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RESUMO. A técnica ultrassonografica de inje¢do ultra uterina € um método alternativo de
transferéncia de embrides que vem sendo empregada em equinos com bons indices de
fertilidade. O objetivo deste trabalho é destacar a eficiéncia da técnica ultrassonografica de
injecdo ultra uterina como método alternativo nédo cirdrgico para transferéncia embrionaria
em equinos. A metodologia utilizada foi a revisao bibliogréfica, a partir de pesquisas em
sites académicos como GOOGLE Académico, BIREME, SCIELO e livros. Os resultados
apontaram para aspectos relevantes quanto a sincronizagédo de cio, inseminagao artificial in
Vvivo ou in vitro e técnica cirdrgica de transferéncia de embrides (injecéo intrauterina) por
ultrassonografia. Concluiu-se que a inje¢do intrauterina ¢ mais um método alternativo de
transferéncia de embrides, com taxas de prenhez similares aos métodos comuns e que pode
ser uma opcao valiosa para éguas com historico de dificuldade de transposicéo da cérvice
durante o procedimento de inovulago.

Palavras-chave: Transferéncia embrionaria, equinos, técnica ultrassonografica de injecdo
ultra uterina

Embryonic transfer in equins: Non-surgical method based on
ultrasound technique of ultra-uterine injection

ABSTRACT. Sonographic ultra-uterine inject ultra-sonagrafiation technique is an
alternative method of embryo transfer that has been used in horses with good fertility rates.
The objective of this study is to highlight the efficiency of ultrasound ultra-uterine injection
technique as a nonsurgical alternative method for embryo transfer in horses. The
methodology used was a literature review, from research in academic sites such as
GOOGLE Scholar, BIREME, SCIELO and books. The survey results pointed to relevant
aspects regarding the synchronization of estrus, artificial insemination in vivo or in vitro
and surgical technique of embryo transfer (intrauterine injection) by ultrassonagrafia, it
concluded that 1Ul is another alternative method of embryo transfer with Similar pregnancy
rates to the current methods and can be a valuable option for mares with transposition
difficult history of the cervix during the embryo transfer procedure.

Keywords: Embryo transfer, equines, technical sonographic injection ultra-uterine

Transferencia de embriones en equinos: método no quirdrgico
basado en la técnica ecografica de inyeccion ultra uterina

RESUMEN. La técnica ecogréfico de inyeccion ultra uterina es un método alternativo de
transferencia de embriones que se ha utilizado en caballos con buenos indices de fertilidad.
El objetivo de este estudio es destacar la eficacia de la técnica ecogréfica de inyeccion ultra
uterina como un método alternativo no quirdrgico para la transferencia de embriones en los
equinos. La metodologia utilizada fue una revision de la literatura, desde la consulta en
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sitios académicos como GOOGLE Académico, BIREME, SciELO y libros. Los resultados
del estudio apuntaron a aspectos relevantes con respecto a la sincronizacion del estro, la
inseminacion artificial in vivo o in vitro y la técnica quirargica de la transferencia de
embriones (inyeccion intrauterina) por ecografia. En conclusién la inyeccion intrauterina
es un método alternativo de transferencia de embriones con tasas de prefiez similares a los
métodos comunes y puede ser una opcion valiosa para las yeguas con historico de dificultad
de transposicion del cuello del Utero durante el procedimiento de la transferencia de

embrion.

