)N BINIXS]1003 8 apep!neluo)d

oTe vl €T CISTT OT®e 8 uiw 0%7¢ 08T 0ctT 06 09 o€ Q¢ 4 4G yOTNNS: 0 ulw Q- ulw0g- \Yt- 9
seid eig selq seiq Led odwa ] eid
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
i i (euoltarsaboid “eunousp ‘N49d ap wabesop) anbues ap sensowy
JAepogdexidy

ep opdeleny

<]
(sTe1q) oa

3/ ep spepljiqoiN

ap esinbsad




Resultados e Discussdo 49

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento 1

Avaliacao da Eficiéncia da Técnica Ultra-sonografica de Injecao

Intra-uterina (11U) Via Transvaginal em Equinos

5.1.1. Pré-experimento

Este pré-experimento foi realizado com a finalidade de definir o
volume ideal de fluido injetado no Utero para se obter total certeza da
visualizacdo do mesmo, poés-injecdo, por ultra-sonografia transretal com
transdutor linear de 5 MHz. A colecdo de fluido, quando visualizada,
forma uma saculacdo em determinada porcdo do utero, ou filetes
espalhados pelo lumen uterino, caracterizando o resultado positivo da
injecdo (GASTAL et al., 1998). Realizou-se um total de 20 injec¢des intra-
uterinas (11U) com volumes de 1, 5, 10 e 20 mL (5 inje¢cdes/volume) de

solucéo salina a 0,9% (TAB. 4).

Com injecbes de 1 mL, nao foi possivel observar a presenca de
fluido intra-luminal com o transdutor transretal de 5 MHz apés retirada
do transdutor transvaginal. No entanto, GASTAL (1998) e MILLAN
(2001), respectivamente in vivo e in vitro, conseguiram observar a
presenca de pequena saculacdo de fluido no limen uterino apdés injecdes

com volume de 1 mL, utilizando avaliacdo ultra-sonografica com o
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proprio transdutor transvaginal imediatamente apds as injecdes. Sendo
assim, acredita-se que, no caso deste pré-experimento, embora as
injecbes com 1 mL possam ter sido eficientes, o volume muito pequeno
de fluido injetado difundiu-se pelo lumen uterino dificultando a posterior
avaliacdo e obtencdo da imagem ultra-sonografica com o transdutor

linear de 5 MHz via transretal.

Tabela 4. Resultados obtidos ap6s injecdes intra-uterinas de diferentes
volumes de solucédo salina a 0,9% (pré-experimento).

mL Resultado
1 N&ao visualizacao de liquido no liumen uterino
5 Dificil visualizacédo
10 Visualizacéo deficiente
20 Volume ideal para boa visualizacdo

As injecbes de 5 e 10 mL permitiram certo grau de visualizacdo do
fluido intra-luminal, embora deficiente. Melhor imagem foi observada
esporadicamente com injecfes de 10 mL. O fluido injetado, semelhante
ao gue aconteceu com as inje¢cbes de 1 mL, provavelmente espalhou-se
pelo lumen uterino dificultando a observacdo ultra-sonografica. A
possibilidade de boa imagem do fluido intra-uterino ser observada
aumentou gradativamente com o aumento do volume injetado. A
eficiéncia do escaneamento e as caracteristicas individuais de cada
animal estudado, principalmente tamanho e conformacdo do Utero,

também colaboraram para visualizacdo ou nao do fluido uterino.

Nas inje¢cdes com volumes de 20 mL, observou-se com facilidade a
colecdo de fluido intra-uterino, formando sacula¢cfes, concentradas em
determinada porcdo uterina, ou filetes intra-luminais. @Mesmo com
variagdes individuais, o volume de 20 mL permitiu boa observagdo do

fluido garantindo os diagndsticos de eficiéncia, ou seja, identificacdo dos
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resultados positivos e negativos do procedimento. Sendo assim, optou-
se pelo volume de 20 mL de solucdo salina a 0,9% para realizacdo do

Experimento 1.

5.1.2. Eficiéncia da técnica ultra-sonografica de 11U

(Experimento 1)

O resultado de eficiéncia da técnica ultra-sonografica de injecédo

intra-uterina (11U) para deposicédo de fluidos € mostrado abaixo (TAB. 5).

Tabela 5. Eficiéncia da técnica ultra-sonografica de injecdo intra-
uterina via transvaginal (injecbes de 20 mL de solucédo
NaCL 0,9%o).

Resultados Sucessos Insucessos Total
NUumero

de 32 1 33
Injecdes

% 97 3 100

O tempo médio de cada injecdo — intervalo entre insercdo do

aparato de IlIU na vagina e finalizacdo da mesma — foi de 48 segundos.
Esses dados confirmam os achados em trabalhos realizados in vitro para
a deposicao intra-uterina de substancias e de odcitos (MILLAN, 2001;
GASTAL et al., 2002) e in vivo para deposicdo de substancias utero-
cinéticas (GASTAL, 1998). Demonstra-se, assim, que a técnica é

eficiente, rapida e tem alta repetibilidade.

Os experimentos de transferéncia de embrides eqliinos pela técnica
ultra-sonografica de 11U, que serdao comentados detalhadamente adiante,
também comprovam a eficiéncia desta técnica. A eficiéncia da técnica

ultra-sonogréafica de 11U, obtidos neste experimento de injecdo de solucéo
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salina (97%, 32/33) sugerem ser superiores as taxas de prenhez no dia
15 das TE realizadas por esta técnica (77%, 30/39). Vale ressaltar que
véarios fatores podem colaborar para resultados negativos de prenhez,
mesmo sendo a injecdo e a deposicdo do embrido no lumen uterino
eficientes, justificando assim o resultado inferior das TE realizadas por
IIU quando comparado a simples deposicdo de fluido no lumen uterino
como no Experimento 1. Além disso, a avaliacdo da eficiéncia da técnica
para injecdo de fluidos (Experimento 1) foi realizada, via transretal,
imediatamente apd6s o procedimento de injecdo e fatores que podem

interferir nos resultados de prenhez estdo ausentes neste caso.

5.1.3. Parametros ultra-sonograficos

Durante as IlIU, parametros de observagOes ultra-sonogréaficas
como: visualizacdo da ponta da agulha, da ponta do cateter, dos
movimentos de vai-e-vem do cateter e da ejecdo do fluido foram
avaliados (TAB. 15, Apéndice p.120).

No final de cada injecdo uma nota foi atribuida pelo operador a
qualidade do procedimento. Essa nota, embora subjetiva, foi baseada
em todos os parametros ultra-sonograficos observados, dificuldades
impostas pelo animal e possiveis problemas com o equipamento durante
a IlU, ou seja, foi uma avaliacdo completa de todas as dificuldades e
facilidades observadas e sentidas pelo operador (TAB. 15, Apéndice p.

120).

Posteriormente, na analise dos dados, baseando-se somente nas
anotacgdes das observacdes dos parametros — visualizacdo da agulha e do
cateter no momento da IlU, do movimento de vai-e-vem do cateter no
limen uterino e da ejecado do fluido - foram atribuidos pontos a cada 11U
(TAB. 15, Apéndice p. 120). Foram dados os escores O (observacéo
negativa), 0,5 (dificil observacdo) e 1 (observacdo positiva) para a
qualidade das observacbes dos parametros ultra-sonograficos, sendo

estes usados para o célculo das pontuacfes individuais da I1U.
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As notas e os pontos, baseados em observacdes qualitativas ja
descritas, foram comparados e analisados (TAB. 6). Foi encontrada
correspondéncia entre as notas atribuidas pelo operador imediatamente
apos as inje¢cdbes com os pontos calculados com base somente nas
observagbes dos parametros citados anteriormente (P>0,05).
Comprova-se assim, conforme sugerido in vitro por MILLAN (2001), que
a observacdo de boas imagens dos parametros ultra-sonogréaficos € o

fator determinante do sucesso do procedimento de I1U.

Tabela 6. Comparacédo entre a avaliacao global das IlU (notas atribuidas
pelo operador no momento da IlU), com os pontos calculados
posteriormente com base nas anotacdes das observacdes
ultra-sonogréficas.

Variavel n Média + EPM
Pontos 33 3,72 + 0,07
Nota 33 3,81 + 0,05

P>0,05 (Teste de Wilcoxon)

Os parametros ultra-sonogréaficos tiveram a frequéncia de
ocorréncia mostrada na TAB. 7. Observa-se uma maior variagdo para o
parametro ejecdo de fluido. Na prética, esse parametro é decisivo para a
avaliacao final global do procedimento. Este parametro € o que mais
confiabilidade transmite ao operador sobre a eficiéncia da IlU, embora
possam existir resultados positivos de 1lU com observac¢fdes negativas da
ejecdo, sendo o contrario também verdadeiro (TAB. 15, Apéndice p.
120). Adicionalmente, é importante considerar que a observacdo do
parametro ultra-sonografico de movimento de vai-e-vem do cateter
contra a parede oposta do endométrio é um pré-requisito para a
efetivagdo da injecéo. Esta observagdo fornece confiabilidade ao
operador de que o cateter se encontra no limen uterino. As IIU néo

foram realizadas na auséncia desta observacao ultra-sonografica.
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Tabela 7. FreqUéncia de ocorréncia do grau de qualidade de cada
observacéao ultra-sonogréafica do procedimento de 11U.

Observacéao
+ +- -
Ponta da agulha 33 0 0
Ponta do Cateter 29 3 1
Mov. Cateter 31 2 0
Ejecéo 23 9 1

O numero de tentativas (perfuracdes) para a realizacdo da 11U foi
avaliado (TAB. 8). Na&o houve diferenca (P>0,05) nos resultados de
eficiéncia entre as inje¢cdes que necessitaram de uma ou duas
perfuracdes. Nova tentativa de injecdo foi realizada sempre que o0s
parametros ultra-sonograficos ndo foram totalmente observados na
primeira tentativa. Essa analise demonstra que mesmo nos casos onde a
11U foi de dificil realizagdo, necessitando de nova tentativa (perfuracédo),
a boa observacdo dos pardmetros, na segunda tentativa, assegurou a

eficiéncia da I1U.

