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Recoleta uterinacomo estratégia paraaumentar a taxa de embrides em fémeas
bovinasde cortee leite

Uterine re-flushing as a strategy to improve embryo recovery rate in dairy and beef cattle

Fabiano Buss Cruz?, Ivens Ortigari Junior?, Arnaldo Diniz Vieira', Renato Pereira da Costa Gerger?,
Eduardo de Souza Ribeiro!, Marcelo Bertolini* & Alceu Mezzalira®

RESUMO

A taxa de recuperacdo embriondria em vacas superovuladas ap0s coleta uterina ndo-cirdrgica € inferior ao nun
de ovulagdes, demonstrando uma relativa ineficiéncia neste processo de coleta convencional por via cervical. Uma altern:
simples e de facil execucéo para melhorar a taxa de recuperagdo embrionéria é a recoleta uterina. Para avaliar o efei
procedimento de recoleta, bem como a influéncia da raca e do operador na taxa de recuperagdo embrionaria, 38 fémeas |
e 19 fémeas Jersey foram estimuladas com FSH e coletadas por via cervical, por um de dois operadores treinados. Ao fin
coleta, o cateter era fechado e mantido no corpo do Utero, repleto com meio de coleta, enquanto a fémea era liberada po
50 min, quando era submetida ao procedimento de recoleta, pelo mesmo operador. Em 57 procedimentos foram recupel
599 estruturas, das quais 423 (70,6%) foram obtidas na coleta e 176 (29,4%) na recoleta. Obteve-se uma recuperacao mé
7,4 estruturas na coleta e 3,1 narecoleta, totalizando 10,5 estruturas por animal. Em 73,6% (42 de 57) dos procedimentos f
encontradas estruturas no processo de recoleta. Ndo houve influéncia da raca em relagdo ao numero médio total de estr
obtidas, com 10,9 na racga Jersey e 10,3 na Nelore. Da mesma forma, a taxa de recuperagéo embrionaria apds a coleta e r
ndo diferiu entre animais da raca Jersey (8,1 e 2,7) e Nelore (7,0 e 3,2) e entre os operadores A (7,5e 3,3)eB (7,3 e
respectivamente. Conclui-se que o procedimento de recoleta aumenta a taxa de recuperagao embrionaria de fémeas d
Jersey e/ou Nelore, ndo sendo verificada influéncia do operador.

Descritores: coleta de embrides, recoleta, Jersey, Nelore, lavagem uterina.

ABSTRACT

Embryo recovery rate in superovulated cows after uterine flushing is lower than the ovulation rate, which contribute
to the relative inefficiency of the conventional cervical recovery procedure. A simple and easy alternative to improve embn
recovery rate is the uterine re-flushing procedure. To evaluate the effect of re-flushing and the influence of breedband oper:
on bovine embryo recovery rate, 38 Nelore and 19 Jersey females were stimulated using FSH, with embryos being collecte
one of two trained operators. At the end of flushing, the catheter was sealed and maintained into the uterine body, filled w
flushing medium, while females were released to a paddock for 30 to 50 min, to be submitted to the re-flushing procedure
the same operator. A total of 599 structures were recovered out of 57 procedures, from which 423 (70.6%) were obtained in
first flushing and 176 (29.4%) after re-flushing. Mean recovery rates of 7.4 and 3.1 structures were obtained afterthe first e
second flushing, respectively, for a total of 10.5 structures per cow. Structures were obtained in 73.6% (42 out ofeés7) of the
flushing procedures. No breed effect was observed on total ova or embryo recovery, with 10.9 total ova collected from Jer
and 10.3 from Nelore females. Likewise, the embryo recovery rate obtained following uterine flushing or re-flushing did nc
differ either between Jersey (8.1 and 2.7) and Nelore (7.0 and 3.2) animals, or between operators A (7.5 and 3.3) dnd B (7.2
2.9), respectively. In conclusion, the uterine re-flushing procedure significantly increased the rate of embryo receesry in Jer
and Nelore females, with no operator influence being observed.