Palabras clave: Transferencia de embriones, los caballos, técnica ecografica de inyeccion

ultra uterina

Introducéo

EmbriGes equinos tém sido comumente
transferidos por dois métodos: transcervical (ndo
cirirgico) ou cirurgico. As taxas de prenhez
originadas pelo primeiro oscilam bastante, embora
seja de mais facil aplicacdo. Apesar de 0 método
cirtrgico ter originado taxa mais elevada de
prenhez é bem mais oneroso (Arruda et al., 2001).
Nesse universo, o desenvolvimento de novas
técnicas reprodutivas possibilitou o melhor
aproveitamento dos animais, tornando possivel
acelerar o aprimoramento das ragas e Seus
cruzamentos. A inseminacao artificial foi uma das
primeiras a se destacar e, despois desta, a
transferéncia de embrides pode ser definida como
a mais promissora (Carvalho, 1992, Arruda et al.,
2001). A técnica ultrassonogréafica de injecdo ultra
uterina (11U) desenvolvida por Gastal (1998) é um
método alternativo de transferéncia de embrides
gue evita alguma desvantagens da técnica
transcervical advindas da manipulagdo cervical.
Esta técnica permite a deposi¢do de substancias
dentro do dtero com total controle do
procedimento de injecdo pelo monitor do
ultrassom assegurando maior eficiéncia (Arruda et
al., 2001). Dentro da espécie equina, nas ragas que
permitem o uso da inseminacdo artificial, essa
técnica vem sendo empregada com bons indices
de fertilidade, além de proporcionar menor
desgaste do garanhd@o e possibilitar o progresso
genético do plantel existente (Carvalho, 1992).

Sincronizagao de cio

Para o0 éxito da transferéncia de embriGes é
necessario que tanto o doador e o receptor
encontrem-se dentro de certo nimero de dias do
ciclo estral (sincronizada), uma vez que a fémea
que recebe o embrido deve ser idealmente no
mesmo dia do ciclo o doador, embora um
adiantamento ou um dia que est4 atrasado até trés
dias antes da ovulacdo da doadora tolerado.
Assim, o embrido obtido vai ser colocado num
fisiologicamente semelhante a do ambiente

uterino que existia no momento de recuperagédo
(Bortot and Zappa, 2013).

A sincronizagdo é de suma importancia para a
transferéncia do embrido, sendo a égua receptora
manejada para estar em sincronismo com a égua
doadora, ambas devem estar em condigdes
adequadas, sem alteracfes uterinas e ovarianas, e
sem problemas relatados de gestagéo anteriores da
receptora (Bortot and Zappa, 2013).

De acordo com Bortot and Zappa (2013)
alguns aspectos sdo fundamentais: selegédo
adequada da fémea receptora; utilizacdo de
machos de boa qualidade; bom controle sanitéario
e mao de obra especializada; idade entre 3 (trés) e
10 (dez) anos; a sincronizagdo pode ser feito
através da utilizacdo de Prostaglandina F2 alfa
(PGF2a), associada a progesterona exogena; as
fémeas sincronizadas examinadas diariamente por
palpacdo retal e ultrassonografia para
monitoramento da ovulacdo e crescimento
folicular - mesmo com a sincronizacdo, fémeas
podem ovular com até 3 (trés) dias de diferenca.
(Barafiao, 2007). Nas éguas a sincronizagdo do
estro e da ovulacdo possui uma maior
complexidade, quando comparada com outras
fémeas de animais domésticos. Provavelmente
isso ocorre devido a longa fase folicular que
possuem as éguas e pela dificuldade que se tem de
adequar o controle do crescimento folicular. A
sincronizacdo do estro e da ovulacdo permite que
éguas sejam  cobertas ou inseminadas
artificialmente em um periodo pré-determinado,
com ou sem a deteccdo de cio. A principal
aplicagdo da sincronizacdo do estro e da ovulagédo
em éguas e na transferéncia de embrides, quando
a ovulacdo da égua receptora deve ocorrer um dia
antes e dois dias apds a ovulagdo da égua doadora
(Squires et al., 2003).

Inseminacao artificial in vivo ou in vitro

A inseminacdo artificial, além de acelerar o
melhoramento genético do rebanho, possibilita

PUBVET

v.11, n.2, p.143-148, Fev. 2017



Transferéncia embrionaria em equinos

uma larga expansdo das caracteristicas de
garanhfes de qualidade genética superior. Na
espécie equina, essa técnica vem alcancando bons
indices de fertilidade e promovendo o progresso
genético num periodo significativamente menor
do que o dispensado com a monta natural (Bortot
and Zappa, 2013, Taveiros, 2011). Essa técnica
ainda proporciona um menor desgaste dos
garanhfGes e a ndo disseminacdo de doencas
sexualmente transmissiveis (Fleury et al., 2007,
Taveiros, 2011).

