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RESUMO

A taxa de recuperação embrionária em vacas superovuladas após coleta uterina não-cirúrgica é inferior ao número
de ovulações, demonstrando uma relativa ineficiência neste processo de coleta convencional por via cervical. Uma alternativa
simples e de fácil execução para melhorar a taxa de recuperação embrionária é a recoleta uterina. Para avaliar o efeito do
procedimento de recoleta, bem como a influência da raça e do operador na taxa de recuperação embrionária, 38 fêmeas Nelore
e 19 fêmeas Jersey foram estimuladas com FSH e coletadas por via cervical, por um de dois operadores treinados. Ao final da
coleta, o cateter era fechado e mantido no corpo do útero, repleto com meio de coleta, enquanto a fêmea era liberada por 30 a
50 min, quando era submetida ao procedimento de recoleta, pelo mesmo operador. Em 57 procedimentos foram recuperadas
599 estruturas, das quais 423 (70,6%) foram obtidas na coleta e 176 (29,4%) na recoleta. Obteve-se uma recuperação média de
7,4 estruturas na coleta e 3,1 na recoleta, totalizando 10,5 estruturas por animal. Em 73,6% (42 de 57) dos procedimentos foram
encontradas estruturas no processo de recoleta. Não houve influência da raça em relação ao número médio total de estruturas
obtidas, com 10,9 na raça Jersey e 10,3 na Nelore. Da mesma forma, a taxa de recuperação embrionária após a coleta e recoleta
não diferiu entre animais da raça Jersey (8,1 e 2,7) e Nelore (7,0 e 3,2) e entre os operadores A (7,5 e 3,3) e B (7,3 e 2,9),
respectivamente. Conclui-se que o procedimento de recoleta aumenta a taxa de recuperação embrionária de fêmeas da raça
Jersey e/ou Nelore, não sendo verificada influência do operador.

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

ABSTRACT

Embryo recovery rate in superovulated cows after uterine flushing is lower than the ovulation rate, which contributes
to the relative inefficiency of the conventional cervical recovery procedure. A simple and easy alternative to improve embryo
recovery rate is the uterine re-flushing procedure. To evaluate the effect of re-flushing and the influence of breed and operator
on bovine embryo recovery rate, 38 Nelore and 19 Jersey females were stimulated using FSH, with embryos being collected by
one of two trained operators. At the end of flushing, the catheter was sealed and maintained into the uterine body, filled with
flushing medium, while females were released to a paddock for 30 to 50 min, to be submitted to the re-flushing procedure by
the same operator. A total of 599 structures were recovered out of 57 procedures, from which 423 (70.6%) were obtained in the
first flushing and 176 (29.4%) after re-flushing. Mean recovery rates of 7.4 and 3.1 structures were obtained after the first and
second flushing, respectively, for a total of 10.5 structures per cow. Structures were obtained in 73.6% (42 out of 57) of the re-
flushing procedures. No breed effect was observed on total ova or embryo recovery, with 10.9 total ova collected from Jersey
and 10.3 from Nelore females. Likewise, the embryo recovery rate obtained following uterine flushing or re-flushing did not
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) and B (7.3 and
2.9), respectively. In conclusion, the uterine re-flushing procedure significantly increased the rate of embryo recovery in Jersey
and Nelore females, with no operator influence being observed.
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INTRODUÇÃO

A transferência de embriões é utilizada comer-
cialmente desde os anos 70, quando o procedimento
ainda era cirúrgico [11]. A possibilidade da lavagem
uterina por via transcervical [6,7,22] permitiu execu-
tar a técnica no campo, determinando sua rápida difu-
são em todo o mundo. Desde então, avanços signifi-
cativos foram obtidos com equipamentos, meios de
cultivo, protocolos superovulatórios, técnicas de con-
gelamento [26] e com o entendimento da dinâmica
folicular [8], permitindo programar os horários das
distintas atividades [19]. No entanto, a baixa eficiên-
cia na recuperação observada nos trabalhos iniciais
[9,20] ainda é comum nos dias de hoje, com a obten-
ção de um número de embriões bastante inferior (20 a
80%) ao número de corpos lúteos, o que atesta a rela-
tiva ineficiência no processo de coleta convencional
[13,16,23], que sofreu poucas alterações desde seu
desenvolvimento inicial.

