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Introducao

A transferéncia de embrides é uma técnica
reprodutiva comum na medicina veterinaria e
tem a vantagem de permitir que éguas de alto
valor produzam mais de um potro por ano, que
éguas mais velhas doem embrides a receptoras
mais novas, que éguas subférteis doem embrides
a éguas em melhor condi¢do reprodutiva e que
éguas em atleta s doem embrides sem interrom-
per o treinamento. O primeiro potro obtido por
transferéncia de embrides nasceu em 1974. Du-
rante os 36 anos subsequentes, vimos o desen-
volvimento de equipamentos e técnicas voltados
para o maior sucesso da coleta de embrides. O
objetivo deste artigo é revisar as técnicas de re-
cuperagdo embriondria e fornecer dados sobre
0 seu sucesso em programas de transferéncia de
embrides.

Materiais e métodos

A recuperac¢do do embrido costuma ser tentada
7 ou 8 dias apds a ovulagdo (MCCUE et al., 2001;
SQUIRES et al., 2003) . A coleta de embrides me-
nores (< 300 um, por exemplo) para criopreserva-
¢ao requer lavagem no dia 6,5 ou no inicio do dia
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7 ap6s a ovulagdo. Emprega-se um cateter de silicone de 8,0
mm de didmetro com balonete inflavel para facilitar a lava-
gem transcervical e um filtro coletor para embrides de 75
um acoplado ao equipo de saida, podendo-se também regu-
lar manualmente o equipo na altura do filtro. Um conjunto
estéril de equipo em Y, com sistema de regulagdo do fluxo
de entrada e saida, ¢ empregado para conectar o cateter ao
frasco de fluido e ao filtro coletor.

A coleta do embrido pode ser feita usando-se um
meio de lavagem comercial “completo” contendo um
agente de tamponamento, antibiético e surfactante, ou
empregando-se simplesmente solugdo de Ringer com
lactato acrescida ou nao de soro de bezerro ou albumina
sérica bovina purificada (BSA) como agente surfactante,
para prevenir a aderéncia do embrido ao equipo, ao filtro
ou a placa.

O utero da égua doadora ¢ lavado de trés a quatro
vezes consecutivas com 1 litro de fluido preaquecido (30-
35 °C) ou a temperatura ambiente por vez. A quantidade
de fluido empregada em cada lavagem depende do ta-
manho do utero e/ou da paridade da égua e o objetivo
é provocar expansdo suficiente do limen uterino para
que o fluido chegue a todas as suas partes, incluindo a
area entre ou sob as pregas endometriais. O meio de la-
vagem reflui através do cateter por gravidade, passando
pelo filtro coletor, podendo-se massagear o utero por via
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retal durante o procedimento de infusdo e recuperagio
do meio. A recuperagdo do fluido de lavagem pode ser
monitorada empregando-se um frasco graduado para
mensurag¢ao do efluente e/ou o exame ultrassonografico
do utero ao final do procedimento.

A busca do embriao pode ser iniciada ap6s cada lava-
gem sucessiva ou apds a recuperagdo do volume final de
meio, despejando-se o contetdo do filtro em uma placa
e procedendo-se com o seu exame. Na auséncia de em-
brides, pode-se realizar nova infusdo de meio no utero e
medicar a égua com 20 unidades de ocitocina, pela via
intravenosa, a fim de estimular as contragdes uterinas. O
meio é mantido no ttero da égua por aproximadamente
3 minutos antes de permitir seu refluxo por gravidade,
estimulado pela massagem retal (HINRICHS et al., 1990;
MCCUE et al., 2003). No final do procedimento de lava-
gem do embrido, a égua doadora recebe prostaglandinas
para desencadear a lutedlise.

A taxa de recuperagdo de embrides é influenciada
por muitos fatores, como a idade e a fertilidade da égua
doadora, a qualidade do sémen do garanhio, o dia da
recuperagdo, o numero de ovulagdes e a experiéncia do
clinico (MCCUE et al., 2001; SQUIRES et al., 2003) , e
se correlaciona com a idade e a condi¢ao reprodutiva
da égua doadora. Observa-se um percentual maior de
recuperagdo de embrides em éguas com menos de 10
anos de idade do que em éguas com mais de 15 anos de
idade. A taxa de recuperacdo de embrides é aproxima-
damente 5 a 10% inferior a taxa esperada de prenhez
por ciclo.
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Foi realizada uma analise retrospectiva do sucesso da
recuperagdo de embrides no programa da Universidade
do Colorado. Os embrides foram avaliados quanto a qua-
lidade, tamanho e estdgio de desenvolvimento, conforme
descrito anteriormente. As comparagdes das taxas de re-
cuperagdo e do tamanho dos embrides entre os grupos
foi feita através do programa SAS. Todos os valores foram
apresentados como média * e.p.m.