Também foi avaliada in vitro a eficiéncia da
referida técnica na deposicdo de substancias e de
odcitos no Iumen uterino. As taxas de sucesso da
injecdo variaram de 75 a 89,8%. Mostrou-se
também que essa técnica € de rapida execucéo
(Gastal et al., 2004).

Depois de detectado o estro a fémea doadora é
inseminada em dias alternados, com doses
equivalentes a 500 x 10°. Caso a inseminacdo seja
feita in vitro, a mesma quantidade de sémen deve
ser administrada para fertilizacdo dos od6citos
coletados, mas a taxa de fertilizag&o in vitro ndo
tem bons resultados em equinos, assim como
maturacdo in vitro. Apos a fertilizacdo dos odcitos
segue-se para s proxima etapa (Barafiao, 2007).

Recuperacgédo embrionaria

De acordo com as experiéncias citadas por
Carnevale et al. (2000) e Carvalho (1992) apéds
sete ou oito dias da inseminagdo artificial é
realizada a recuperagao embrionaria ndo cirdrgica.
As coletas ocorrem no sétimo ou oitavo dia ap6s a
ovulagdo, dependendo da sincronizacdo com as
receptoras. Os autores acima destacam que a
técnica de lavado uterino era realizada
antigamente lavando-se o corno ipsilateral a
ovulagdo, inflando o bal&o do cateter na base do
corno. Atualmente infla-se o bal&o no corpo do
Gtero com até 60 ml de ar lavando os dois cornos
ao mesmo tempo. Para a lavagem a solucdo mais
utilizada é a solucdo salina fosfatada tamponada
de Dulbecco & Vogt modificada por Whittingham
em (Whittingham, 1971).

Neste aspecto, sdo utilizados até trés litros de
solucdo, divididas em aliquotas de 500 ou 1000 ml
cada, de acordo com o tamanho do Utero da
doadora. Sonda ou cateter é acoplado ao circuito
ao qual faz a drenagem, o fluxo de recuperagéo
pode ser recuperado em recipientes estéreis de
grande volume quando o fluxo de recuperagéo for
constante. Quando ndo pode ser interrompido com
a utilizacdo de uma ping¢a, o volume recuperado
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chega até 98% do total utilizado infundido (Peres
et al., 2007)

Colheita de embriGes e lavagem uterina

Existem dois métodos de colheita de embrides,
0 cirdrgico e o ndo cirdrgico. O método cirdrgico
foi descrito por Allen and Rowson (1975) deve ser
utilizado somente quando o objetivo for a
obtencdo de embrifes em estdgios iniciais de
desenvolvimento, pois a sua realizacdo consiste na
lavagem do oviduto. O método ndo cirdrgico (via
transcervical) foi descrito primeiramente em 1972
por Oguri and Tsutsumi (1972) que utilizaram um
cateter de trés vias, similar ao preconizado por
Rowson and Dowling (1949) em 1949 para
colheita de embrides em bovino (Oguri and
Tsutsumi, 1972).

O procedimento ndo cirurgico de coleta do
embrido do lumen uterino e relativamente simples.
A colheita de embribes é realizada somente a
partir do 6° dia pés-ovulacao, pois 0s embrides na
égua migram ao Gtero com 5 ou 6 dias de idade
(Ogquri and Tsutsumi, 1972).

No laboratério, previamente ao flushing, a
sonda, circuito e filtro sdo preparados na zona
limpa, em condicbes de higiene, e s6 depois
trazidos para o exterior onde se encontra a égua.
Antes do procedimento de recolha, a zona vulvar
e perivulvar da égua sdo lavadas com sabdo
diluido em agua e, posteriormente, os labios e
comissura vulvares sdo limpos com algodéo
embebido em solugdo fisioldgica (Anjo and Bran,
2010).