Adicionalmente, comparando-se os valores médios do tbnus e da
ecotextura uterina, do tempo médio de execugédo da IlU e, dos pontos e
notas entre os procedimentos com uma ou duas tentativas de injecao
(TAB. 9), nado foi observada diferenca (P>0,05) entre as médias destes

parametros.
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Tabela 8. Comparacédo entre resultados de eficiéncia em 11U realizadas
com uma ou duas tentativas (perfuracgoes).

Tentativas Resultado
+ —
1 28 1
2 4 0

P=0,05 (Qui-quadrado)

Tabela 9. Analise dos valores médios (*xEPM) do ténus uterino, da
ecotextura uterina, tempo (segundos), notas e escores entre
0S grupos com uma ou duas tentativas (perfuracfes) na Il1U.

Tentativas n  Ténus'  Ecotextura® Tempo® Pontos® Notas*

1 29 1,9+0,1 3,1+0,1 48,2+1,5 3,7+0,1 3,8%+0,1

2 4 1,9%+0,2 2,8+0,4 46,3+1,3 3,8+0,1 4,0%+0,1

'Nao houve diferenca entre os grupos de tentativas (P>0,05; Teste de
Mann & Whitney)
2 Médias nao diferiram entre si (P>0,05; ANOVA)

As médias dos pardmetros ecotextura uterina, tbnus uterino e
nota, nas diferentes qualidades do parametro ejecdo do fluido séo
mostradas (FIG. 8). Escolheu-se o parametro ejecéo do fluido como base
para as comparacgfes devido a este ter sido o parametro ultra-sonografico
que mais variou dentre os estudados (TAB. 7). O numero experimental

obtido no grupo com resultado negativo ndo permitiu analise estatistica.
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Figura 8. Comparacdo da ecotextura uterina, do ténus uterino e da nota
atribuida pelo operador a IlU entre as diferentes qualidades do
parametro ejecao de fluido.

Pode-se observar que as médias da ecotextura e do ténus
possuem padrao semelhante entre as diferentes qualidades de injecéao,
enquanto a média da nota atribuida pelo operador no final do
procedimento parece sofrer maior variacdo. Demonstra-se assim,
novamente, que o parametro de observacdo ultra-sonografica, ejecao do
fluido, transmite maior seguranca ao operador para a qualificacdo geral

em pontos da I1U.

Semelhante a FIG. 8, a ecotextura uterina foi utilizada como base
para observacdo das médias dos parametros pontos, notas e tébnus na
IIU. Na prética, aparentemente, a ecotextura elevada (escores entre 3 e
4) parece ser responsavel por dificultar o procedimento de 11U devido ao
maior numero de pregas endometriais e a presenca de edema dentro das
mesmas. As médias dos parametros pontos, notas e ténus, nao variaram
(P=0,05) entre as diferentes classes de escore de ecotextura uterina
(FIG. 9). Pode-se concluir, pela andlise das médias das notas, que 0s
diferentes escores de ecotextura uterina ndo interferiram no resultado

final do procedimento.
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Figura 9. Comparacdo da influéncia da ecotextura uterina nas médias
dos parametros pontos, notas e tonus. As médias de todos os
parametros nado diferiram entre si entre as diferentes classes
de ecotextura uterina (P>0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

Semelhante a ecotextura, o ténus uterino baixo (escore abaixo de
1,5) parece ser um dificultador do procedimento de IIU pelo operador.
Na FIG. 10 sdo apresentadas as médias dos pontos, das notas e dos

escores de ecotextura em classes de escores de tbnus uterino.

Nao foram evidenciadas (P>0,05) diferengcas entre os mesmos nas
diferentes classes de tbnus. As notas, constantes nas diferentes classes
de tbnus uterino como ocorrido na analise da ecotextura, demonstram
que, apesar da maior dificuldade percebida pelo operador na pratica, o

tdbnus uterino ndo influencia no resultado final do procedimento de 11U.
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Figura 10. Comparacédo da influéncia do ténus uterino nas médias dos
parametros pontos, nota e ecotextura uterina. As médias
de todos os pardmetros nao diferiram entre si entre as
diferentes classes de tdbnus uterino (P>0,05; Teste de
Kruskal-Wallis).

As FIG. 9 e 10 confirmam que a avaliacdo global do procedimento
de 11U, feita pelo operador imediatamente apos a efetivacdo da mesma, é
mais dependente da boa visualizacdo dos parametros ultra-sonograficos.
Os valores das notas e dos pontos sempre foram elevados, apesar dos
variados escores de tbnus e ecotextura uterina encontrados. O
movimento de vai-e-vem do cateter antes da IlU e a visualizacdo da
ejecao do fluido durante a injecdo sdo os parametros determinantes para

0 bom resultado da I1U.

O diametro médio da saculacdo de fluido foi anotado nos
escaneamentos com a probe linear de 5 MHz apés as IIlU. Embora nédo
seja formada uma saculacdo perfeita, procurou-se congelar a imagem

ultra-sonografica da porcéo uterina onde maior volume de fluido pudesse
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ser visualizado. O diametro médio = EPM da saculacdo de fluido foi de
22,4 + 1,2 mm.

Vale ressaltar também que neste estudo somente foram utilizadas
éguas com auséncia total de fluido uterino. Algumas éguas participaram
nesse experimento somente uma vez (3 éguas), duas vezes a cada 48 h
(9 éguas) ou trés vezes a cada 48 h (4 éguas). Dessas éguas, uma teve
persisténcia de fluido uterino 48 h apds a primeira IlU e duas tiveram
persisténcia de fluido uterino 48h apds a segunda IlU. A possibilidade de
contaminacao uterina nestes casos nao pode ser descartada. Nesse
experimento, o aparato de injecdo ainda n&o era protegido com as
camisas sanitarias, procedimento este descrito na metodologia da IIU e
que foi implantado para as transferéncias de embrides nos Experimentos
2e3.

5.2. Experimento 2

Comparacdo da Técnica Ultra-sonografica de Injecdo Intra-
uterina com a Técnica Transcervical Convencional para

Transferéncia de Embrides em Equinos

5.2.1. Estudo da eficiéncia das técnicas

Trinta e nove TE foram realizadas pela técnica ultra-sonogréfica de
IlU e trinta e oito TE pela técnica transcervical convencional em duas

estacoes reprodutivas (2001/2002 e 2002/2003).

As taxas de prenhez da estacdo 2001/2002, da estagdo 2002/2003
e o resultado geral das duas estacfes sao apresentados na TAB. 10. Nao
foi observada diferenca (P>0,05) nas taxas de prenhez entre as técnicas
nas duas estacbes reprodutivas estudadas e também quando os

resultados destas foram analisados conjuntamente.
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Tabela 10. Taxas de prenhez obtidas pelas técnicas de TE por IlU e via
TC nas estacfes reprodutivas 2001/2002 e 2002/2003.

+ -
Estacéao Técnica % n % n Total

U 78,3 18/23 21,7 5/23

2001/2002* 46
TC 82,6 19/23 17,4 4/23
1Hu 75,0 12/16 25,0 4/16

2002/20032 31
TC 73,3 11/15 26,7 4/15
U 76,9 30/39 23,1 9/39

Geral® 77
TC 78,9 30/38 21,1 8/38

+23(p>0,05; Qui-quadrado)

Esses resultados, independentemente da técnica utilizada, sédo
similares aos maiores valores de taxas de prenhez aos 15 dias citados
para a técnica transcervical (IMEL, 1981; IMEL et al., 1981; SQUIRES et
al., 1982a,b,c; IULIANO et al., 1985; MULLER & CUNAT, 1993; RIERA &
McDOUGH, 1993; FLEURY, 1998; SQUIRES et al., 2003).

A hip6tese de que a técnica ultra-sonografica de IIU para TE
originaria maiores taxas de prenhez que a técnica transcervical nao foi
sustentada. Acredita-se que o treinamento e a habilidade do técnico,
desde o processo de manipulacdo do embrido, selecdo da receptora e
principalmente na execucgao do procedimento da TE transcervical, tenham
sido os fatores responsaveis pelas elevadas taxas de prenhez obtidas nas
estacbes estudadas. Demonstra-se, portanto, que como técnica
alternativa de TE, a IlU guiada por ultra-sonografia pode ser uma
possibilidade viavel para algumas éguas onde a técnica transcervical é de
dificil aplicacdo, assim como em algumas espécies de equideos (ex.
asininos) ou em outras espécies (ex. espécie bovina - novilhas ou vacas

com dificuldade de inovulagdo transcervical). Além disso, adaptacdes
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especificas dessa técnica poderdo colaborar para estudos futuros de

utilizacdo de TE em outras espécies de animais domésticos e silvestres.

As médias do tdnus uterino, ecotextura uterina, pontos e notas, no
dia das TE (Dia 7), foram comparadas (TAB. 11). N&o foi observada
diferenca (P>0,05) entre os grupos estudados para esses parametros.
Esta analise demonstra que, tanto para o0s resultados positivos de
prenhez como para os resultados negativos, em média, as éguas tiveram
semelhantes caracteristicas uterinas (tbnus e ecotextura) no dia da TE,
independentemente da técnica utilizada e do posterior resultado de
prenhez. O grau de dificuldade do operador também foi similar em todas
as TE realizadas pela técnica de IlU, pois ndo houve variacao (P>0,05)

dos parametros notas e pontos entre 0s grupos positivo e negativo.

Tabela 11. Comparacdo dos valores médios (Dia 7) do tbénus e
ecotextura uterina, pontos e notas versus técnicas de TE
subdivididas em resultados de prenhez (estagbes 2001/2002
e 2002/2003).