Recentemente, foi desenvolvida a técnica da
recoleta [3], onde uma segunda lavagem uterina é
realizada após um período de espera, no qual o úte-
ro fica repleto com o meio da coleta, resultando em
um incremento de aproximadamente 30% de em-
briões recuperados de fêmeas de corte. Em trabalho
preliminar [4], a taxa adicional de 40% de embriões,
obtida após a recoleta de vacas Jersey, sugere que
nesta raça a retenção de embriões subseqüente à pri-
meira lavagem uterina seja superior. A escassez de
estudos com esta técnica alternativa, especialmente
com gado leiteiro, justifica a realização deste traba-
lho, que teve como objetivo avaliar o método da
recoleta na recuperação adicional de estruturas em
fêmeas superovuladas, avaliando-se a influência da
raça (Jersey e Nelore) e do operador no número total
de estruturas e embriões recuperados em cada etapa
do processo.

MATERIAIS E MÉTODOS

Doadoras

Como doadoras foram utilizadas 38 fêmeas
da raça Nelore (Bos indicus) e 19 da raça Jersey (Bos
taurus) com idade entre 2 a 10 anos. Os animais eram
provenientes de diferentes criatórios de Santa Catarina,
sendo todas as coletas realizadas com propósito co-
mercial, o que impossibilitou que cada animal fosse
utilizado pelos dois operadores.

As fêmeas da raça Nelore foram mantidas em
regime de pastagem, recebendo apenas suplemen-tação
mineral. Já as doadoras da raça Jersey foram mantidas
em sistema de pastagens cultivadas, além de receberem
suplementação concentrada e minera-lização. Foram
selecionadas apenas fêmeas que não apresentavam alte-
rações reprodutivas após avaliação ginecológica, reali-
zada através de palpação retal, vaginoscopia e ultra-
sonografia.

Protocolo de superovulação

Todas as doadoras foram submetidas ao mes-
mo protocolo de superovulação, onde em dia aleató-
rio do ciclo estral (denominado dia D0), foi inserido
um dispositivo intravaginal contendo Progesterona
(DIB®) e administrado 2 mg de Benzoato de Estradiol
(Estrogin®) por via IM. No D5 era iniciado o trata-
mento superovulatório, com a aplicação de 8 doses
decrescentes de FSH (Pluset®), em intervalos de 12h,
com dose total de 200 a 300 UI para doadoras Nelore
e 250 a 450 UI para doadoras Jersey. As aplicações
foram realizadas às 07h e 19h, diariamente. Junta-
mente com a sexta aplicação de FSH, no D7, foi admi-
nistrada uma dose de prostaglandina (Ciosin®) e no
D8, às 19h, foi removido o dispositivo intra-vaginal,
juntamente com a aplicação da última dose de FSH.
No D9, às 07h, foi aplicado 12,5 mg de LH (Lutro-
pin®), com as doadoras sendo inseminadas em tempo
fixo 12 e 24h após.

Coleta e recoleta dos embriões

As coletas foram realizadas em diferentes loca-
lidades do Estado de Santa Catarina, por dois técnicos
experientes. No sétimo dia após a inseminação era
procedida a coleta por lavagem uterina. Para tal, após
a contenção do animal, procedia-se a avaliação da res-
posta ovariana por palpação retal, quando eram des-
cartadas as fêmeas com menos de três corpos lúteos.
A seguir, era realizada a anestesia epidural baixa, com
aplicação de 4 ml de lidocaína a 2% e a higienização
da região perineal do animal.

Todas as coletas foram realizadas pelo método
transcervical, que consiste na passagem de um cateter
de 2 vias, tipo Folley, pela cervix e sua fixação no corpo
do útero. A fixação foi realizada pela insuflação do ba-
lão com o próprio meio de coleta, com volume variando
de 4 a 7 ml. Após a fixação, o cateter era acoplado a um
sistema de mangueiras conectadas a um conector tipo Y,
onde uma extremidade era ligada ao recipiente contendo
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o meio de coleta e a outra a um filtro coletor de embriões
(Encon®). Utilizou-se aproximadamente 1 litro de PBS
(Solução Salina Tamponada com Fosfato), previamente
aquecido a 37°C, na coleta de cada animal, em sucessi-
vas lavagens. Na última infusão, o útero era preenchido
com uma quantidade variando de 60 a 100 ml de PBS,
com o cateter sendo lacrado com uma presilha. Após
este procedimento, o animal era liberado por um período
de 30 a 50min, quando era submetido a uma segunda
sessão de lavagens uterinas (recoleta). A recoleta era
realizada pelo mesmo operador, utilizando um novo
filtro e um volume adicional de aproximadamente
500 ml de meio.