Resultados

Um total de 492 procedimentos de recuperagio reali-
zados em éguas de clientes na Universidade do Colorado
entre 2004 e 2008 foi revisado, incluindo-se apenas os
dados dos casos em que o manejo da égua doadora foi
realizado no local. Um total de 257 embrides foi coletado
e, em um pequeno nimero de casos, nao havia registro
do escore de qualidade do embrido ou do seu estagio de
desenvolvimento. A idade exata do embrido em relagdo
ao dia da coleta ndo era conhecida nos casos de ovula-
¢des duplas assincronicas com coleta de Ginico embrido.

De uma forma geral, o nimero médio de ovulagdes
por ciclo e o nimero de embrides recuperados por lava-
gem foi de 1,18 + 0,02 e 0,52 * 0,03, respectivamente. As
taxas de recuperagdo por lavagem e por ovulagao ficaram
em 48,1% e 45,2%, respectivamente. A maioria dos embri-
oes (97,6%) recuperados apresentou qualidade excelente
(Grau 1) ou boa (Grau 2) (Tabela 1). O tamanho médio
(didmetro externo) do embrido praticamente dobrou em
cada dia consecutivo de coleta (Tabela 2). Os percentuais
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“ COMENTARIO N° DE EMBRIOES PERCENTUAL (%)

1 Excelente

2 Bom

3 Ruim

4 Degenerado ou Morto

198 789 %
47 18,7 %
6 24 %
0 0 %

TABELA 1 - Qualidade (grau) de 251 embrides coletados de éguas doadoras

183
8 35

191,8 £ 13,2 150-325
354,0+ 13,9 150-900
6239+729 150-2500

TABELA 2 - Didmetro (um) de 238 embrides em relacdo ao dia da coleta

ESTAGIO N° DE EMBRIOES PERCENTUAL (%) MEDIA = D.P. (pMW) FAIXA (pM)

Mbrula 12,2 156,7 + 3,0 125-200
Blastocisto inicial 66 259 188,56 +3,9 150-225
Blastocisto 44 17,3 2959 +6,3 200-400
Blastocisto Expandido 115 451 598,0 +22,5 250-2500

TABELA 3 - Estagio de Desenvolvimento embrionério de 256 embrides coletados de éguas doadoras

de embrides em varios estagios de desenvolvimento (moé-
rula, blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expan-
dido) estao dispostos na Tabela 3.

A idade da égua doadora influenciou a taxa de recu-
peracgio, obtendo-se a recuperacio de um ou mais em-
brides em 144 de 252 lavagens (57,1%) realizadas em éguas
com idade < a 15 anos e em 93 de 236 lavagens (39,4%)
realizadas em éguas com mais de 15 anos de idade. Os
embrides recuperados de éguas de idade < a 5 anos ten-
deram (p<o,1) a ser maiores em um determinado dia de
coleta do que os embrides coletados de éguas de mais de
5 anos de idade. Nao houve diferengas de tamanho entre
os embrides coletados de éguas com idade < a 15 anos e
de éguas com mais de 15 anos de idade.

Eguas inseminadas com sémen fresco ou refrigerado
produziram um ou mais embrides em 51,9% (27/52) € 51,6%
(182/353) dos ciclos, respectivamente. Em contrapartida,
éguas inseminadas com sémen congelado geraram um ou
mais embrides em 33,3% (26/78) dos ciclos. O didmetro dos
embrides recuperados no dia 7 (n = 144), de éguas insemi-
nadas com sémen refrigerado (401,9 + 19,6 um), foi maior
(p<0,05) do que o dos embrides recuperados no mesmo dia,
de éguas (n = 11) inseminadas com sémen congelado (258,2
* 33,3 um) (Figura1). Os embrides (n = 24) coletados no dia
8, de éguas inseminadas com sémen refrigerado, tenderam
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(p = 0,0553) a ser maiores (716,9 + 104,9 pm) do que os em-
brides (n = 10) coletados no mesmo dia, de éguas insemina-
das com sémen congelado (383,5 + 54,9 pm).