Técnicas Tonus?! Ecotextura® Pontos® Nota*
+ 1,99 2,23 3,90 3,90
11U
- 1,98 2,26 3,83 3,83
+ 1,89 2,29 - -
TC
- 1,99 2,23 - -

12p>0,05 (Teste de Kruskal & Wallis)
34pP>0,05 (Teste de Mann & Whitney)

5.2.2. Recuperacgdo embrionéaria

As taxas de recuperacdo embrionaria foram diferentes (P<0,05)
entre as estacfBes reprodutivas estudadas. Na estacdo 2001/2002,

obteve-se 78,4% (76/97) de recuperagcdo embrionaria enquanto na
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estacdo 2002/2003, obteve-se 63,0% (46/73). A taxa geral de
recuperacdo embrionaria nas duas estagbes estudadas foi de 71,8%
(122/170; TAB.16; Apéndice p.121). Esses resultados,
independentemente se considerados nas respectivas estacfes ou em
conjunto, sdo semelhantes aos encontrados nos relatos da literatura
(IULIANO, 1985; SQUIRES, et al., 1982a; MEIRA, 1990).

O tempo médio gasto para recuperagdo embrionaria (tempo =
intervalo entre posicionamento correto, lavado e retirada da sonda
Bivona) foi de 20,7 minutos na estacdo 2001/2002 e de 14,9 minutos na
estacdo 2002/2003, diferindo (P<0,001) entre as estacbes. O tempo
médio total foi de 18,4 minutos (TAB. 17; Apéndice p.122). O menor
tempo médio na segunda estacdo reprodutiva (2002/2003),
provavelmente tenha sido devido ao maior treinamento adquirido pelo

operador.

O percentual de fluido recuperado neste experimento foi de 98,0%
(Tabela 18; Apéndice p.122). Esse valor é semelhante aos citados por
outros pesquisadores (97,3% e 92,0%, OGURI & TSUTSUMI, 1972 e
IMEL, 1981, respectivamente). O volume médio de déficit (83,7 mL) da
estacdo 2001/2002 foi maior (P<0,001) que o da estacdo 2002/2003
(31,3 mL). A maior experiéncia do operador pode ter contribuido,
também, para essa diferenca entre estacdes. No entanto, o volume
recuperado variou muito pouco em termos percentuais ao volume
infundido entre as estacdes, ou seja, a diferenca encontrada entre as
médias de déficit representaram muito pouco em relacdo ao volume total
infundido. Vale ressaltar que, apesar de pequenos volumes de déficit
representarem muito pouco em termos percentuais, o maximo de
recuperacdo do meio infundido € muito importante para a manutencdo da
integridade uterina e, por consequéncia, para um programa de TE
eficiente. Os mecanismos uterinos de limpeza podem né&o ser capazes de
eliminar o pequeno déficit da recuperacdo em tempo habil para impedir

um ambiente propicio a multiplicacdo bacteriana.
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5.2.3. Qualidade embrionaria

Cento e vinte e dois (122) embribées foram coletados nas duas
estacOes reprodutivas estudadas. Apenas embrides classificados em
qualidade Grau 1 ou 2 foram transferidos (McKINNON & SQUIRES,
1988a). Cento e um embrides (82,79%) atenderam essa exigéncia. Nao
foi encontrada diferenca (P>0,05) na qualidade dos embrides

recuperados entre as estagdes estudadas (Tabela 19; Apéndice p.123).

5.3. Experimento 3

Comparacdo dos Métodos de Transferéncia de Embrides pelas Técnicas
Ultra-sonogréfica de 11U e Transcervical: Estudo da Contratilidade, Ténus
e Ecotextura Uterina, do Corpo Luteo e da Dinamica da Vesicula

Embrionéaria.

5.3.1. Estudo da Eficiéncia das Técnicas

Como descrito, os resultados de prenhez das técnicas de TE aqui
apresentados correspondem aos resultados da estacdo reprodutiva
2002/2003, utilizados no Experimento 2. No entanto, no presente
experimento, foram efetuadas comparacdes das taxas de prenhez entre
0s grupos de TE com o grupo Controle. Adicionalmente, comparacoes
das dinamicas uterina, do corpo luteo e da vesicula embrionaria foram
realizadas entre os trés grupos. As taxas de prenhez, no Dia 15, entre os
grupos TE por U (75,0%; 12/16), TE via TC (73,3%; 11/15) e Controle
(68,8%; 11/16) nao diferiram (P>0,05) e foram similares as taxas de
prenhez mais elevadas citadas na literatura (IMEL, 1981; IMEL et al.,
1981; SQUIRES et al., 1982a,b; IULIANO et al., 1985; MULLER &
CUNAT, 1993; RIERA & McDOUGH, 1993; FLEURY, 1998; SQUIRES et
al., 2003).
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Visto que ndo se observou diferenca significativa entre a eficiéncia
das duas técnicas de TE testadas, e destas com o grupo controle, as
avaliacdes da dinamica uterina, do corpo llateo e da vesicula embrionaria
poderdo fornecer subsidios fisiolégicos para o uso da técnica de TE por
IIU como uma alternativa a técnica de TE via TC em casos especificos de
TE. Adicionalmente, as dosagens hormonais (PGFM e ocitocina)
previstas, mas ndo abordadas nesta dissertacdo, poderdo colaborar
substancialmente para o entendimento dos efeitos do estimulo da cérvix

e do utero apods a utilizacdo das técnicas de TE por 11U e TE via TC.

5.3.2. Dinamica Uterina

5.3.2.1. Contratilidade Uterina

Na FIG. 11 observa-se a distribuicio média dos escores de
contratilidade nos devidos intervalos de tempo em minutos por grupo,

evidenciando-se efeito de tempo.

Nenhuma diferenca (P>0,05) entre as médias de contratilidade nos
tempos estudados foi encontrada no grupo TE por IIU. No grupo TE via
TC foi localizada diferenca (P<0,0001) entre as médias de todos os
Tempos quando comparados ao Tempo 5. No grupo Controle diferencas
(P<0,0009) entre as médias dos Tempos -10 e 5 e dos Tempos 5 e 60
foram localizadas. Apesar de diferencas terem sido localizadas neste
grupo, diferentemente ao que ocorreu no grupo TE via TC, ndo se
verificou diferenga entre o pico de contratilidade (20 minutos) com outros
tempos de avaliacdo (ex. 5, 120 e 240 minutos), ou seja, esse grupo
apresentou um comportamento homogéneo e constante da contratilidade
nos tempos estudados. Quando as médias de contratilidade uterina
foram comparadas entre grupos de TE dentro dos mesmos tempos,
diferenca (P<0,03) foi encontrada entre os dois grupos nos Tempos 5 e
20. Esses achados sugerem maior efeito estimulatério da técnica de TE

via TC sobre a contratilidade uterina.
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Figura 11. Contratilidade uterina (média = EPM) em diferentes tempos
em minutos (Tempo 0 = tratamento) no Dia 7 nos diferentes
grupos. As linhas pontilhadas com estrela ligam médias
diferentes. Estrelas isoladas na base do grafico representam
a presenca de diferencas entre grupos dentro de cada tempo.
G = efeito de grupo; T = efeito de tempo; GT = interacao;
NS = né&o significativo.

Na FIG. 12 apresenta-se a contratilidade uterina comparada entre
todos os animais com DG (diagnostico de gestacdo) positivo e negativo
independente do grupo. Efeito de tempo foi encontrado sobre a média da

contratilidade uterina.
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Figura 12. Contratilidade uterina (média = EPM) em diferentes tempos
em minutos (Tempo O = tratamento) no Dia 7, nos
subgrupos com DG positivo e DG negativo. As linhas
pontilhadas com estrela ligam médias diferentes. G = efeito
de grupo; T = efeito de tempo; GT = interacdo; NS = néo
significativo.

A contratilidade uterina média nao diferiu (P<0,05) entre os
subgrupos com DG positivo ou DG negativo dentro de cada tempo.
Quando os animais com DG positivo e DG negativo foram analisados
separadamente entre os tempos, foram encontradas diferencas entre
médias de contratilidade no Tempo 5 comparado com todos 0s outros
tempos do grupo de DG positivo (P<0,0001). Mesmo com os desvios
das médias sendo balanceados pela unido dos trés grupos experimentais,
diferencas temporais foram encontradas no grupo com DG positivo. Faz-
se importante salientar que as mesmas diferencas eram esperadas no

grupo com DG negativo. Provavelmente o pequeno numero de animais
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adicionado a grande \variabilidade dos dados deste subgrupo,

contribuiram para obscurecer qualquer diferenca.

Analise por grupos foi realizada dentro dos subgrupos de éguas
com DG positivo (FIG. 13) e DG negativo (FIG. 14). Na FIG. 13 verifica-
se a distribuicdo média da contratilidade uterina nas éguas com DG

positivo nos respectivos tempos de avaliagdo por grupo.

2.0
—e— TE por 11U
—O0— TE via TC
—v— Controle

Escore (1 a 4)
|_\
ol

B

G: P<0,0474
T: P<0,0001
1.0 o GT: NS
-105 20 60 120 240
Minutos

Figura 13. Contratilidade uterina (média = EPM) em diferentes tempos em
minutos (Tempo O = tratamento) no Dia 7, em éguas com DG
positivo nos diferentes grupos. As linhas pontilhadas com
estrela ligam médias diferentes. Estrelas isoladas na base do
grafico representam a presenca de diferencas entre grupos
dentro de cada tempo. G = efeito de grupo; T = efeito de
tempo; GT = interacdo; NS = nao significativo.

A contratilidade uterina média do Tempo 5 no grupo de TE via TC
diferiu (P<0,0001) das médias dos outros tempos estudados. Quando os
grupos foram comparados entre si nos mesmos tempos, diferengcas entre

as médias do grupo TE via TC com o grupo TE por IlU e entre o grupo TE
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via TC com o grupo Controle no Tempo 5 (P<0,0106) foram localizadas.
Adicionalmente, o grupo TE via TC diferiu (P<0,0146) do grupo TE por
1HU no Tempo 20.

Essa analise evidencia o poder estimulatério rapido e transitério da
técnica de TE via TC sobre a contratilidade uterina. Entre os tempos
estudados, no grupo TE via TC, o pico de contratilidade ocorreu 5
minutos ap6s a manipulacdo cervical e esta retornou a valores normais
60 minutos depois. Os grupos TE por IIU e Controle assumiram um
padrdo constante de contratilidade até 240 minutos e se diferenciaram da
técnica de TE via TC quando esta apresentou seus maiores valores de

escore de contratilidade uterina (entre 5 e 20 minutos pds-tratamento).