Pesquisa dos embriões

O conteúdo de cada filtro era depositado em
placas de Petry quadriculadas (85 x 15 mm), sendo o
filtro lavado com jatos de PBS com auxílio de uma
seringa acoplada a agulha, até a sua completa limpe-
za. A busca das estruturas era realizada sob estereo-
microscópio, com pelo menos duas procuras em cada
placa. As estruturas encontradas nas placas de coleta
e recoleta eram mantidas em meio de manutenção,
em placas diferentes, até serem contadas e cataloga-
das nos distintos grupos do experimento.

Análise estatística

Os dados foram analisados através de um
modelo linear generalizado, com distribuição de Pois-
son, utilizando-se o pacote estatístico SAS [24], para
um nível de significância de 5%. Foram avaliados os
efeitos da raça e do operador sobre o número de es-
truturas e embriões totais ou obtidos na coleta ou
recoleta.

RESULTADOS

Foram realizadas 57 coletas, sendo 38 em fê-
meas Nelore e 19 em fêmeas Jersey, totalizando 599
estruturas, das quais 423 (70,6%) foram recuperadas
na coleta e 176 (29,4%) na recoleta. Obteve-se uma
média de 7,4 estruturas na coleta e 3,1 estruturas na
recoleta, totalizando 10,5 estruturas por procedimen-
to. Em 42 dos 57 (73,6%) procedimentos foram en-
contrados estruturas no processo de recoleta. Em dois
animais não foram recuperadas estruturas na coleta,
sendo, entretanto, obtidas respectivamente, uma e cinco
estruturas na recoleta. Em um procedimento, apesar
de haver um número razoável de corpos lúteos nos
ovários da doadora, não foi recuperada qualquer es-
trutura, tanto na coleta, quanto na recoleta.

Não houve influência da raça em relação ao
número médio total de estruturas obtidas, com 10,9 ±
6,6 para a raça Jersey e 10,3 ± 7,1 para a raça Nelore
(Tabela 1). No procedimento de coleta, obteve-se mé-
dia de 8,1 ± 5,9 estruturas coletadas de fêmeas da raça
Jersey e 7,0 ± 5,1 coletadas de fêmeas da raça Nelore,
não diferindo estatisticamente. Da mesma forma, a taxa
média de recuperação no processo de recoleta foi se-
melhante entre as fêmeas da raça Jersey e Nelore, com
2,7 ± 2,7 e 3,2 ± 2,9 estruturas recuperadas, respectiva-
mente. Não foram observados efeitos dos operadores
A e B em relação ao número médio total de estruturas
coletadas (10,9 ± 8,5 e 10,2 ± 5,7, respectivamente),
bem como em relação ao número médio de estruturas
obtidas na coleta ou recoleta, estruturas obtidas pelo
operador A (7,5 ± 6,8 ou 3,3 ± 3,5), em relação ao
operador B (7,3 ± 4,3 ou 2,9 ± 2,4), respectivamente.

Tabela 1. Número médio de estruturas obtidas de fêmeas das raças Jersey ou Nelore, em
procedimentos de coleta e recoleta, executados por dois operadores.

