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Resumo

O objetivo do presente experimento foi verificar a viabilidade de uma segunda lavagem uterina sobre a
recuperacdo de embrides. Doadoras ciclicas da raga Nelore (n=6) foram mantidas a pasto no municipio
de Mambor¢, Estado do Parana. Os animais foram submetidos a 2 tratamentos de superovulagdo com
intervalo de 80 dias. Em um dia aleatorio do ciclo estral (Dia 0) as doadoras receberam um dispositivo
intravaginal contendo 1,9 g de progesterona (CIDR; Pfizer, Brasil). Vinte e quatro horas apos (Dia 1)
administrou-se 2,5 mg de benzoato de Estradiol (Estrogin; Farmavet, Brasil) por via intramuscular (IM).
Entre Dia 5 e Dia 9 realizou-se a superovulagdo com 250 UI de FSH IM em doses decrescentes (Pluset;
Calier, Brasil). Administrou-se 25 mg de dinoprost IM (Lutalyse; Pfizer, Brasil) na manhad do D7 e 12
hs depois, simultancamente a retirada do dispositivo de progesterona. As vacas foram inseminadas 12
¢ 24 horas apds o inicio das manifestagoes estrais. A primeira lavagem uterina foi realizada no sétimo
dia apos a inseminacao artificial, com o posicionamento das sondas de Foley caudal a bifurca¢do do
utero. Em cada lavagem, foram usados 1.000 ml de DPBS (Embriocare; Cultilab, Brasil) em sistema
fechado conectado a um filtro coletor de 70 pm. O lavado uterino foi avaliado com auxilio de um
estereomicroscopio binocular (SMZ 654, Nikon, Japao) e os embrides foram classificados seguindo os
padrdes da IETS (1998). Vinte e quatro horas apos, a segunda lavagem uterina foi realizada seguindo
o mesmo procedimento. Os resultados foram analisados pelo teste t-Student com significancia de 5%.
Apos 12 superovulagdes, foram obtidas 131 estruturas sendo 91,4% (120/131) na primeira lavagem
e 8,4% (11/131) no segundo procedimento. A segunda lavagem uterina permitiu a recuperagdo de
um numero reduzido de embrides, condicionando o procedimento a embrides cujo valor justifique o
acréscimo de trabalho.
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Abstract

The objective of the present study was to evaluate the effect of a second uterine flushing on number of
recovered embryos. Cyclic Nelore cows (n= 6) were used as donors. Animals were kept under grazing
conditions in a farm at Mamboré, Parana state. Cows were submitted to two sessions of multiple
ovulation 80 days apart. At a random stage of estrus cycle (Day 0) donors received an intravaginal
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device with 1.9 g of progesterone (CIDR; Pfizer; Brasil). Twenty four hours later (Day 1) cows were
injected with 2.5 mg/ IM of Estradiol Benzoate (Estrogin, Farmavet, Brasil). Between Day 5 and Day
9, donors received decreasing doses of 250 UI of FSH (Pluset; Calier, Brasil). On Days 7 and cows
received 25 mg/ IM of dinoprost (Lutalyse, Pfizer, Brasil) and progesterone implants were removed 12
hs later. Artificial insemination was performed 12 and 24 hours after estrus detection. The first embryo
recovery was performed 7 days after Al with the Foley catheter positioned in the uterine body. A total of
1.000 mL of PBS (Embriocare, Cultilab, Brasil) was used in a closed system of uterine flushing, with a
70 pum filter. Recovered uterine fluid was evaluated under a stereomicroscope (SMZ 654, Nikon, Japan)
and embryos were classified accord to IETS (1998). Twenty four hours later, the second uterine flushing
was performed following the same procedure. Results were analyzed by #-Student test (p<0,05). After
12 superovulation procedures, we obtained a total of 131 ova/embryo, being 91.4% (120/131) from
the first uterine flushing and 8.4% (11/131) from the second one. We conclude that the second uterine
flushing provided a small improvement on the number of recovered embryos. The feasibility of this
method is restricted to special conditions, when the value of the embryos supports the additional work.
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Introduciao

O Brasil tem-se destacado na produgdo de

embrides bovinos, resultados
promissores obtidos com producdo in vitro na raga
Nelore. Entretanto, a produgao in vivo de embrides
¢ amplamente utilizada, por apresentar menor custo
de producdo (BOUSQUET et al., 1999; NONATO
JUNIOR, 2005). Avangos na compreensdo
da fisiologia reprodutiva das fémeas zebuinas
contribuiram para esta situagdo de destaque observada
no cenario nacional, pois viabilizaram a elaboracao
de novos protocolos de superovulagdo, permitindo
melhor controle farmacologico do crescimento
folicular e do ciclo estral (PINHEIRO et al., 1998;

BURATINI et al., 2000; BARUSELLI et al., 2006).

sobretudo pelos

Apesar desses avangos, a producdo in vivo de
embrides poderia ser incrementada. A redugdo das
variagdes nas respostas superovulatorias e uma maior
eficiéncia na recuperagdo de embrides constituem
os principais desafios da técnica (MAPLETOFT;
STEWARD; ADAMS, 2002; REICHENBACH,
2003; CASTRO NETO et al., 2005).