Acredita-se assim que, em TE via TC, a possivel dificuldade em
transpor a cérvix promova a liberacdo de substéncias utero-cinéticas,
ocorrendo consequentemente aumento da contratilidade uterina pés-
transferéncia (KASK et al., 1995; 1997). Associado a outros fatores,
como excessivo relaxamento cervical e/ou deposicdo do embrido préoximo
ao Ostio cervical, pode ocorrer também expulsdo do embrido do Utero
para a cérvix ou vagina, reduzindo as taxas de prenhez. Adicionalmente,
essa analise demonstrou que o efeito maximo de alteracdo da
contratilidade ocorreu 5 minutos ap6s a manipulacdo cervical e que o
retorno aos valores médios basais ocorreu aproximadamente apods 60
minutos. Esse achado assemelha-se ao padrdo de deteccdo das
concentracdes de PGFM encontrado por KASK et al. (1995; 1997) apoés
TE via TC.

Na FIG. 14 verifica-se a distribuicdo média da contratilidade
uterina nas éguas com DG negativo nos respectivos tempos de avaliacdo
por grupo. Em contradi¢cdo ao achado nos animais com DG positivo e ao
que seria esperado, o grupo de TE via TC com DG negativo nao
apresentou diferencas significativas entre as médias da contratilidade

uterina nos tempos estudados.
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Figura 14. Contratilidade uterina (média = EPM) em diferentes tempos
em minutos (Tempo O = tratamento) no Dia 7 em éguas com
DG negativo nos diferentes grupos. G = efeito de grupo; T =
efeito do tempo; GT = interacdo; NS = néao significativo.

As éguas com DG negativo passaram pelos mesmos procedimentos
do subgrupo com DG positivo. Esperava-se que o subgrupo DG negativo
apresentasse um padrdo de distribuicdo das médias da contratilidade
superior ao subgrupo DG positivo para confirmacao da hipotese de que a
maior contratilidade uterina colaboraria para a expulsdo do embrido do
Utero momentos apo6s as TE. Vale ressaltar que a contratilidade uterina
elevada momentos apés as TE é apenas um entre outros possiveis
fatores que afetam as taxas de prenhez. Acredita-se que o reduzido
nimero de animais estudados juntamente com a variabilidade individual
da contratilidade ndo permitiu a localizagdo de diferencas significativas
entre as médias de contratilidade nos animais com DG negativo. Além
disso, as éguas receptoras de embrido no Dia 7 (grupos TE por IIU e TE
via TC) foram pré-selecionadas para boa condicdo uterina (tbnus e

ecotextura) antes dos tratamentos, enquanto as éguas do grupo controle
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(éguas inseminadas e ovuladas) foram analisadas no Dia 7 sem prévia
selecdo. Este fato por si s6 poderia explicar as médias e variabilidades

elevadas deste grupo quando comparado aos grupos de TE.

Adicionalmente, cada grupo experimental foi analisado
separadamente e as médias de contratilidade uterina dos animais com
DG positivo foram comparadas com as médias dos animais com DG
negativo nos mesmos tempos (graficos ndo apresentados). Somente no
grupo TE TC foi encontrada diferenca entre médias no Tempo 5 entre os

diferentes tipos de DG (P<0,04).

As analises da contratilidade uterina em momentos préximos as TE
(Dia 7), confirmam a hipotese de que a manipulacdo cervical, na TE via
TC, provoca maior interferéncia nos mecanismos de estimulacdo da
contratilidade uterina, sendo esse efeito rapido e passageiro.
Provavelmente esse efeito esteja relacionado a maior liberacdo de
agentes Utero-cinéticos como a ocitocina e a PGF,, (KASK et al., 1995;
1997), fato que podera ser confirmado posteriormente neste
experimento, com as andlises hormonais. Os achados da literatura sobre
quais hormoénios sao liberados e suas acdes pés-manipulacéo cervical sdo
controversos. Além dos dois trabalhos citados acima, HANDLER et al.
(2003) demonstraram que a insercdo de um cateter na cérvix provoca
elevacdo da concentracdo plasmatica de ocitocina, ndo provocando
grandes alteracbes nas concentracfes de PGFM. GASTAL et al. (1998),
utilizando substancias utero-cinéticas, por meio de injecdes intra-
uterinas, demonstraram que a ocitocina aumentou o ténus uterino, mas
ndo afetou a contratilidade e que a PGF,, aumentou a contratilidade

uterina.
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Com base nos resultados das avaliagbes no Dia 7 (Dia da TE)

pode-se inferir que:

1. A TE via transcervical, comparada com a TE por IlIU, provoca
maiores alteracbes na contratilidade uterina. Sendo assim,
provavelmente a manipulacdo exclusivamente cervical tenha
maior efeito sobre as modificacbes nos padrdes normais de

contratilidade uterina;

2. A contratilidade uterina média da técnica de TE por IlIU foi
semelhante ao grupo Controle, ou seja, aproximou-se do
padrao fisiolégico com praticamente nenhum aumento da
contratilidade uterina, apesar do trato genital ter sido

manipulado via retal e via vaginal durante esta ultima.

Na FIG. 15 observa-se a distribuicdo diaria média dos escores de
contratilidade uterina dos grupos TE por IlU, TE via TC e Controle entre
os Dias 6 e 16. Efeito de dia foi encontrado na média da contratilidade
uterina no decorrer do periodo. Quando cada grupo foi avaliado
separadamente, detectou-se diferenca entre as médias diarias de
contratilidade nos grupos TE via TC e Controle (P<0,006 e P<0,002,
respectivamente). Nao foi observada diferenca (P>0,05) entre as médias
dos grupos dentro de cada dia. Apesar de diferencas diarias terem sido
localizadas nos dois grupos citados, estas provavelmente nao

representam variagOes fisiologicas significativas.
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Figura 15. Contratilidade uterina diaria (média = EPM) nos diferentes
grupos. As linhas pontilhadas com estrela ligam médias
diferentes, demonstrando a primeira diferenga significativa
evidenciada. G = efeito de grupo; D = efeito de dia; GD
= interagcdo; NS = n&o significativo.

Na FIG. 16 verifica-se a distribuicao diaria da contratilidade uterina
média entre o0s animais com DG positivo e DG negativo,
independentemente do grupo a que pertenceram. Efeitos de dia e de
interacdo grupo e dia foram encontrados. Quando os animais foram
analisados dentro de cada grupo de DG, foram encontradas diferencas
somente entre as médias diarias no grupo com DG positivo (P<0,0001).
O aumento da contratilidade uterina no grupo de animais com DG
positivo ja era esperado devido a presenca da vesicula embrionaria
(GRIFFIN & GINTHER, 1990). Adicionalmente, esses autores
encontraram diferenca significativa entre a média da contratilidade
uterina de éguas prenhes e nédo prenhes nos Dias 11, 12 e 13, fato que
difere dos achados deste experimento. O pequeno numero de animais

com DG negativo e a grande variabilidade individual da contratilidade




Resultados e Discussdo 73

nestes, podem ter sido os fatores que ndo permitiram a deteccdo desta

diferenca entre os grupos de DG neste experimento.

2.0 . us
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com DG positivo e DG negativo. A linha pontilhada com
estrela liga médias diferentes, demonstrando a primeira
diferenca significativa evidenciada. G = efeito de grupo; D
= efeito de dia; GT = interagdo; NS = n&o significativo.

Figura 16. Contratilidade uterina diaria (média = EPM) nos subgrupos

Nos animais com DG positivo, dos respectivos grupos, evidenciou-
se efeito de dia (FIG. 17) para a contratilidade uterina. Nos trés grupos
estudados foram encontradas diferencas entre as médias diarias da
contratilidade uterina (TE por 1lIU, P<0,013; TE via TC, P<0,0001;
Controle, P<0,0017). Aumento da contratilidade uterina foi observado
entre os Dias 6 e 9 no grupo TE por IIU (P<0,013), entre os Dias 7 e 12
no grupo TE via TC (P<0,0001) e entre os Dias 7 e 11 no grupo Controle
(P<0,0017). N&ao observou-se diferenca significativa (P>0,05) quando as
médias dos grupos foram comparadas entre si no mesmo dia. Essa

analise confirma o efeito da presenca da vesicula embrionéaria sobre a
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contratilidade uterina diaria (Griffin & Ginther, 1990) e demonstra nao
haver diferencas entre as técnicas de TE utilizadas quando comparadas

ao grupo Controle.
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Figura 17. Contratilidade uterina diaria (média = EPM) nas éguas com DG
positivo, nos diferentes grupos. As linhas pontilhadas com
estrela ligam médias diferentes, demonstrando a primeira
diferenca significativa evidenciada. G = efeito de grupo; D =
efeito de dia; GT = interagcdo; NS = nao significativo.

Na FIG. 18 as médias diarias dos animais com DG negativo dentro
de cada grupo sdo apresentadas. Nenhum efeito (grupo, dia e interagao)
foi encontrado. Podem ser visualizadas médias e variabilidades maiores
no grupo Controle quando comparado aos grupos de TE. Semelhante ao
ocorrido na contratilidade no Dia 7 (FIG. 14) a pré-selecao de receptoras

realizada nos grupos de TE pode ter sido a causa desse achado.
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Figura 18. Contratilidade uterina diaria (Média = EPM) nas éguas com
DG negativo, nos diferentes grupos. G = efeito de grupo;
D = efeito de dia; GD = interacdo; NS = nao significativo.

GRIFFIN & GINTHER (1990) encontraram efeito de dia sobre a
contratilidade média em éguas prenhes e também em éguas néo
prenhes. No presente experimento, efeito de dia foi encontrado somente
nas éguas com DG positivo. Vale ressaltar novamente que héa grande
variabilidade dos valores individuais nas médias dos animais com DG
negativo em cada grupo (FIG. 18) e reduzido numero de animais por
grupo. Além disso, os autores citados acima estudaram éguas vazias que
ndo passaram por nenhum procedimento uterino e as compararam com
éguas prenhes. Neste estudo as éguas vazias foram éguas submetidas
ao procedimento de TE ou previamente inseminadas (grupo Controle) e
que nao ficaram prenhes. Fatores relacionados ao embrido, as técnicas e
a receptora podem também ter influenciando o resultado negativo de
prenhez, assim como a contratilidade uterina nesses animais.