As médias nas diferentes colunas não diferiram estatisticamente (P > 0,05).
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yesreJ 91 9,5±1,8 7,2±7,2 6,6±9,01

eroleN 83 1,5±0,7 9,2±2,3 1,7±3,01

ArodarepO 22 8,6±5,7 5,3±3,3 5,8±9,01

BrodarepO 53 3,4±3,7 4,2±9,2 7,5±2,01
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DISCUSSÃO

A transferência de embriões, embora conso-
lidada como uma biotécnica que contribui significa-
tivamente para o melhoramento animal, ainda apre-
senta uma grande variação nas taxas de recuperação
dos embriões. Nos últimos anos, muitos trabalhos
buscaram otimizar o processo de superovulação [14],
a qualidade embrionária [18], bem como a formula-
ção de protocolos com horários pré-fixados [1,19].
No entanto, outras práticas que são rotineiras, como
o procedimento de coleta, receberam pouca atenção
da comunidade científica para a efetivação de melho-
rias. Atualmente, as formas mais comuns de lava-
gem uterina consistem no emprego de um circuito
fechado, onde o líquido é introduzido e recolhido do
útero por gravidade e, eventualmente, com um cir-
cuito aberto, onde o líquido é introduzido e retirado
do útero através de uma seringa [21]. Independente
da forma de coleta, diferentes estudos [9,10,12,13,
15,16,20,21] demonstram que a taxa de recupera-
ção de estruturas obtidas com a lavagem dos cornos
uterinos é inferior ao número de ovulações, com os-
cilações entre 20% a 80%, o que também é demons-
trado neste experimento, onde em 42 dos 57 animais
coletados (73,6%) obtiveram-se estruturas adicionais.
Estes dados demonstram uma relativa ineficiência no
processo de coleta convencional. Mesmo com esta
constatação, o processo de coleta por via cervical
tem permanecido praticamente inalterado desde sua
implantação em meados dos anos 70 [6,7,22].

Com o propósito de quantificar e reduzir a re-
tenção de embriões na coleta, diferentes estudos fo-
ram desenvolvidos. O local de fixação do balão no
corno uterino da fêmea, durante a lavagem, exerce
influência na taxa de recuperação embrionária. Em
estudo prévio, a fixação logo após a bifurcação uterina,
embora demande o dobro do volume do meio de co-
leta, proporcionou um aumento significativo na quan-
tidade de estruturas coletadas (69,3%), em relação à
fixação mais próxima da junção útero-tubárica (37,4%)
[23]. A realização da lavagem individual de cada cor-
no uterino proporcionou a recuperação de 40% dos
presumíveis embriões, contra 31% da lavagem simul-
tânea dos mesmos pelo corpo uterino, valores que,
todavia, não diferiram estatisticamente [12].

Perfusões adicionais, realizadas algumas horas
após a coleta [25], ou após o abate dos animais [9], pro-
porcionaram um adicional de 9% a 10% de estruturas.

Em nossa experiência (dados não publicados), a reali-
zação de uma segunda lavagem uterina 2 a 12h após
uma reduzida taxa de coleta, geralmente resulta em
poucas, ou nenhuma estrutura adicional. Nestas condi-
ções, a falha é geralmente atribuída à falha de captação
dos óvulos pelo infundíbulo, à perda dos embriões atra-
vés do oviduto ou mesmo à degeneração e absorção de
estruturas, fato também verificado em estudo retrospec-
tivo com centenas de recoletas [25]. Segundo o autor, a
menos que existam problemas técnicos na primeira la-
vagem, a taxa de recuperação na segunda lavagem é
baixa, principalmente quando a primeira coleta foi
ineficiente. Neste experimento, observamos que duas
fêmeas, mesmo com um número razoável de corpos
lúteos, não proporcionaram qualquer estrutura na cole-
ta e apenas um embrião na recoleta de uma delas, refor-
çando esta teoria. Entretanto, é possível a existência de
exceções, como o caso da fêmea em que se obteve
cinco estruturas na recoleta, enquanto a coleta não pro-
porcionou nenhuma estrutura, também observado nes-
te estudo.

Aparentemente, o sucesso da recoleta reside
na manutenção do líquido de coleta no interior do
útero por um período de tempo, enquanto o animal
se movimenta. Após sucessivas infusões, o útero ten-
de a expandir-se, principalmente em animais mais
velhos [25]. Alguns técnicos enfatizam a necessida-
de de massagear os cornos uterinos para liberar os
embriões das pregas endometriais, enquanto outros
enfatizam a necessidade de expandir o útero para des-
fazerem-se as pregas [25]. Embora não seja conheci-
do o exato mecanismo que possibilita a recuperação
de estruturas adicionais na recoleta, é possível que o
relaxamento da parede uterina, e a presença de líquido
no seu interior, associados ao movimento do animal,
contribuam para desfazer possíveis dobras, bem como
dissolvam secreções mucosas, liberando, assim, es-
truturas que ficariam retidas durante o procedimento
convencional.