Key words: embryo recovery, re-flushing, Jersey, Nelore, flushing.
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INTRODUGAO As fémeas da raca Nelore foram mantidas em
rr_egime de pastagem, recebendo apenas suplemen-tacdo

A transferéncia de embrices ¢ uiiizada come ineral. Ja as doadoras da raca Jersey foram mantidas
cialmente desde os anos 70, quando o procedimento ’ ¢ y

ainda era cirdrgico [11]. A possibilidade da lavage $m sistema de pastagens cultivadas, além de receberem

. . . " lementaca ncentr minera-lizacdo. Foram
uterina por via transcervical [6,7,22] permitiu execu>HP'€Me tagao co ceA trada e ~e a-lizagao. Fora
L . L Tselemonadas apenas fémeas que ndo apresentavam alte-
tar a técnica no campo, determinando sua rapida dift-"_ . , . L. .
[acoes reprodutivas apos avaliacdo ginecoldgica, reali-

~ ~ .o
séo em todo o mundo. Desde entdo, avangos signi da através d | s al . . it
. . . . ada através de palpacdo retal, vaginoscopia e ultra-
cativos foram obtidos com equipamentos, meios onografia palpag » Vg P
ia.

cultivo, protocolos superovulatérios, técnicas de con-
gelamento [26] e com o0 entendimento da dindmicBrotocolo de superovulagéo
folicular [8], permitindo programar os horarios das Todas as doadoras foram submetidas ao mes-
distintas atividades [19]. No entanto, a baixa eficiénmo protocolo de superovulacdo, onde em dia aleato-
cia na recuperacdo observada nos trabalhos iniciais do ciclo estral (denominado dia DO), foi inserido
[9,20] ainda é comum nos dias de hoje, com a obtegm dispositivo intravaginal contendo Progesterona
¢éo de um nimero de embrides bastante inferior (20(BIB®) e administrado 2 mg de Benzoato de Estradiol
80%) ao numero de corpos luteos, 0 que atesta a refEstrogin®) por via IM. No D5 era iniciado o trata-
tiva ineficiéncia no processo de coleta convencionahento superovulatério, com a aplicacdo de 8 doses
[13,16,23], que sofreu poucas alteracdes desde sggcrescentes de FSH (Pluset®), em intervalos de 12h,
desenvolvimento inicial. com dose total de 200 a 300 Ul para doadoras Nelore
Recentemente, foi desenvolvida a técnica da 250 a 450 Ul para doadoras Jersey. As aplicacbes
recoleta [3], onde uma segunda lavagem uterinaféram realizadas as 07h e 19h, diariamente. Junta-
realizada ap6s um periodo de espera, no qual o Uteente com a sexta aplicacdo de FSH, no D7, foi admi-
ro fica repleto com o meio da coleta, resultando emistrada uma dose de prostaglandina (Ciosin®) e no
um incremento de aproximadamente 30% de enp8, as 19h, foi removido o dispositivo intra-vaginal,
brides recuperados de fémeas de corte. Em trabaljygtamente com a aplicacdo da Ultima dose de FSH.
preliminar [4], a taxa adicional de 40% de embridesNo D9, as 07h, foi aplicado 12,5 mg de LH (Lutro-
obtida ap6s a recoleta de vacas Jersey, sugere @ig®), com as doadoras sendo inseminadas em tempo
nesta raca a retencdo de embrides subsequente afixo 12 e 24h apos.
meira lavagem uterina seja superior. A escassez de n
estudos com esta técnica alternativa, especiadmencf(gleta e recoleta dos embrloe.s i
com gado leiteiro, justifica a realizacdo deste traba- As coletas foram reallzadas;_ em dlferer_ltes, qua—
Iho, que teve como objetivo avaliar o0 método ddldades do Estado de Santa Catarina, por dois tecnicos
recoleta na recuperacdo adicional de estruturas e%peru_entes. No sétimo dia apos a Inseminacao eta
fémeas superovuladas, avaliando-se a influéncia 8éoced|da~a coleta.por Iavagem uterina. Pgra~tal, apos
raca (Jersey e Nelore) e do operador no nimero tofhcontencéo do animal, procedia-se a avaliagdo da res-

de estruturas e embrides recuperados em cada etQBﬁta:j Ova”a?f" por palpagao retaclj, qu?ndo eraml ,des—
do processo. cartadas as fémeas com menos de trés corpos luteos.

A seguir, era realizada a anestesia epidural baixa, com
MATERIAIS E METODOS aplicacéo de 4 ml de lidocaina a 2% e a higienizacéo
da regido perineal do animal.