5.3.2.2. Tébnus Uterino
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A distribuicdo média dos escores do ténus uterino nos devidos
intervalos de tempo em minutos para cada grupo pode ser observada na
FIG. 19. No estudo do ténus no Dia 7, somente foi encontrado efeito de
interacdo entre grupo e tempo. As médias do tonus uterino ndo diferiram

(P>0,05) entre tempos N0 Mesmo grupo ou entre grupos NOs mMesmos

tempos.
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Figura 19. Ténus uterino (média =+ EPM) em diferentes tempos (minutos)
no Dia 7 nos diferentes grupos. G = efeito de grupo; T =
efeito de tempo; GT = interacdo; NS = nao significativo.

Quando as éguas foram reagrupadas em subgrupos de DG positivo
e DG negativo (FIG. 20), nenhum efeito (P>0,05; grupo, tempo ou

interacdo) foi detectado sobre as médias dos escores de ténus uterino.
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Figura 20. Tonus uterino (média = EPM) em diferentes tempos (minutos)
no Dia 7 nos subgrupos com DG positivo e DG negativo. G =
efeito de grupo; T = efeito de tempo; GT = interacdo; NS =
nao significativo.

Na tentativa de se detectar diferencas entre as médias de tdnus,
0s grupos foram também analisados, subdivididos em DG positivo e DG
negativo (FIG. 21 e 22). Efeitos de grupo, de tempo e de interacdo nao

foram encontrados nos grupos com DG positivo (FIG. 21).
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Figura 21. Toénus uterino (média = EPM) em diferentes tempos (minutos)
no Dia 7 em éguas com DG positivo nos diferentes grupos.
G = efeito de grupo; T = efeito de tempo; GT = interacao;
NS = néo significativo.

Somente efeito de interagdo de grupo e tempo foi encontrado nas
médias do tbnus uterino dos animais com DG negativo separados por
grupos (FIG. 22). Quando as médias do tbnus uterino foram analisadas
entre tempos N0 Mesmo grupo ou entre grupos NOS mMesmos tempos,

nenhuma diferenca foi encontrada (P>0,05).

Os resultados relativos ao ténus uterino no Dia 7, sugerem que
mesmo havendo manipulagdo dos 6rgdos reprodutivos da receptora de
embrido, este estimulo ndo foi capaz de provocar alteracdes significativas
no ténus uterino. Os valores obtidos foram semelhantes as éguas do
grupo Controle, ou seja, se aproximaram do padrao fisiologico,
considerando 10 minutos antes do procedimento até 240 minutos apoés,

independentemente da técnica utilizada para TE.
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Figura 22. Ténus uterino (média =+ EPM) em diferentes tempos (minutos)
no Dia 7 em éguas com DG negativo, nos diferentes grupos.
G = efeito de grupo; T = efeito de tempo; GT = interacao;
NS = néo significativo.

Somente efeito de dia foi encontrado sobre a média dos escores do
tdnus uterino durante os Dias 6 e 16 (FIG. 23) e entre os grupos de TE
por 1IU, TE via TC e Controle. Quando as médias do ténus uterino foram
analisadas entre dias dentro do mesmo grupo, somente no grupo de TE
via TC foi encontrada diferenca (P<0,0068) entre os Dias 6 e 15.
Nenhuma diferenca (P>0,05) foi encontrada entre grupos dentro de cada
dia.
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Figura 23. Toénus uterino diario (média = EPM) nos diferentes grupos. A
linha pontilhada com estrela liga médias diferentes,
demonstrando a primeira diferenca significativa evidenciada.
G = efeito de grupo; D = efeito de dia; GD = interacgao;
NS = néo significativo.

Na FIG. 24 verifica-se a distribuicdo diaria da média do tdnus
uterino entre os animais com DG positivo e DG negativo. Efeitos de
grupo e de interacdo foram encontrados. Foram localizadas diferencas
(P<0,0001) entre as médias diarias de tébnus no grupo com DG positivo,
sendo a primeira diferenca detectada entre os Dias 7 e 12. Quando as
médias de cada dia foram comparadas entre os animais de DG positivo e
DG negativo, nenhuma diferenca significativa foi encontrada até o Dia 12.
Todas as médias diarias de ténus uterino diferiram estatisticamente entre

os dois grupos (P<0,05) dos Dias 13 ao 16.
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Figura 24. Ténus uterino diario (média = EPM) nos subgrupos com DG
positivo e DG negativo. A linha pontilhada com estrela liga
meédias diferentes, demonstrando a primeira diferenca
significativa evidenciada. Estrelas isoladas na base do grafico
representam a presenca de diferengcas entre grupos dentro de
cada tempo. G = efeito de grupo; D = efeito de dia; GT =
interacdo; NS = néo significativo.

Observa-se ainda na FIG. 24 que ocorreu elevacdo do escore do
tébnus uterino a partir do Dia 11 nos animais com DG positivo. Estudos
anteriores demonstraram progressiva elevagdo do tdbnus uterino a partir
desse dia, e associaram esse resultado a futura fixacdo da vesicula
embrionaria (GINTHER, 1985; 1995b). Adicionalmente, observa-se nos
animais com DG negativo decréscimo na média diaria do tbnus uterino, a
partir do Dia 12, provavelmente devido a auséncia da vesicula

embrionaria.

Efeito de dia e interagbes para escores de tbnus uterino em

animais com DG positivo sdo apresentados (FIG. 25). Nos grupos TE via
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TC e Controle foram encontradas diferencas entre o Dia 7 e Dia 12
(P<0,0001) e Dia 7 e Dia 14 (P<0,0002), respectivamente. Embora nao
detectado no grupo de TE por IlU, o aumento significativo diario do tonus
uterino nos animais com DG positivo era esperado devido a presenca da
vesicula embrionaria (GINTHER, 1985; 1995b). Quando as médias do
tbnus uterino foram comparadas entre grupos no mesmo dia néao

observou-se diferenca significativa.
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Figura 25. Ténus uterino diario (média = EPM) em éguas com DG positivo
nos diferentes grupos. As linhas pontilhadas com estrela
ligam médias diferentes, demonstrando a primeira diferenca
significativa evidenciada. G = efeito de grupo; D = efeito de
dia; GD = interagdo; NS = nao significativo.

Nas éguas com DG negativo ndo foram encontrados efeitos

significativos (P>0,05) de grupo, dia ou interacdo (FIG. 26). Queda do
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tbnus uterino ap6s o Dia 12-13 era esperada em animais com DG
negativo que estdo iniciando a fase estrogénica do ciclo estral. No
entanto, o pequeno numero de animais com DG negativo por grupo e a
elevada variabilidade dos resultados desses podem ter contribuido pela
nao deteccao de diferencas entre as médias diarias. Adicionalmente, vale
ressaltar novamente que as éguas do grupo Controle nao foram
selecionadas no Dia 7, o que justificaria escores de ténus uterino mais

elevados apds lutedlise funcional, em casos de possiveis infeccbes

subclinicas.
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Figura 26. Ténus uterino diario (média = EPM) em éguas com DG
negativo nos diferentes grupos. G = efeito de grupo; D =
efeito de dia; GD = interacdo; NS = nao significativo.

Os resultados do estudo do tdonus uterino entre os Dias 6 e 16,
demonstraram que, independente da técnica de TE utilizada, ndo houve
diferenca diaria do tobnus uterino quando comparado ao grupo Controle.

O inicio da elevacdo do tdnus uterino ocorreu a partir do Dia 11 nas
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éguas com DG positivo.

Provavelmente esse efeito esteja relacionado a

presenca da vesicula embrionéaria conforme sugerido anteriormente.

5.3.2.3. Ecotextura Uterina

Na FIG. 27 observa-se a distribuicdo média dos escores da

ecotextura uterina nos devidos intervalos de tempo em minutos em cada

grupo no Dia 7.

Nao foram encontrados efeitos de grupo, tempo ou

interacdo entre grupos e tempos.
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Figura 27. Ecotextura uterina (média = EPM) em diferentes tempos

efeito de
NS = nao

(minutos) no Dia 7 nos diferentes grupos. G =
grupo; T = efeito de tempo; GT = interacao;
significativo.

Quando as éguas de cada grupo foram subdivididas em dois

subgrupos de DG positivo e DG negativo (FIG. 28), efeito de grupo, de
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tempo ou de interacdo nao foram encontrados. Semelhantemente, em
éguas com DG positivo (FIG. 29) e DG negativo (FIG. 30), efeitos de
grupo, tempo ou interagcdo ndo foram encontrados. Nenhuma relagao
entre a ecotextura uterina no Dia 7 em momentos proximos a realizacéo
dos procedimentos de TE com os futuros resultados de prenhez foi
encontrada, possivelmente devido as avaliacfes terem sido realizadas no

Dia 7 em intervalos de minutos ou horas.
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Figura 28. Ecotextura uterina (média = EPM) em diferentes tempos
(minutos) no Dia 7 nos subgrupos com DG positivo e DG
negativo. G = efeito de grupo; T = efeito de tempo; GT =
interagcdo; NS = nao significativo.
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Figura 29. Ecotextura uterina (média = EPM) em diferentes tempos
(minutos) no Dia 7 em éguas com DG positivo nos
diferentes subgrupos. G = efeito de grupo; T = efeito de
tempo; GT = interagcdo; NS = n&o significativo.

Diferentemente da contratilidade uterina que sofre a acdo imediata
de possiveis substancias uatero-cinéticas liberadas refratariamente a
manipulacdo cervical, como citado anteriormente, a ecotextura uterina
depende da acao dinamica das variacbes das concentracfes sanglineas
dos esterdides ovarianos, sendo sua alteracdo percebida em intervalos de

tempo maiores (FIG. 32, 34 e 35).
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Figura 30. Ecotextura uterina (média =+
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EPM) em diferentes tempos

(minutos) no Dia 7 em éguas com DG negativo nos

diferentes grupos. G = efeito de grupo; T
tempo; GT = interagdo; NS = n&o significativo.

efeito de

A distribuicdo diaria média dos escores da ecotextura uterina nos

grupos TE por IlU, TE via TC e Controle entre os Dias 6 e 16 pode ser

vista na FIG. 31. Efeito de dia foi encontrado sobre as médias diarias da

ecotextura uterina.