Neste estudo, a fixação do cateter no corpo
do útero possibilitou perfundir a totalidade do lúmen
dos dois cornos uterinos, exigindo um volume adicio-
nal significativo de meio que, todavia, tem um custo
relativamente baixo, sendo também observado em
outros estudos [23]. Entretanto, esta metodologia pos-
sibilita o emprego de sondas mais curtas, do tipo Folley,
que tem um custo até 100 vezes menor do que algu-
mas sondas específicas e necessárias para a coleta no
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corno uterino de vacas de grande porte e/ou com tra-
tos genitais grandes. O fato de se realizar a lavagem
dos dois cornos uterinos simultaneamente, permite a
utilização de apenas um cateter por animal e por pro-
cedimento, em contraste com a lavagem individual
de cada corno, que requer a substituição do cateter,
aumentando o tempo e os custos do trabalho. Ainda,
em relação ao aspecto econômico, o emprego da
recoleta é ainda mais promissor, já que o incremento
médio de aproximadamente 30%, obtido na recupe-
ração embrionária, pode gerar uma receita adicional
que cobre todos os custos do programa.

Neste estudo, o emprego da técnica da reco-
leta possibilitou um incremento médio de 2,7 (8,1 para
10,9) embriões por coleta nas fêmeas Jersey e de 3,3
(7,0 para 10,3) embriões por coleta nas fêmeas Nelore,
dados semelhantes aos observados na raça Limosin
(8,3 para 12,7), Guzerá (7,9 para 11,5) [3] e Nelore e
suas cruzas (8,3 para 11,4) [17]. Em 73,6% (42 de 57)
dos procedimentos foram encontradas estruturas no
processo de recoleta, resultado muito próximo dos 80%
(24 de 30) observados com animais da raça Nelore e
cruzas Nelore vs. Simental [17].

Embora diferentes trabalhos [2,5] tenham evi-
denciado que a raça da doadora seja uma importante
fonte de variação nos resultados da transferência de
embriões, neste estudo não foi verificado efeito da
raça no total de estruturas obtidas por coleta, com
10,9 para fêmeas da raça Jersey e 10,3 para fêmeas
da raça Nelore. Da mesma forma, não foram obser-
vadas diferenças entre as taxas obtidas na coleta (8,1
vs. 7,0) ou recoleta (2,7 vs. 3,2) para fêmeas da raça

Jersey e Nelore, respectivamente. A taxa média de
recoleta de 3,1 estruturas observada neste experimento
é bastante próxima à observada com animais da raça
Guzerá (3,6) [3] e da raça Nelore e suas cruzas (3,1)
[17]. Em nosso experimento não foi constatado efei-
to dos operadores em relação ao número médio total
de embriões coletados (10,9 e 10,2), e ao número
médio de embriões obtidos na coleta (7,5 e 7,3) ou
recoleta (3,3 e 2,9). O incremento obtido na taxa de
recuperação embrionária com o procedimento da
recoleta é semelhante aos descritos por outros auto-
res [3,4,17], demonstrando a efetividade da técnica
para fêmeas de corte ou leite, sejam de origem india-
na ou européia.

CONCLUSÕES

O procedimento de coleta de embriões bovi-
nos por via cervical apresenta deficiências que podem
ser contornadas, ao menos em parte, com a utilização
do processo de recoleta que, em função da manuten-
ção do cateter no corpo do útero após a coleta, é um
procedimento muito simples e rápido, podendo ser
executado com apenas um pequeno tempo adicional.

A significativa taxa de recuperação embrioná-
ria obtida neste processo, convalidada por resultados
semelhantes descritos por outros autores, demonstra que
a técnica é efetiva para fêmeas de corte ou leite, sejam
de origem indiana ou européia. Adicionalmente, foi
demonstrado que o operador, quando experiente, não
exerce influência nas taxas de coleta, recoleta, bem como
no número total de embriões obtidos, nas condições
deste estudo.
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