O embrido é recolhido por uma lavagem
uterina (flushing) da égua doadora, utilizando para
tal 2 a 3 litros de uma solucdo de Ringer Lactato
previamente aquecida a 37-40°C. Utiliza-se um
cateter do tipo Foley, semi rigido, que passa pela
cérvix até ao corpo uterino (Vanderwall and
Woods, 2007). Este cateter possui um baldo na
por¢éo anterior que, quando cheio de ar, impede
que o meio de lavagem reflua através da cérvix
para a vagina. O extremo posterior é ligado a um
circuito de duas vias, em que uma extremidade
corresponde ao recipiente com o meio de lavagem
e a outra ao filtro. Quando o cateter se encontra
bem posicionado procede-se & introducéo do meio
de lavagem e sua posterior recolha. Para facilitar
este procedimento, pode-se colocar uma mao pelo
reto, de modo a ser possivel massagear e elevar 0s
corpos uterinos tendo isto impacto positivo na
saida do fluido (McKinnon et al., 2011).
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Em caso de dificuldade de extracdo, pode-se
efetuar uma ecografia para verificar onde se
encontra o fluido, de modo a poder redirecionar a
sonda. O filtro deve estar protegido da luz solar,
por exemplo com papel prata, para reduzir os
riscos de dano ao embrido. Quando se termina o
procedimento, separa-se o filtro do circuito, e, ja
no laboratdrio, transferem-se os 20 a 30 ml de
meio de lavagem que ficaram residuais no filtro
para placas de petri estéreis (McKinnon et al.,
2011).

O embrido € entdo procurado nas referidas
placas, através da utilizacdo de uma lupa
estereoscopica, A placa de petri deve estar
previamente riscada na sua parte inferior para
facilitar a localizacdo do embrido. Uma vez
localizado, este é removido por aspiragdo com o
auxilio de uma palheta de 0,5 ou 0,25 mL,
acoplada a uma seringa de insulina, e transferido
para uma placa de petri menor (35 x 10 mm),
contendo o0 meio de manutencdo TQC®, Ham
F10, Encare®, dentre outros (Bortot and Zappa,
2013).

Quanto ao desenvolvimento, o embrido deve
ser classificado em morula, blastocisto jovem ou
blastocisto  expandido. Apds avaliagdo e
classificacdo, o embrido € lavado em 10 passagens
consecutivas no meio de manutencdo. O objetivo
desse procedimento é eliminar as impurezas
presentes na zona pellcida antes aspird-lo na
palheta de inovulacdo (Vallecillo et al., 2007).

O embrido é envasado em palheta plastica de
0,25 mL em porcdes alternadas de solugdo de
manutengdo e ar. Este procedimento minimiza 0s
movimentos do embrido dentro da palheta e
assegura a perfeita expulsdo do embrido para
dentro do Utero (McKinnon et al., 2011).

Em relacdo a égua, imediatamente ap6s o
flushing, € administrada PGF2_ para que se dé a
lutedlise e consequente inicio de um novo ciclo.
Se o fluido ndo for recolhido na totalidade,
administra-se ocitocina endovenosa (McKinnon et
al., 2011).

Transferéncia dos embrides (TE)

A TE é um procedimento que visa recolher o
Gtero um embrido entre seis e oito dias apos a
ovulacdo. Pela lavagem uterina de uma égua
doadora. O embrido é transferido (forma cirdrgica
ou ndo cirdrgica) para o Utero de outra égua
sincronizado com o doador (Taveiros, 2011).
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O equipamento para inovulagdo mais utilizado
pelos pesquisadores de embrides equinos é a
pipeta de inseminacdo artificial. Contudo, varios
outros aplicadores também tém sido descritos,
como o modelo Hannover de transferéncia de
embriBes bovinos (Lira et al., 2009).