Quando as médias de ecotextura uterina foram comparadas entre

dias dentro do mesmo grupo, observou-se diferengas entre os Dias 7 e

10 (grupo TE por 11U, P<0,005; grupo TE via TC, P<0,0001) e entre os

Dias 6 e 10 (grupo Controle, P<0,0004).

Na comparacdo das médias

entre as técnicas no mesmo dia, diferenca foi encontrada no Dia 13 entre

as técnicas de TE via TC e TE por IlU (P<0,04). Vale ressaltar que essa

andlise foi feita independentemente do DG dos animais.
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Figura 31. Ecotextura uterina diaria (média = EPM) nos diferentes
grupos. As linhas pontilhadas com estrela ligam médias
diferentes, demonstrando a primeira diferenga significativa
evidenciada. G = efeito de grupo; D = efeito de dia; GD =
interacdo; NS = nao significativo.

Na FIG. 32 observa-se a distribuicdo diaria média da ecotextura
uterina em animais com DG positivo e DG negativo, independente do
grupo a que pertencem. Efeitos significativos de grupo, dia e interagao
grupo e dia foram encontrados. Nos subgrupos de animais com DG
positivo e DG negativo, a primeira diferenca (P<0,0001) nas médias de
ecotextura foi encontrada entre os Dias 7 e 11 e Dias 7 e 9,
respectivamente. Apesar de elevacdo da ecotextura uterina ter sido
localizada no grupo com DG positivo, fisiologicamente essa alteracdo nao
tem magnitude consideravel, fato observado pelas pequenas variacdes
diarias. Quando as médias de cada dia foram comparadas entre animais
com DG positivo e DG negativo, nenhuma diferenca significativa foi
encontrada entre os Dias 6 e 9. Todas as médias diarias de ecotextura
uterina diferiram (P<0,05) entre os grupos de DG positivo e DG negativo
nos Dias 10 a 16.




Resultados e Discussdo 89

3.2 -
G: P<0,0011
D: P<0,0001 *— DG+
GD: P<0,0130 ©— DG -
2.8 1
anY
<
©
—
| g
2.4
(@]
(@)
0
L
2.0 1

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Dia do ciclo

Figura 32. Ecotextura uterina diaria (média = EPM) nos grupos com DG
positivo e DG negativo. As linhas pontilhadas com estrela
ligam médias diferentes, demonstrando a primeira diferenca
significativa evidenciada. Estrelas isoladas na base do grafico
representam a presenca de diferencas entre grupos dentro de
cada tempo. G = efeito de grupo; D = efeito de dia; GD =
interacdo; NS = n&o significativo.

Pode-se verificar ainda na FIG. 32 a grande elevagao ocorrida no
escore da ecotextura uterina no grupo de animais com DG negativo a
partir do Dia 9. Mecanismos anti-luteoliticos, provavelmente, nao estédo
presentes em éguas com DG negativo. Sabe-se que a vesicula
embrionaria é responsavel pelo desencadeamento do processo de
reconhecimento materno e, conseqlientemente, dos mecanismos anti-
luteoliticos. A elevacdo do escore de ecotextura uterina provavelmente
ocorreu devido a reducdo da concentracdo circulante de progesterona
juntamente ao efeito do estrogeno produzido por foliculos ovarianos do
animal ndo gestante (SHARP, 2000; ALLEN, 2001).

Em éguas com DG positivo (FIG. 33), somente efeito de dia foi
encontrado para a ecotextura uterina. Quando a ecotextura média diaria

foi analisada entre dias dentro do subgrupo de animais com DG positivo,
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diferencas significativas iniciais foram encontradas nos grupos de TE por
IIU (Dias 6 e 13; P<0,0490) e TE via TC (Dias 7 e 13; P<0,0041).
Embora diferencas diarias tenham sido encontradas nos grupos com DG
positivo, estas, provavelmente, ndo representam alteragcfes significativas
do ponto de vista fisiolégico, devido as elevacdes diarias terem sido

muito pequenas, apesar de detectadas estatisticamente.
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Figura 33. Ecotextura uterina diaria (média = EPM) em éguas com DG
positivo nos diferentes grupos. As linhas pontilhadas com
estrela ligam médias diferentes, demonstrando a primeira
diferenca significativa evidenciada. G = efeito de grupo; D =
efeito de dia; GD = interagdo; NS = n&o significativo.

No subgrupo com DG negativo (FIG. 34), somente efeito de dia foi
encontrado para a ecotextura uterina. Independentemente do
tratamento, pode-se perceber a elevacdo da ecotextura uterina a partir
do Dia 9 nos animais com DG negativo. Quando as médias de ecotextura
uterina foram comparadas entre dias dentro do mesmo grupo, diferencas
iniciais foram encontradas no grupo TE por IIU entre os Dias 7 e 11
(P<0,0103) e no grupo Controle entre os Dias 7 e 10 (P<0,0001). Na
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comparacao das médias entre os grupos dentro do mesmo dia, nenhuma

diferenca (P>0,05) foi localizada.
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Figura 34. Ecotextura uterina diaria (média = EPM) em éguas com DG
negativo nos diferentes grupos. As linhas pontilhadas com
estrela ligam médias diferentes, demonstrando a primeira
diferenca significativa evidenciada. G = efeito de grupo; D
= efeito de dia; GD = interacdo; NS = nao significativo.

Quando as médias diarias da ecotextura uterina foram comparadas
entre os animais com DG positivo e negativo (FIG. 35), diferencas
significativas foram encontradas em todos os grupos (P<0,05). Esses
resultados evidenciam o papel exercido pela presenca da vesicula

embrionaria sobre os escores diarios da ecotextura uterina.
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Figura 35. Ecotextura uterina diaria (média = EPM) nos diferentes

grupos, subdivididos em DG positivo e DG negativo.
Estrelas isoladas na base do gréafico representam a presenca
de diferencas entre grupos dentro de cada tempo.
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5.3.3. Corpo Luteo

No final da década de 60, o papel da PGF,, como agente luteolitico
foi demonstrado em ratos (PHARRISS & WYNGARDEN, 1969). DOUGLAS
& GINTHER (1972) reportaram o efeito desse horménio na reducdo da
duracdo do ciclo estral de éguas. Posteriormente, outros estudos
demonstraram que a liberacdo de PGF,, esta associada com condicdes
uterinas patoldgicas (HUGHES et al., 1979) e com manipulacfes uterinas

(BETTERIDGE et al., 1985).

Varios estudos avaliaram e demonstraram que o Utero esta
diretamente envolvido no processo de lutedlise em éguas (GINTHER,
1967, 1974, 1976). Outros estudos correlacionaram a inducdo de
lutedlise precoce com agentes irritantes ao Utero, como por exemplo, a
infusdo uterina de solucdo salina no meio do diestro (GINTHER &
MECKLEY, 1972; NEELY et al., 1975). Posteriormente, foi demonstrado
que a dilatacao cervical, efetuada com manipulacdo digital, diminuia o
periodo de diestro, antecipando o inicio da fase estral (HURTGEN &
WHITMORE, 1978). Sendo assim, alteragbes de contratilidade uterina,
demonstradas no presente experimento apds TE via TC, podem estar
relacionadas a liberacdo de agentes Uutero-cinéticos pdés-manipulacdo
cervical, dentre eles a PGF,, que sabidamente é um agente luteolitico.
Recentemente, WUSTENHAGEN et al. (2002) demonstraram que baixas
doses de PGF,, consideradas inicialmente sem efeito luteolitico, sédo

capazes de reduzir a duracao do ciclo estral em éguas.

Na tentativa de descrever o comportamento do CL das receptoras
de embrido frente as manipulacdes do trato reprodutivo efetuadas
durante a realizagdo das duas técnicas de TE deste estudo, comparando-
as ao grupo Controle, o didmetro e a area média do CL foram

mensurados por ultra-sonografia.
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Na FIG. 36 observa-se o diametro médio diario do corpo lateo
(CL) dos animais estudados em subgrupos de DG positivo e DG negativo,
independente do grupo experimental a que pertenceram. Efeito de dia e
de interacdo grupo e dia foram encontrados. A primeira diferenca
significativa de decréscimo do didametro do CL foi detectada entre os Dias
6 e 8 (P<0,0001) e entre os Dias 8 e 11 (P<0,0001), em éguas com DG
positivo e DG negativo, respectivamente. Na comparacdo dos subgrupos
de DG, dentro de cada dia, ndo foram encontradas diferencas (P>0,05)
no didmetro médio do CL nos Dias 6 a 13. No entanto, diferencas

(P<0,05) entre os subgrupos foram encontradas apds o Dia 13.
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D: P<0,0001
GD: P<0,0019
15 1 * * *

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Dia do ciclo

Figura 36. Diametro do corpo luteo (média = EPM) nos diferentes
subgrupos com DG positivo e DG negativo. As linhas
pontilhadas com estrela ligam meédias diferentes,
demonstrando a primeira diferencga significativa evidenciada.
Estrelas isoladas na base do gréafico representam a presenca
de diferencas entre grupos dentro de cada tempo. G =
efeito de grupo; D = efeito de dia; GD = interacdo; NS =
nao significativo.
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Apesar do didametro do CL ter decrescido nos dois subgrupos de
DG, esta queda foi menos pronunciada nos animais com DG positivo
quando comparado aos animais com DG negativo em processo de
lutedlise funcional. A média geral (EPM) do didmetro do CL, entre os
Dias 6 e 16, foi 28,2 + 0,29 mm para o subgrupo com DG positivo e 27,4

=+ 0,61 mm para o subgrupo com DG negativo.

O diametro médio do CL, nos Dias 6 e 16, dos animais com DG
positivo e DG negativo foi 32,6 e 25,2 mm, e 31,3 e 19,2 mm,
respectivamente. Este resultado sugere maior grau de lutedlise no
segundo grupo a partir do Dia 13. Analise da concentracédo plasmaéatica de
progesterona sera fundamental para conclusdes sobre a funcionalidade

do corpo lateo, mas nao serao apresentadas nesta dissertacao.