O método ndo cirirgico de lavagem uterina
permitiu um consideravel avango na recuperacao
embrionaria(GREVE; LEHN-JENSEN;RASBECH,
1977). Porém, apos mais de duas décadas, poucas
modificacdes foram sugeridas para incrementar o
procedimento, verificando-se variagdes de 20 a 80%
nas taxas de recuperacdo de embrides por foliculo

ovulado (SARTORI et al.,2003). Para aumentar a
eficiéncia da recuperacdo dos embrides, algumas
modifica¢des na lavagem uterina tém sido propostas,
como posicionamento do catéter no corpo ou no
corno do utero e uma dupla lavagem uterina, com
a segunda 30 minutos apo6s a primeira (SARTORI
et al.,, 2003; CASTRO NETO et al., 2005). Uma
das hipoteses desses autores seria a recuperagao de
estruturas na jungdo utero-tubarica, referindo-se aos
embrides em transito da tuba uterina para o utero,
quando mais de uma lavagem ¢ realizada.

A hipotese deste trabalho ¢ a possibilidade de
recuperagdo de embrides eventualmente presentes
na tuba uterina ao sétimo dia pos IA. Nosso objetivo
foi investigar a eficiéncia de uma segunda lavagem
uterina, realizada 24 horas apos a primeira, quanto
ao niumero de embrides obtidos.

Material e Métodos
Local

O presente experimento foi realizado no
municipio de Mamboré (latitude 24°19°9”S;
longitude 52°31°48”W, altitude 762m, BIM IBGE,
2000), Estado do Parana, durante o periodo de
dezembro 2005 a fevereiro 2006.

Animais

Foram utilizadas seis vacas da raca Nelore (Bos
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taurus indicus) sem utilizagdo prévia na colheita de
embrides, com idade média de 80 meses (40 a 120) e
escore da condic¢do corporal entre 3 e 4 (escala de 1
a 5); (LOWMAN; SCOTT; SOMERVILLE, 1976).
Estas vacas eram mantidas em pastagem de Cynodon
nlemfuensis ¢ recebiam suplementagdo mineral a
vontade contendo 9% de fosforo. Estes animais
foram submetidos a exames de palpagdo e ultra-
sonografia transretal (Aloka SSD-500, 5 MHz) para
detecgao de possiveis anormalidades no trato genital
feminino, de forma que todos se apresentaram com
o aparelho reprodutor morfologicamente normal. A
regularidade dos ciclos estrais foi confirmada pela
observacaovisual de pelomenos trés comportamentos
estrais em intervalos de 18 a 23 dias.

Protocolo de superovulagdo

As seis vacas utilizadas neste experimento foram
submetidas a duas sessdes de superovulagiao, com

VWCIDR WBE
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WV PGF (m/t)*

250 UI Pluset®
12/12h

Ds D¢ D7 Dg D9 Do

intervalo de 80 dias, totalizando 12 procedimentos.
Estes animais receberam pela manha um dispositivo
intravaginal de 1,9 g de progesterona (CIDR; Pfizer,
Brasil). Vinte e quatro horas ap6s, administrou-se
2,5 mg de benzoato de estradiol (Estrogin; Farmavet,
Brasil) por via intramuscular (IM). Cinco dias depois
do inicio do tratamento, os animais receberam 250
UI de extrato hipofisario suino — FSH — (Pluset;
Calier, Espanha) IM, em oito doses decrescentes, a
cada 12 horas. Quarenta e oito e 60 horas depois do
inicio da aplicacdo do FSH, os animais receberam
25 mg de dinoprost IM (Lutalyse; Pfizer, Brasil).
Os dispositivos de progesterona foram retirados 12
horas depois da primeira aplicacdao de dinaprost. As
vacas foram mantidas em observagao de cio nas 72
horas seguintes e inseminadas 12 e 24 horas apoés
o inicio das manifestacdes estrais. O protocolo de
superovulagao estd representado na Figura 1.

colheitas

A CIDR (t) de embrides

IA 12 ¢ 24 h apds
inicio do estro

Dis D17

Figura 1. Representagdo esquematica do protocolo de superovulagio utilizado em vacas da raga Nelore, Mamboré/

PR.