Doadoras Todas as coletas foram realizadas pelo método
Como doadoras foram utilizadas 38 fémeaganscervical, que consiste na passagem de um cateter

da raca NeloreBos indicu} e 19 da raca JerseBds de 2 vias, tipo Folley, pela cervix e sua fixagdo no corpo

taurug com idade entre 2 a 10 anos. Os animais erado Utero. A fixacdo foi realizada pela insuflacdo do ba-

provenientes de diferentes criatérios de Santa Catarif& com o proprio meio de coleta, com volume variando
sendo todas as coletas realizadas com proposito @4 a 7 ml. Apés a fixagdo, o cateter era acoplado a um
mercial, o que impossibilitou que cada animal fosssistema de mangueiras conectadas a um conector tipo Y,
utilizado pelos dois operadores. onde uma extremidade era ligada ao recipiente contendo
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0 meio de coleta e a outra a um filtro coletor de embribes RESULTADOS
(Encon~®). Ut.I|IZOU-Se aproximadamente 1 litro dg PBS Foram realizadas 57 coletas, sendo 38 em fé-
(Solucéo Salina Tamponada com Fosfato), previamente . .

. N . meas Nelore e 19 em fémeas Jersey, totalizando 599
aquecido a 37°C, na coleta de cada animal, em sucessl- . 0
vas lavagens. Na ultima infusdo, o Utero era preenchi((fos truturas, das quais 423 (70,6%) foram recuperadas

) f coleta e 176 (29,4%) na recoleta. Obteve-se uma

com uma quantidade variando de 60 a 100 ml de PB%?,

. meédia de 7,4 estruturas na coleta e 3,1 estruturas na
com o cateter sendo lacrado com uma presilha. Apos

este procedimento, o animal era liberado por um perio&SCOIeta' totalizando 10,5 estrutura.ts por procedimen-
Em 42 dos 57 (73,6%) procedimentos foram en-

de 30 a 50min, quando era submetido a uma segunga q q | Em doi
sessdo de lavagens uterinas (recoleta). A recoleta &%{jtra 0S estruturas no processo de recoleta. Em dois

realizada pelo mesmo operador, utilizando um novanimais nao foram recuperadas estruturas na coleta,

filtro e um volume adicional de aproximadamentesendo’ entretanto, obtidas respectivamente, uma e cinco
500 ml de meio estruturas na recoleta. Em um procedimento, apesar

de haver um numero razoavel de corpos liteos nos

Pesquisa dos embrides ovarios da doadora, ndo foi recuperada qualquer es-

O conteldo de cada filtro era depositado emyutura, tanto na coleta, quanto na recoleta.
placas de Petry quadriculadas (85 x 15 mm), sendo 0 N3o houve influéncia da raca em relacéo ao
filtro lavado com jatos de PBS com auxilio de umagmero médio total de estruturas obtidas, com 10,9 +
seringa acoplada a agulha, até a sua completa limpeg para a raca Jersey e 10,3 + 7,1 para a raca Nelore
za. A busca das estruturas era realizada sob ester@g;bda 1). No procedimento de coleta, obteve-se mé-
microscopio, com pelo menos duas procuras em cagg de 8,1 + 5,9 estruturas coletadas de fémeas da raca
placa. As estruturas encontradas nas placas de colgé@sey e 7,0 + 5,1 coletadas de fémeas da raca Nelore,
e recoleta eram mantidas em meio de manutencdgy, diferindo estatisticamente. Da mesma forma, a taxa
em placas diferentes, até serem contadas e catalogfsdia de recuperago no processo de recoleta foi se-
das nos distintos grupos do experimento. melhante entre as fémeas da raca Jersey e Nelore, com
Analise estatistica 2,7 + 2,7 e 3,2 + 2,9 estruturas recuperadas, respectiva-

Os dados foram analisados através de ufente. Nao foram observados efeitos dos operadores

modelo linear generalizado, com distribuicio de Poid € B em relac&o ao nimero médio total de estruturas
son, utilizando-se o pacote estatistico SAS [24], pagpPletadas (10,9 + 8,5 e 10,2 + 5,7, respectivamente),
um nivel de significancia de 5%. Foram avaliados 0dem como em relacdo ao nimero médio de estruturas
efeitos da raca e do operador sobre o nimero de @§tidas na coleta ou recoleta, estruturas obtidas pelo

truturas e embrides totais ou obtidos na coleta geperador A (7,5 + 6,8 ou 3,3 + 3,5), em relagdo ao
recoleta. operador B (7,3 + 4,3 ou 2,9 £ 2,4), respectivamente.

Tabela 1. Namero médio de estruturas obtidas de fémeas das ragas Jersey ou Nelore, em
procedimentos de coleta e recoleta, executados por dois operadores.