Na analise do didmetro médio diario do corpo luteo, considerando
0os animais com DG positivo (FIG. 37), somente efeito de dia foi
encontrado. Diferencas iniciais entre médias diarias do didmetro do CL
foram encontradas em todos os grupos: Dias 6 e 9 (grupo TE por 11U;
P<0,002 e grupo TE via TC; P<0,0006) e Dias 7 e 9 (grupo Controle;
P<0,0094). Quando as médias do diametro do CL foram avaliadas entre
0s grupos dentro de cada dia, nao foi detectada diferenca (P>0,05) entre

os trés grupos.
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Figura 37. Diametro do corpo liteo (média =+ EPM) nos diferentes grupos
com DG positivo. As linhas pontilhadas com estrela ligam
médias diferentes, demonstrando a primeira diferenca
significativa evidenciada. G = efeito de grupo; D = efeito de
dia; GD = interagdo; NS = n&o significativo.

Semelhantemente aos animais com DG positivo, quando da analise
do didmetro médio diario do corpo lateo, nos animais com DG negativo
(FIG. 38), somente efeito de dia foi encontrado. Diferencas iniciais entre
médias diarias do diametro do CL foram encontradas em todos os
grupos: Dias 8 e 12 (grupo TE por 11U; P<0,002), Dias 6 e 11 ( grupo TE
via TC; P<0,0006) e Dias 7 e 13 (grupo Controle; P<0,0094).
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Figura 38. Diametro do corpo luteo (média =+ EPM) nos diferentes grupos
com DG negativo. As linhas pontilhadas com estrela ligam
médias diferentes, demonstrando a primeira diferenca
significativa evidenciada. G = efeito de grupo; D = efeito de
dia; GD = interagdo; NS = n&o significativo.

Adicionalmente, quando a area média do CL foi estudada, nos dois
subgrupos de DG (FIG. 39), observou-se efeito de dia e efeito de
interacdo. Nos subgrupos com DG positivo e DG negativo foram
encontradas as primeiras diferencas diarias entre as médias dos Dias 6 e
Dia 8 (P<0,0001) e dos Dias 8 e 10 (P<0,0001), respectivamente. Na
analise da area média do CL entre os subgrupos de DG dentro de cada
dia, diferencas (P<0,05) foram encontradas apo6s o Dia 13. A area média
geral (=EPM) do CL, entre os Dias 6 e 16 foi 6,4 + 0,14 cm? e 6,3 =
0,28 cm? para os subgrupos com DG positivo e DG negativo,
respectivamente. A area média do CL, nos Dias 6 e 16, dos animais com
DG positivo e DG negativo foi 8,6 e 5,0 cm? e, 8,1 e 2,9 cm?,
respectivamente, sugerindo novamente maior grau de lutedlise no

segundo grupo.
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Figura 39. Area do corpo luteo (média = EPM) nos diferentes subgrupos
com DG positivo e DG negativo. As linhas pontilhadas com
estrela ligam médias diferentes, demonstrando a primeira
diferenca significativa evidenciada. Estrelas isoladas na
base do gréafico representam a presenca de diferengas entre
grupos dentro de cada tempo. G = efeito de grupo; D =
efeito de dia; GD = interagdo; NS = nao significativo.

No subgrupo com DG positivo foi encontrado somente efeito de dia
(P<0,0001) sobre a area média do corpo lateo (FIG. 40). Quando as
médias diarias foram analisadas entre dias dentro de cada grupo
experimental com DG positivo, as primeiras diferencas foram
encontradas entre: os Dias 6 e 9 (grupo TE por IlU; P<0,0001), Dias 6
e 8 (grupo TE via TC; P<0,0003) e Dias 6 e 10 (grupo Controle;
P<0,0001). Na comparagdo dos grupos experimentais dentro dos

mesmos dias, ndo foi detectada diferenca (P>0,05) entre 0s mesmos.
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Figura 40. Area do corpo lateo (média = EPM) nos diferentes grupos com
DG positivo. As linhas pontilhadas com estrela ligam médias
diferentes, demonstrando a primeira diferengca significativa
evidenciada. G = efeito de grupo; D = efeito de dia; GD =
interacdo; NS = néo significativo.

No subgrupo com DG negativo foi encontrado somente efeito de
dia sobre a area média diaria do corpo lateo (FIG. 41). Quando as
médias diarias foram analisadas entre dias dentro de cada grupo
experimental com DG negativo, diferencgas iniciais foram observadas
entre: Dias 8 e 12 (grupo TE por IIU; P<0,0080), Dias 6 e 12 (grupo TE
via TC; P<0,0001) e Dias 7 e 13 (grupo Controle; P<0,0005).
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Figura 41. Area do corpo luteo (média = EPM) nos diferentes grupos com
DG negativo. As linhas pontilhadas com estrela ligam médias
diferentes, demonstrando a primeira diferenca significativa
evidenciada. G = efeito de grupo; D = efeito de dia; GD =
interacdo; NS = nao significativo.

Analisando os resultados obtidos nas analises do diametro e da

area do CL, pode-se verificar que:

1. Os animais com DG negativo tiveram maior reducdo desses

parametros entre os Dias 6 e 16;

2. Nao houve diferenca entre as técnicas de TE utilizadas e grupo
Controle, demonstrando auséncia de efeito da técnica de TE,
uma vez que todas as médias se aproximaram do padrao

fisiolégico;
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3. Em todos os grupos, independentemente do DG, as médias
desses parametros reduziram entre os Dias 6 e 16. A
organizagdo morfo-estrutural do CL provavelmente seja
responsavel por isso. No entanto, nos animais com DG
positivo, foram encontradas maiores médias para os CL apés o
Dia 13, sugerindo maior resisténcia desses ao processo

luteolitico.

5.3.4. Dinamica da Vesicula Embrionaria

Os parametros avaliados relacionados a vesicula embrionaria (VE)
foram: dia da primeira deteccdo ultra-sonografica, mobilidade e fixacao.
Os achados médios referentes a primeira deteccdo da vesicula

embrionaria podem ser observados na TAB. 12.

Tabela 12. Distribuicdo do numero de vesiculas embrionarias e seus
percentuais nos dias da primeira deteccéo.

Dias
Total
9 10 11 12 13 14
N 4 20 7 1 0] 1 33
% 12,2 60,6 21,2 3,0 - 3,0 100

% Acumulado 12,2 72,8 94.0 97,0 - 100 100
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Maior numero de VE (20/33; 60,6%), foi detectado pela primeira
vez no Dia 10, seguido pelo Dia 11 (7/33; 21,2%). Poucas vesiculas
(4/33; 12,1%) foram detectadas no Dia 9 (TAB. 12 e FIG.43). Esses
achados sado similares a prévios relatados da literatura (GINTHER,
1983a). Os dias médios da primeira deteccdo das VE foram 9,9 + 0,3,
10,1 + 0,2 e 10,7 = 0,3 (P=0,05), respectivamente para os grupos TE
por 11U, TE via TC e Controle.

25

20
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NUmero de VE detectadas

O T T T T T T
9 10 11 12 13 14

Dia da primeira deteccdo da VE

Figura 42. Distribuicdo diaria do niumero de vesiculas embrionarias no
dia da primeira detecgao.

Quando o diametro médio de todas as VE estudadas,
independentemente do grupo, foi comparado entre os dias da primeira
deteccédo, diferenca (P<0,05) foi encontrada entre o Dia 9 com os Dias
10, 11 e 14 (FIG. 43). Os diametros médios das VE no primeiro dia de
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deteccéo, entre os grupos, foram 3,3 + 0,25 mm (TE por 1IU), 4,3 +
0,37 mm (TE via TC) e 5,3 = 0,31 mm (Controle), sendo que, o didmetro
médio das VE no dia da primeira deteccao foi inferior (P<0,0002) no

grupo TE por IIU comparado ao grupo Controle.

— @

Diametro (mm) médio das VE

O T T T T T T
9 10 11 12 13 14

Dia da primeira deteccao da VE

Figura 43. Distribuicdo diaria do didmetro médio das vesiculas
embrionarias no dia da primeira detecc¢ao.

Apesar do limitado nimero de vesiculas embrionarias analisadas,

pode-se concluir que:

1. A VE eqiiina do Dia 9, embora muito pequena e normalmente
no limite minimo de diametro do poder de resolucdo do

transdutor de 5 MHz, pode ser detectada com um
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escaneamento minucioso do Utero. Vale ressaltar que somente
em éguas jovens foi possivel a deteccdo da VE no Dia 9.
Nestes animais o Utero geralmente foi de tamanho reduzido
quando comparado ao restante dos animais trabalhados e
sempre possuiu ecotextura e tdnus uterinos com escores

préximos de 2, o que facilitou este diagndéstico precoce;

2. A maior parte das VE equinas podem ser diagnosticadas pela
primeira vez até o Dia 11 com o uso da ultra-sonografia. O dia
meédio da primeira deteccdo néo foi diferente entre os grupos de
TE com o Controle. Adicionalmente, faz-se necessario salientar
que os embrides utilizados nas duas técnicas de TE foram

manipulados in vitro (Dia 7), ao contrario do grupo Controle;

3. Diagnésticos iniciais realizados somente ap6s o Dia 12 podem
ter sido oriundos de VE com desenvolvimento retardado.
Associado a esse fator, em alguns casos, pode-se encontrar
escores de ecotextura e de tbnus uterinos um pouco elevados,

0 que dificultam o DG precoce.

A mobilidade da VE foi avaliada no Dia 13 de gestacéo por ser este
o dia de maior atividade dindmica da mesma (GRIFFIN & GINTHER,
1993b; GINTHER, 1995b). Neste estudo, objetivou-se avaliar possiveis
diferencas de intensidade de deslocamento da VE entre as duas técnicas
de TE e o grupo Controle, considerado como padrao fisiolégico. Seguindo
a metodologia previamente descrita de exames ultra-sonograficos a cada
5 minutos durante duas horas, computou-se toda mudanca de local da

VE nos nove segmentos uterinos durante esse periodo. O numero médio
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de deslocamentos da VE entre os diferentes segmentos uterinos (TAB.