Obtencao dos embrioes

Todas as doadoras foram submetidas ao mesmo
procedimento, conduzido pelo mesmo profissional,
aproximadamente sete dias ap6s a inseminagdo
artificial (D7). Inicialmente avaliou-se a resposta
a terapia superovulatoria por palpagdo retal e em
seguida foi realizada a anestesia epidural baixa
empregando 4 mL de lidocaina 2% (Anestésico L;

Eurofarma, Brasil). A limpeza da vulva e do perineo
foi procedida com o uso de sabao neutro e agua para
remocdo das sujidades e posterior anti-sepsia com
alcool 70°. Foi adotada a colheita de embrides por
via transcervical com sistema fechado, utilizando-
se sondas de latex com duas vias (Sonda de Foley,
Riisch, Alemanha) posicionadas no corpo do ttero,
conectadas em equipos especificos (Equipo em Y,
Cultilab, Brasil) e copo coletor com filtros de 70 um
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(Coletor de embrides, Cultilab, Brasil). Em cada
colheita, foram usados 1.000 mL de meio DPBS
(tampao fosfato salino, glicose, piruvato de sodio,
penicilina G potassica, gentamicina e anfotericina
B); (Embriocare, Cultilab, Brasil), previamente
aquecidos a 30°C. Logo apds a colheita, os filtros
foram lavados com aproximadamente 60 mL de
DPBS eafragdodolavadouterino foi transferida para
placas de Petri estéreis de 100 x 20 mm (Corning,
EUA). A procura dos embrides foi feita com auxilio
de um esteromicroscopio binocular no aumento de
15 vezes (SMZ 654, Nikon, Japao). As estruturas
obtidas foram transferiras para placas de Petri de 35
x 10 mm (Corning, EUA) e mantidas em solugdo
de manuten¢ao contendo DPBS ¢ 0,4% de albumina
bovina (Holding Plus, AB Technology; Brasil) para
posterior classificagdo em aumento de 80 vezes,
segundo os padrdes da Sociedade Internacional de

Transferéncia de Embrides (IETS, 1998). Todos
os procedimentos descritos foram repetidos vinte e
quatro horas depois da primeira lavagem (D8).

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o
software Sigma Stat for windows 2.0. As médias das
estruturas totais, vidveis e inviaveis recuperadas na
primeira e nas duas colheitas foram analisadas pelos
testes ¢-Student com significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Foram realizados 24 procedimentos de lavagem
uterina, sendo 12 no sétimo e 12 no oitavo dia pds IA.
Cento e trinta e uma estruturas foram recuperadas,
sendo 91,6% (120/131) no primeiro (D7) e 8,4%
(11/131) no segundo procedimento (D8); (Figura 2).

91,6

Estruturas %6
3 3

Figura 2. Proporgdes de estruturas recuperadas na primeira e segunda colheita de embrides em vacas da raca Nelore,

dezembro de 2005 a fevereiro de 2006, Mamboré/PR.

Desde a introducao da colheita ndo cirargica ou
transcervical de embrides, pequenas modificacdes
na técnica foram descritas durante as trés ultimas
décadas. Embora o chamado “sistema fechado”
de lavagem uterina seja uma técnica relativamente

simples, um problema desafiador tem sido
constatado por varios pesquisadores. Trata-se da
variagdo na taxa de recuperacdo embrionaria, ou
seja, a nao correspondéncia entre o numero de

foliculos ovulados e as estruturas recuperadas no
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lavado uterino no sétimo dia apds inseminacao.
As variacdes relatadas sdo da ordem de 20 a 80 %
(SARTORI et al., 2003).

Uma possivel explicagdo para tal seria o local
de posicionamento da sonda de Foley no momento
da lavagem do tutero. Hay et al. (1990) compararam
a recuperacao de estruturas com a sonda de Foley
posicionada no corpo ou no corno do Utero € ndo
encontraram  diferencas  significativas
aos embrides recuperados. No entanto, Sartori
et al. (2003) obtiveram maior eficiéncia com
posicionamento do catéter na base do corno uterino,
sendo o posicionamento proximo a tuba uterina
menos eficiente. A comparagdo direta dos métodos
de posicionamento do catéter ¢ bastante critica,

quanto

pois envolve inclusdo de varios outros aspectos,
como a preferéncia do profissional, a faixa etaria
dos animais e o tipo do catéter utilizado. Em nosso
trabalho, o posicionamento do catéter no corpo
uterino mostrou-se adequado, pois obtivemos uma
média de embrides compativel com resultados de
outros autores (VISINTIN et al., 1999).