Estruturas recuperadas
Grunos Coletas Total
P n médio
Coleta Recoleta

Jersey 19 81+59 27+27 109+ 6,6
Nelore 38 70+51 32+29 103+ 7,1
Operador A 22 75+%6,8 33%£35 10,9 + 8,5
Operador B 35 73143 29+24 102+ 5,7

As médias nas diferentes colunas ndo diferiram estatisticamente (P > 0,05).
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DISCUSSAO Em nossa experiéncia (dados n&o publicados), a reali-
Oz_agéo de uma segunda lavagem uterina 2 a 12h apo6s
lidada como uma biotécnica que contribui significa—uma reduzida tI?xa de coleta, g;:_rglmelntli resulta edm
tivamente para o melhoramento animal, ainda aprg_oucas, ou nenhuma estrutura adicional. Nestas condi-

senta uma grande variagio nas taxas de recuperagg‘as' a falha é geralmente atribuida a falha de captacéo
dos embrides. Nos (ltimos anos. muitos trabalho%os Ovulos pelo infundibulo, & perda dos embrides atra-

buscaram otimizar o processo de superovulacdo [14’]?3 do oviduto ou mc,asmo all.degeneragao e absorcao de
a qualidade embrionaria [18], bem como a formulastruturas, fato também verificado em estudo retrospec-

cdo de protocolos com horarios pré-fixados [1119]t_iv0 com centenas de recoletas [25]. Segundo o autor, a

No entanto, outras praticas que sdo rotineiras, corflReNos que existam problemas técnicos na primeira la-
o procedimento de coleta, receberam pouca atencd@J€M. & taxa de recuperagéo na segunda lavagem &
da comunidade cientifica para a efetivacdo de melhB2ixa, principalmente quando a primeira coleta foi
rias. Atualmente, as formas mais comuns de lavaneficiente. Neste experimento, observamos que duas
gem uterina consistem no emprego de um circuitt$Meas, mesmo com um ndmero razoavel de corpos

fechado, onde o liquido é introduzido e recolhido g#iteos, ndo proporcionaram qualquer estrutura na cole-
Gtero por gravidade e, eventualmente, com um cifd € apenas um embrido na recoleta de uma delas, refor-

cuito aberto, onde o liquido é introduzido e retirad&ando esta teoria. Entretanto, € possivel a existéncia de

do Utero através de uma seringa [21]. Independerfécecoes, como o caso da fémea em que se obteve
da forma de coleta, diferentes estudos [9,10,12,18iNco estruturas na recoleta, enquanto a coleta ndo pro-
15,16,20,21] demonstram que a taxa de recuperBorcionou nenhuma estrutura, também observado nes-
cdo de estruturas obtidas com a lavagem dos corrgsestudo.
uterinos é inferior ao nimero de ovulacdes, com os- Aparentemente, o sucesso da recoleta reside
cilagbes entre 20% a 80%, 0 que também é demori#@ manutencdo do liquido de coleta no interior do
trado neste experimento, onde em 42 dos 57 animaltero por um periodo de tempo, enquanto o animal
coletados (73,6%) obtiveram-se estruturas adicionai$¢ movimenta. Apos sucessivas infusbes, o (tero ten-
Estes dados demonstram uma relativa ineficiéncia rit¢ a expandir-se, principalmente em animais mais
processo de coleta convencional. Mesmo com esv&lhos [25]. Alguns técnicos enfatizam a necessida-
constatacdo, o processo de coleta por via cervicdg¢ de massagear os cornos uterinos para liberar os
tem permanecido praticamente inalterado desde saembrides das pregas endometriais, enquanto outros
implantacdo em meados dos anos 70 [6,7,22].  enfatizam a necessidade de expandir o Utero para des-
Com o propésito de quantificar e reduzir a refazerem-se as pregas [25]. Embora n&o seja conheci-
tencdo de embrides na coleta, diferentes estudos fis 0 exato mecanismo que possibilita a recuperagéo
ram desenvolvidos. O local de fixacdo do baldo nde estruturas adicionais na recoleta, & possivel que o
corno uterino da fémea, durante a lavagem, exeroglaxamento da parede uterina, e a presenca de liquido
influéncia na taxa de recuperagdo embrionaria. Emo seu interior, associados ao movimento do animal,
estudo prévio, a fixacéo logo apds a bifurcacdo uterinepntribuam para desfazer possiveis dobras, bem como
embora demande o dobro do volume do meio de cdissolvam secre¢des mucosas, liberando, assim, es-
leta, proporcionou um aumento significativo na quantuturas que ficariam retidas durante o procedimento
tidade de estruturas coletadas (69,3%), em relacd@a@nvencional.
fixacdo mais préxima da juncéo Utero-tubarica (37,4%) Neste estudo, a fixacdo do cateter no corpo
[23]. A realizacdo da lavagem individual de cada cordo Gtero possibilitou perfundir a totalidade do Iimen
no uterino proporcionou a recuperagao de 40% dae®s dois cornos uterinos, exigindo um volume adicio-
presumiveis embrides, contra 31% da lavagem simutal significativo de meio que, todavia, tem um custo
tanea dos mesmos pelo corpo uterino, valores quelativamente baixo, sendo também observado em
todavia, ndo diferiram estatisticamente [12]. outros estudos [23]. Entretanto, esta metodologia pos-
Perfuses adicionais, realizadas algumas horailita 0 emprego de sondas mais curtas, do tipo Folley,
apos a coleta [25], ou apos o abate dos animais [9], ptpie tem um custo até 100 vezes menor do que algu-
porcionaram um adicional de 9% a 10% de estruturasias sondas especificas e necessarias para a coleta no