A avaliagdo das receptoras, anteriormente ao
ato da transferéncia, é de suma importancia.
Devendo-se selecionar a égua mais adequada para
receber o embrido. Tal selecdo fundamenta-se nas
concentragbes plasmaticas de progesterona,
naquele momento, contribuindo assim, para que
estas apresentem as melhores condicdes
reprodutivas. Entdo, por palpacdo deve-se
observar a cérvix firme e fechada, aumento de
tonus uterino (cilindrico e tubular). A inovulacéo
do embrido é feita com muita habilidade do
técnico no corpo do Utero na regido da bifurcacao
cornoal (Riera, 2009).

Além disso, ndo pode haver nenhuma
evidéncia de dobras endometriais ou secregdo
uterina no exame ultrassonogréfico.
Administrando  progesterona em  receptoras
equinas no periodo de DO (dia da ovulagdo) a D5,
possibilitaram a inovulagdo destas receptoras no
D2, obtendo taxa de prenhez estatisticamente
similar as éguas consideradas excelentes a para
inovulagdo no D5 (Carnevale et al., 2000).

Técnica ndo cirargica de transferéncia de
embribes (injecéo intrauterina) por
ultrassonografia.

A intensificagdo do uso do ultrassom na
Medicina Veterinaria a partir da década de 80
contribuiu para aumentar a eficiéncia do exame
clinico-ginecoldgico, possibilitando  detectar
vesiculas embrionarias entre 10 e 12 dias apds a
ovulagdo, assim como sinais precisos da evolugdo
da gestacdo e da perda do concepto (Taveiros
2011). Atualmente a técnica de injecdo
intrauterina por ultrassonografia, consiste na
utilizacdo de um aparelho de ultrassom equipado
com transdutor convexo de 5,0 MHz acoplado a
uma extensdo plastica para procedimentos
transvaginais em grandes animais. Cateteres
flexiveis de polietileno com 0,8 mm de diametro
externo e 0,6 mm de diametro interno com 100 cm
de comprimento para a inovulagdo.

De acordo com Lira et al. (2009) esta técnica
utiliza tubo de teflon ou polietileno de didmetro de
0,8 mm em didmetro e 70 cm de comprimento que
estda acoplado a uma agulha de 56 cm de
comprimento de 17 gauge sdo introduzidos no
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canal guia metalico, que est4d conectado ao
transdutor linear convexo. ApoOs introduzir no
canal vaginal, gira-se o transdutor 90° para
visualizagdo longitudinal do segmento posterior
do corno uterino; perfurando as paredes vaginais e
uterinas, se tem a confirmacao do posicionamento
no limen uterino com a agulha visualizada pelo
U.S, em movimentos de vai e vem na parede do
endométrio. Esta técnica pode ser utilizada para a
introducdo do embrido com fluidos no lamen
uterino (Lira et al., 2009). Este método pode ser
vantajoso em relagdo as outras TE devido ao fato
de:

Ser um procedimento rapido (1 a 2 minutos),
necessitar de leve tranquilizagdo do animal, ser um
procedimento pouco invasivo, ndo necessitar de
muita manipulacdo do Utero e de nenhuma
manipulagdo cervical, evitando assim, possivel
liberacdo de PGF e ocitocina e ser um
procedimento com minimas chances de
contaminacdo (Lira et al., 2009).

Consideragdes finais

Foi possivel destacar a eficiéncia da técnica
ultrassonogréfica de injecdo ultra uterina (11U)
como método alternativo ndo cirlrgico para
transferéncia embrionaria (TE) em equinos.

A técnica 11U é mais um método alternativo de
TE, com taxas de prenhez similares aos métodos
atuais e que pode ser uma opgao valiosa para éguas
com histérico de dificuldade de transposigdo da
cervice durante o procedimento de inovulagéo.

Além disso, esse procedimento pode
representar um grande potencial para maximizar a
utilizacdo da TE em outras espécies, necessitando
de estudos futuros para sua aplicagéo.
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