Nosso principal objetivo consistiu em avaliar a
presenca de embrides com uma segunda lavagem
uterina. Por este motivo, a taxa de recuperacao
(nimero de estruturas por foliculo ovulado) nao
foi analisada. Apesar disto, destacamos o nivel
satisfatorio de eficiéncia na primeira lavagem,
pois a média de estruturas obtidas (10 = 0,9) foi
superior as citadas por Castro Neto et al. (2005).
Por este motivo, acreditamos que todos os embrides
presentes no utero a primeira lavagem foram
realmente recuperados ao sétimo dia pos [A.

A segunda lavagem ndo  aumentou
significativamente as médias de estruturas
recuperadas. Considerando-se, respectivamente,

primeira lavagem e total das duas lavagens, foram
obtidas 10 £ 0,9 vs 10,9 + 1,1 para estruturas totais
e 6,3 £ 1,0 vs. 6,75 £ 1,4 para embrides viaveis
(P>0,05). Da mesma forma, ndo houve diferenca
na média de embrides degenerados e odcitos nao
fecundados. Estes dados estdo na descritos na

Tabela 1.

Tabela 1. Médias e erro padrdo das estruturas totais, embrides viaveis, embrides degenerados e ovocitos nao
fertilizados obtidos nas colheitas de embrides em D7 e D8 em vacas da raca Nelore, dezembro de 2005 a fevereiro de

2006, Mamboré/PR.

Colheita de embrides

Parametro

D7 + D8
N 12
Estruturas totais 10+0,9 10,9+ 1,1
Embrides viaveis 6,25+ 1,0 7,0+ 1,4
Embrides degenerados e ovocitos 37409 3.9409

nao fecundados

(P>0,05)

Estes resultados foram inferiores aos reportados
pesquisadores,
referentes a modificagdes na ténica de lavagem
Um aumento de 30%
recuperados foi obtido por Subramaniam, Devarajan
e Mohanan (1991), com uma segunda lavagem em
DS8. No entanto, esses autores divulgaram seus
dados apenas sob forma de resumo, inviabilizando

por outros com experimentos

uterina. de embrides

uma comparacao mais detalhada. Castro Neto et al.
(2005) recuperaram um numero significativamente
maior de embrides na segunda lavagem, sendo
esta realizada apenas 30 minutos da primeira, mas
com o diferencial do utero permanecer repleto de
PBS neste intervalo de tempo. Pelas diferencas de
método, ndo € possivel uma comparagao direta com
nossos resultados.
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A retengdo de embrides na tuba uterina tem sido
alvo de estudo de alguns pesquisadores. Esta possivel
retencdo resultaria de uma migragdo tardia dos
embrides para o utero, pois as altas concentracdes de
estradiol, apds a superovulagdo, poderiam alterar a
migra¢ao e a viabilidade dos embrides em doadoras
submetidas a superovulacdo (HACKETT et al.,
1993). Adicionalmente, a migracdo dos embrides
poderia estar associada com a viabilidade e nimero
dosmesmos (MACMILLAN; PETERSON, 1999). A
possibilidade de embrides retidos nas tubas uterinas
foi testada por Hackett et al. (1993) ao lavarem as
tubas uterinas, a extremidade do corno uterino e o
restante do corno uterino quatro, cinco e seis dias
apos a inseminacgdo artificial de vacas Holandesas.
No quarto dia, 60% dos embrides foram encontrados
nas tubas uterinas. No quinto dia, 80% dos embrides
estavam no Utero, € no sexto dia, este niumero subiu
para 91%. Alvarez, Carvalho e Carvalho (1999)
também verificaram estes aspectos € encontraram
4,2% das estruturas recuperadas localizadas nas
tubas uterinas em 25% de vacas eutanasiadas no dia
da colheita. Comparando estes dados, consideramos
ser possivel inferir que os embrides recuperados
na segunda lavagem estivessem realmente na tuba
uterina ao sétimo apos a IA.

Um dos aspectos relevantes deste experimento
foi o carater essencialmente académico do mesmo.
Desde a selecdo dos animais até a conducdo dos
procedimentos de lavagem uterina, todas as etapas
foram realizadas com o intuito de se testar a
hipotese. Consideramos, desta forma, a perspectiva
promissora de repeticdo do mesmo em uma central
comercial de embrides. Embora as restrigdes naturais
quanto ao rigor experimental, esta alternativa
poderia contribuir com a ampliagdo do ntimero de
procedimentos. Além disso, em procedimentos de
larga escala, variagdes numéricas nao significativas
estatisticamente podem representar substancial
acréscimo. Assim, o incremento de 8 % em nimero
de embrides, obtido com a segunda lavagem, poderia
justificar o acréscimo de trabalho, dependendo do
valor dos embrides em questao.

A hipoétese de recuperacdo de embrides com uma
segunda lavagem 24 horas ap0s a primeira se confirmou.
No entanto, o reduzido acréscimo verificado limita o
procedimento para embrides de elevado valor.
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