Um ou mais embrides foram recuperados em 43 de 72
ciclos (59,7%) com ovulagdes duplas espontineas e em 190
de 406 ciclos (46,8%) com ovulagdes unicas (p<0,05). A
taxa de recuperagdo de embrides por ovulagao foi de 46,8%
nos ciclos com ovulagdes unicas e de 41,1% nos ciclos com
ovulagdes duplas. O niimero de embrides recuperados de
34 éguas com ovulagdes duplas unilaterais (0,9 + 0,8 em-
brides por lavagem) nao diferiu significantemente (p>0,05)
do niimero de embrides recuperados de 34 éguas com ovu-
lagdes duplas bilaterais (0,8 + 0,8 embrides por lavagem).

Eguas que apresentaram quantidades minimas ou au-
séncia de fluido no utero apds a cobertura produziram um
embrido em 158 de 307 lavagens (51,5%), enquanto éguas
que apresentaram acumulo discreto a moderado de fluido
apos a cobertura geraram um embrido em 78 de 176 ciclos
(44,3%) (p = 0,1016). O tratamento das éguas nesta tltima
categoria foi feito com uma combinagio de lavagem ute-
rina e agentes ecbolicos (ocitocina ou prostaglandinas).

A qualidade, ou as caracteristicas, do meio recupe-
rado mostrou relagdo com o sucesso da recuperacio de
embrides. Eguas com quantidades minimas de debris no
efluente uterino produziram um embrido em 235 de 462



lavagens (50,9%), contra apenas 2 embrides recuperados
em 21 lavagens (9,5%) com saida de fluido turvo ou con-
tendo quantidades anormais de debris (p<o,001).

Em 31 ocasides, a égua doadora foi submetida a nova
lavagem apos a falha na recuperagdo do embrido, com
resultados positivos em 3 destas 31 tentativas (9,7%). Na
maioria das lavagens repetidas, notou-se um aumento da
turbidez ou da quantidade de debris no meio recuperado.

Em geral, as éguas foram lavadas mais de uma vez por
estacdo e o percentual de tentativas de recuperacdo com
obtenc¢do de um ou mais embrides tendeu (p = 0,1009)
a ser mais elevado nas éguas lavadas de 1 a 4 vezes por
estagdo (217/439; 49,4 %) do que nas éguas lavadas 5 ou
mais vezes (20/53; 377 %) (Tabela 4).

A presenca de um ovdcito nao fertilizado (UFO) no
meio recuperado foi registrada em 3 de 495 procedimen-
tos de lavagem, com recuperagdo de um embrido junto
com o UFO em 1 deles. E possivel que, em alguns casos, a
recuperagdo de um UFO ndo tenha sido registrada.

Discussao

A maioria dos embrides equinos coletados apresenta
qualidade boa a excelente devido ao transporte seletivo de
embrides viaveis através do oviduto, que é facilitado pela se-
cregao de prostaglandina E, (PGE)) pelo embrido (WEBER
et al.,, 1991). Embrides de ma qualidade, embrides mortos e
ovdcitos nao fertilizados tendem a ficar retidos no oviduto.

A idade e a condigdo reprodutiva da égua doadora
tém influéncia significante sobre o sucesso da recupera-
¢do de embrides. As taxas de coleta de embrides foram
mais altas em éguas de menos de 15 anos de idade, em
éguas que nao apresentaram acumulo de fluido no ttero
apos a inseminagéo e nos ciclos com pequena quantidade
ou auséncia de debris no lavado uterino. Esperavamos
encontrar uma relagdo entre a idade da égua e o tamanho
do embrido, com embrides menores nas éguas mais ve-
lhas, mas nao houve diferencas significantes no diametro
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dos embrides coletados no dia 7 ou 8, de éguas de idade
superior ou inferior a 15 anos.

O tipo de sémen utilizado influenciou a taxa de recu-
peragdo de embrides e o didmetro médio dos embrides
coletados em um determinado dia. Eguas inseminadas
com sémen congelado apresentaram taxas de recupera-
¢do mais baixas e geraram embrides menores em cada dia
de coleta do que éguas inseminadas com sémen fresco
ou resfriado. Acredita-se que isso possa ser devido a um
atraso na fertiliza¢cdo ou no desenvolvimento embriona-
rio precoce associado ao uso do sémen congelado.

Em geral, observa-se uma associagao entre o aumento
da taxa de ovula¢do e o aumento da taxa de recupera-
¢do de embrides (SQUIRES et al., 1987; LOSINNO et al.,
2000), 0 que se comprovou em nossos resultados. Neste
estudo, ndo houve diferencas nas taxas de recuperagdo
de éguas com ovulagdes duplas unilaterais ou bilaterais,
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Figura 1 - Didmetro médio dos embrides coletados no dia 7 ou 8 apés a
ovulagdo, de éguas inseminadas com sémen refrigerado ou congelado.