A transferéncia de embrides, embora cons

7
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corno uterino de vacas de grande porte e/ou com trdersey e Nelore, respectivamente. A taxa média de
tos genitais grandes. O fato de se realizar a lavageetoleta de 3,1 estruturas observada neste experimento
dos dois cornos uterinos simultaneamente, permiteéabastante proxima a observada com animais da raca
utilizacdo de apenas um cateter por animal e por prGuzera (3,6) [3] e da raca Nelore e suas cruzas (3,1)
cedimento, em contraste com a lavagem individudglL7]. Em nosso experimento ndo foi constatado efei-
de cada corno, que requer a substituicdo do catettr,dos operadores em relacdo ao numero médio total
aumentando o tempo e os custos do trabalho. Aindde embrides coletados (10,9 e 10,2), e ao namero
em relacdo ao aspecto econémico, o emprego d@édio de embribes obtidos na coleta (7,5 e 7,3) ou
recoleta € ainda mais promissor, j& que o incrementecoleta (3,3 e 2,9). O incremento obtido na taxa de
médio de aproximadamente 30%, obtido na recupeecuperagdo embrionaria com o procedimento da
racdo embrionaria, pode gerar uma receita adicionscoleta é semelhante aos descritos por outros auto-
gue cobre todos os custos do programa. res [3,4,17], demonstrando a efetividade da técnica
Neste estudo, 0 emprego da técnica da recpara fémeas de corte ou leite, sejam de origem india-
leta possibilitou um incremento médio de 2,7 (8,1 pamaa ou européia.
10,9) embribes por coleta nas fémeas Jersey e de 3,3
(7,0 para 10,3) embrides por coleta nas fémeas Nelore,
dados semelhantes aos observados na racga Limosin O procedimento de coleta de embrides bovi-
(8,3 para 12,7), Guzera (7,9 para 11,5) [3] e Nelorers por via cervical apresenta deficiéncias que podem
suas cruzas (8,3 para 11,4) [17]. Em 73,6% (42 de 53@r contornadas, ao menos em parte, com a utilizacao
dos procedimentos foram encontradas estruturas do processo de recoleta que, em fungdo da manuten-
processo de recoleta, resultado muito proximo dos 80&6io do cateter no corpo do Gtero apds a coleta, € um
(24 de 30) observados com animais da raca Nelorepeocedimento muito simples e rapido, podendo ser
cruzas Neloress. Simental [17]. executado com apenas um pequeno tempo adicional.
Embora diferentes trabalhos [2,5] tenham evi- A significativa taxa de recuperacdo embriona-
denciado que a raga da doadora seja uma importan obtida neste processo, convalidada por resultados
fonte de variagdo nos resultados da transferéncia gdemelhantes descritos por outros autores, demonstra que
embrides, neste estudo néo foi verificado efeito da técnica é efetiva para fémeas de corte ou leite, sejam
raca no total de estruturas obtidas por coleta, code origem indiana ou européia. Adicionalmente, foi
10,9 para fémeas da raca Jersey e 10,3 para fémeamonstrado que o operador, quando experiente, ndo
da raca Nelore. Da mesma forma, ndo foram obsegxerce influéncia nas taxas de coleta, recoleta, bem como
vadas diferengas entre as taxas obtidas na coleta (Bd nimero total de embriGes obtidos, nas condigbes
vs. 7,0) ou recoleta (2,Vs. 3,2) para fémeas da racadeste estudo.

CONCLUSOES
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