13) nao diferiu (P>0,05) entre 0s grupos.

Tabela 13. NUumero médio de deslocamentos das vesiculas embrionarias,
entre os diferentes segmentos uterinos, em cada grupo.

Grupos
Total
TE por 11U TE via TC Controle
N 9 10 9 28
Média 13,1+ 1,2 12,1 + 1,2 12,1 +1,5 12,4 = 0,7

P>0,05 (ANOVA)

O dia de fixagdo da VE foi definido como o dia onde, realizados
exames periddicos com intervalos de 5 minutos durante 2 horas, esta
nao se movimentou dentro do Utero, conforme metodologia ja descrita
(GINTHER, 1995b). Para confirmacdo e maior seguranca, no dia
posterior ao dia de fixacdo, confirmou-se que a VE ainda estava no

mesmo segmento uterino, fato gue ocorreu em todas as observag:(jes.

Na TAB. 14 e na FIG. 44 observa-se a distribuicdo das VE nos
respectivos dias de fixacdo em cada grupo. Verifica-se que o maior
percentual de fixacdo ocorreu no Dias 16 (37%; 10/27). O dia médio de
fixacdo da VE, independentemente de grupo, foi 16,6 + 0,22, 0 que se
assemelha aos achados da literatura (GINTHER, 1983; 1995b).
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Tabela 14. Distribuicdo do numero de vesiculas embrionérias fixadas por
dia de deteccéo.

Dias
Total
15 16 17 18 19
N 4 10 7 4 2 27
% 14,8 37,0 25,9 14,9 7,4 100
% Acumulado 14,8 51,8 77,7 92.6 100
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Figura 44. Distribuicdo do numero de vesiculas embrionarias fixadas por
dia.
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6. Conclusodes

1. A técnica ultra-sonografica de injecdo intra-uterina (11U) é eficiente
e possui alta repetibilidade para a inje¢cdo de substancias no lumen

uterino;

2. Para a completa avaliacdo da eficiéncia da técnica ultra-sonografica
de 1IU quatro parametros ultra-sonograficos (ponta da agulha,
ponta do cateter, movimentos de vai-e-vem e ejecdo de fluido) séo
fundamentais no momento do procedimento. A visualizacdo da

ejecao de fluido é o pardmetro de maior grau de confiabilidade;

3. A técnica ultra-sonografica de IlU utilizada para transferéncia de

embrides (TE) em eqiinos € um método alternativo viavel;

4. A hipotese de que a técnica ultra-sonogréfica de 11U resultaria em
taxas de prenhez superiores a TE transcervical convencional néo
foi sustentada, pois as taxas de prenhez obtidas com as duas

técnicas foram similares e elevadas.

5. A TE realizada por meio da técnica ultra-sonografica de IlU nédo
altera a contratilidade, o tonus e a ecotextura uterina. Por outro
lado, a contratilidade uterina aumenta transitoriamente apos a TE
transcervical, sugerindo a liberacdo de substancias Utero-cinéticas

pelo método néo-cirdrgico convencional de TE;
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6. As duas técnicas de TE (IlU e transcervical convencional) ndo
interferem com a vida média do corpo liteo entre os Dias 6 e 16

pos-ovulacgéo.

7. Independente da técnica de TE utilizada, o padrdo de mobilidade
da VE, bem como o dia de fixacdo da mesma, sdo similares ao de

éguas inseminadas/cobertas.

8. Finalmente, pode-se concluir que a técnica ultra-sonogréafica de 11U
€ mais um método alternativo de TE, com taxas de prenhez
similares aos métodos atuais e que pode ser uma opcao valiosa
para éguas com histoérico de dificuldade de transposi¢do da cérvice
durante o procedimento de inovulacdo. Além disso, esta técnica
pode representar um grande potencial para maximizar a utilizacao
da TE em outras espécies (exemplo: asinina, animais exdticos e
bovina — em casos especificos), necessitando-se estudos futuros

para sua aplicagao.
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8. Apéndice

8.1. Parametros Ultra-sonograficos

Tabela 15. Observacgfes ultra-sonogréficas individuais dos parametros de
eficiéncia da I1lU, pontos calculados, nota atribuida
imediatamente pos-1lU e resultado (observacédo de
fluido no limen uterino).

n Egua Agulha Tubo ":'Al?t;/o Ejecdo  Pontos Nota E#i?] Resultado
1 64 + + + +/- 3,5 4 + +
2 58 + + + +/- 3,5 3,5 + +
3 64 + + + - 3 3 + +
4 56 + + + + 4 4 + +
5 46 + + + + 4 3,25 + +
6 59 + + + + 4 4 + +
7 43 + + + + 4 4 + +
8 57 + + + + 4 4 + +
9 68 + + + + 4 3,5 + +
10 59 + + + + 4 4 + +
11 58 + + + +/- 3,5 3,5 + +
12 39 + + + + 4 4 + +
13 46 + +/- + + 3,5 3,5 + +
14 54 + + + + 4 4 + +
15 61 + + + + 4 4 + +
16 58 + + + + 4 4 + +
17 43 + + +/- +/- 3 3,5 + +
18 51 + + + +/- 3,5 4 + +
19 68 + + + + 4 4 + +
20 61 + + + + 4 4 + +
21 35 + +/- + +/- 3 3 - -
22 39 + + + + 4 4 + +
23 35 + + + +/- 3,5 4 + +
24 57 + + + +/- 3,5 3,75 + +
25 35 + + + + 4 4 + +
26 64 + + + + 4 4 + +
27 51 + + + + 4 4 + +
28 56 + + + + 4 4 + +
29 61 + + + + 4 4 + +
30 39 + + + + 4 4 + +
31 68 + + + + 4 4 + +
32 46 + - + + 3 4 +/- +
33 67 + +/- +/- +/- 2,5 3,5 +/- +




Apéndice 121

8.2. Recuperacdo embrionaria

Tabela 16. Taxas de recuperacdo embrionaria nas estagbes 2001/2002 e

2002/2003.

Estaciio* Com g/i:cuE)ne)ragéo Sem g/eocu(prv]a)ra(;éo Total
2001/2002 78,4 (76) 21,6 (21) 97
2002/2003 63,0 (46) 37,0 (27) 73

Geral 71,8 (122) 28,2 (48) 170

*P<0,05 (Qui-quadrado)

Acredita-se que uma possivel causa para as taxas de recuperacgao
terem sido diferentes entre as estag¢des estudadas possa ter sido algumas
mudancas no manejo das éguas, como a retirada destas de um regime
de pastejo livre para um sistema semi-confinado em piquete com pouco
sombreamento e com praticamente toda a alimentagdo fornecida em
cochos (estacdo 2002/2003). Outro possivel fator que afetou as taxas de
recuperacdo entre as estacbes pode ter sido relacionado ao sémen do
garanhdo. Durante o experimento na estacao 2002/2003, depois de uma
série de lavados uterinos sem recuperacdo embrionaria, realizou-se
novamente avaliacdo androldogica do garanhdo e detectou-se baixa
resisténcia do sémen in vitro. O sémen in natura e também diluido em
meio Kenney perdiam consideravelmente a qualidade (motilidade e vigor)
em reduzidos intervalos de tempo entre coleta, manipulagcdo e
inseminagdo. Sendo assim, tentou-se contornar esse problema

minimizando ao maximo esse intervalo de tempo.
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Tabela 17. Tempo médio gasto no procedimento de recuperacao
embrionéaria nas esta¢gfes 2001/2002 e 2002/2003.

Tempo médio

Estagao + EPM (min.) n
2001/2002 20,7 + 0,7 89
2002/2003 14,9° + 0,3 63

Total 18,4 151

a4Pp<0, 001 (ANOVA e Teste t-Student)

Tabela 18. Volume de déficit e percentual de fluido nos lavados de
recuperacado embrionaria.

Estacado n Média de Déficit % Recuperacao
2001-2002 77 83,7 mL 97,2
2002-2003 67 31,3 mL 98,9

Geral 144 59,3 mL 98,0

Volume infundido por animal = 3.000 mL
2Pp<0,001 (ANOVA e Teste t-Student)

8.3. Qualidade embrionaria

Na estacdo 2001/2003, 82,9% (63/76) dos embrides coletados
tiveram Grau 1 ou 2 e na estagado 2002/2003, 84,8% (39/46; Tab. 19).
Nao foi encontrada diferenca (P>0,05) na qualidade dos embribes
recuperados entre as estacdes estudadas. Esse resultado demonstra que
a proporcao de embrides recuperados de qualidade excelente (grau 1) e
bom (grau 2) em relagdo as outras classificagbes se manteve constante

nas duas estacoes.
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Na Tabela 19 verifica-se a distribuicdo dos embrides transferidos,
classificados pelo grau de qualidade nas duas estacfes estudadas. O
grau de desenvolvimento dos embrides variou de blastocisto jovem a

blastocisto expandido.

Tabela 19. Numero de embrides transferidos no Dia 7, subdivididos por
classificacao, técnicas de TE e estacdes reprodutivas.

Estacao n

L Classificacéo Total
e Técnica + -
) ) grau 1 8 2
Blastocisto jovem
grau 2 3 1
o ) ) grau 1 7 1 23
Blastocisto expandido
2001 grau 2 0 1
/
grau 1 6 1
2002 Blastocisto jovem
grau 2 6 1
e ) ) grau 1 6 1 23
Blastocisto expandido
grau 2 1 1
) . grau 1 1
Blastocisto jovem
grau 2 0 0
Hu ) ) grau 1 10 0] 16
Blastocisto expandido
2002 grau 2 0 3
/
grau 1 4 2
2003 Blastocisto jovem
grau 2 3 0]
TC ) ) grau 1 3 2 15
Blastocisto expandido
grau 2 1 0
) . grau 1 10 3
Blastocisto jovem
grau 2 3 1
Hu ) ) grau 1 17 1 39
Blastocisto expandido
grau 2 0 4
Geral
) ) grau 1 10 3
Blastocisto jovem
grau 2 1
TC 38
Blastocisto expandido grau 1 3
grau 2 1

77