N° TOTAL DE LAVAGEN
N° DE LAVAGENS POR ANO o GENS N° TOTAL DE CICLOS % DE LAVAGENS POSITIVAS
POSITIVAS
83

1 174 47,7
2 64 132 48,5
3 47 89 52,8
4 23 44 52,3
5 9 24 375
6 13 30,8
>7 7 16 43,8

TABELA 4 - Relagdo entre o nimero de tentativas de recuperagdo de embrides por

ano e o percentual de lavagens com recuperagdo de um ou mais embrides
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discordando de um estudo grande realizado na Argen-
tina, em que as taxas de recupera¢ido de embrides foram
maiores nas éguas com ovulagdes duplas bilaterais do
que nas com ovulagdes duplas unilaterais (RIERA, 2006).

A possibilidade de existéncia de um embrido no ttero
apos uma tentativa negativa de lavagem deve ser consi-
derada. Betteridge e colaboradores (BETTERIDGE et al.,
1985) relataram a ocorréncia de prenhez em 4 éguas das
quais nenhum embrido havia sido recuperado em lavados
uterinos realizados entre os dias 6,5 e 9,5 apds a ovulagio.
McKinnon e colaboradores (MCKINNON et al., 1988)
também diagnosticaram prenhez positiva em 9 de 27
éguas, apos a falha na tentativa de recuperagdo de embri-
des 6,5 dias apos a ovulagio. Por este motivo, recomenda-
se a administracdo de prostaglandinas ap6s a conclusdo do
procedimento de recuperagio do embrido, a fim de provo-
car a regressao do corpo luteo, permitindo que a égua re-
torne ao cio e garantindo que ela ndo mantenha a prenhez
caso o0 embrido ndo tenha sido recuperado.

Em nossa clinica, quando o embrido néo é recuperado
apos uma série inicial de lavagens uterinas, uma lavagem
adicional é imediatamente realizada, e a instituiciao dessa
“lavagem extra” aumentou muito nossa taxa geral de recu-
peracdo de embrides (MCCUE et al., 2003). Nao sabemos
se a recuperagao do embrido durante a “lavagem extra” se
deve a ocitocina administrada, aos 3 minutos de dilatagdo
uterina com meio de lavagem ou simplesmente a repeticao
da infusdo e recuperacgdo de fluido. Em nosso programa,
ndo costumamos repetir a lavagem no dia seguinte a uma
tentativa negativa de recuperagdo, embora tenhamos rea-
lizado tal procedimento intimeras vezes ao longo dos anos,
em um esfor¢o final desesperado de recuperar o embriio.
Curiosamente, obtivemos resultados positivos em 9,7%
dessas tentativas e observamos que o meio recuperado
costuma ser levemente turvo ou conter debris celulares.

O percentual de lavagens positivas foi maior durante
as 4 primeiras lavagens da estagao reprodutiva do que nas
tentativas subsequentes, o que pode ser devido ao fato de
algumas éguas no nosso programa serem consideradas
subférteis, requerendo mais de um ciclo para que um em-
brido possa ser recuperado. Entretanto, isso também pode
refletir alteracdes da condigdo do utero apos multiplos
ciclos de inseminacédo e lavagem, conforme dados de um
estudo prévio, em que éguas submetidas a ciclos repetidos
de inseminagdo e coleta de embrides apresentam alteragdes
inflamatodrias uterinas cronicas (CARNEVALE et al., 2005).

Ovocitos nao fertilizados (UFOs) costumam ficar
retidos no oviduto, préoximo a jun¢ao ampulo-istmica
(WEBER et al., 1991; BETTERIDGE , 1989; STEFFE-
NHAGEN, 1972). Em geral, a recuperagdo de um UFO
s6 ocorre quando esse é transportado através da jungao
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utero-tubdrica junto com um embrido viavel. Nos casos
em que um UFO ¢ recuperado isoladamente, recomenda-
se a realizacdo de uma lavagem adicional, na esperanca
de recuperar o embrido (MCCUE et al., 2009).

Em sintese, as taxas de coleta de embrides foram mais
altas em éguas mais jovens e em éguas que nao acumulam
fluido no utero apds a insemina¢do. O aumento da taxa
de ovulacio foi associado a um aumento da recuperagio
de embrides, sem influéncia do local de ocorréncia das
ovulagdes multiplas (unilaterais ou bilaterais). Lavagens
adicionais realizadas imediatamente ap6s uma tentativa
negativa de recuperagdo, ou no dia seguinte, levaram a
recuperagdo de embrides.
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