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RESUMO

A determinagdo do sexo do embrido tem de grande importancia zootécnica e vem sendo aprimorada
ao longo dos tempos. Em humanos, a amniocentese ¢ realizada com sucesso, sendo que as amostras
obtidas possibilitam a realizagdo da genotipagem e sexagem dos fetos com precisdo. Para realizar a
sexagem e genotipagem de embrides equinos, in vivo, o presente trabalho teve como objetivo testar
sete calibres diferentes de agulhas para a obtengcdo de amostras de liquido vitelinico e/ou liquido
alantoide de embrides e/ou fetos através da pung¢do por via transvaginal. Procedeu-se um total de 65
intervengdes de puncdo do concepto, independentemente da idade de gestacdo, em 29 éguas
verificando-se em 36 procedimentos sucesso na punc¢do (55%). No decurso das 65 intervengdes
constatou-se um total de cinco perdas do concepto, isto €, perda em 7,7% do total das intervengdes
(n=65), 13,8% das éguas em que a puncdo foi bem sucedidas (n=36) e 17% da populagdo estudada
(n=29). A correlagao entre idade do concepto e possibilidade de realizagdo ou nao da pungdo mostrou
que quanto maior a idade gestacional, menor a possibilidade de realizacdo da pungdo (r = - 0,3877; P
=0,0005). Na analise da correlagdo entre idade do concepto e incidéncia de aborto foi verificada uma
baixa correlacdo sem significancia (r = 0,1114; P=0,1888) e que o didmetro das agulhas estd
diretamente relacionado tanto ao sucesso da puncao quanto a ocorréncia de aborto.

Palavras-chave: Concepto. Equino. Pung¢ado. Via Transvaginal.

ABSTRACT

The determination of the sex of the embryo is of great zootechnical importance and has been improved
over time. In humans, amniocentesis is performed successfully, and the samples obtained make it
possible to perform genotyping and sexing of fetuses with precision. In order to perform the sexing
and genotyping of equine embryos, in vivo, the present study aimed to test seven different needle
gauges to obtain samples of yolk fluid and/or allantoic fluid from embryos and/or fetuses through
transvaginal puncture. A total of 65 puncture procedures were performed, regardless of gestation age,
in 29 mares, and 36 procedures were successful in the puncture (55%). During the 65 interventions, a
total of five conceptional losses were observed, i.e., loss in 7.7% of the total number of interventions
(n=65), 13.8% of the mares in which the puncture was successful (n=36) and 17% of the study
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population (n=29). The correlation between the age of the fetus and the possibility of performing or
not performing the puncture showed that the higher the gestational age, the lower the possibility of
performing the puncture (r = - 0.3877; P = 0.0005). In the analysis of the correlation between the age
of the fetus and the incidence of abortion, a low correlation was found without significance (r=0.1114;
P=0.1888) and that the diameter of the needles is directly related to both the success of the puncture
and the occurrence of abortion.

Keywords: Conceptus. Equinus. Puncture. Transvaginal Route.

RESUMEN

La determinacion del sexo del embridon es de gran importancia zootécnica y se ha mejorado con el
tiempo. En humanos, la amniocentesis se realiza con éxito y las muestras obtenidas permiten realizar
el genotipado y sexado de los fetos con precision. Con el fin de realizar el sexado y genotipado de
embriones equinos, in vivo, el presente estudio tuvo como objetivo probar siete calibres diferentes de
agujas para obtener muestras de liquido vitelino y/o liquido alantoideo de embriones y/o fetos mediante
puncion transvaginal. Se realizaron un total de 65 intervenciones de puncidn, independientemente de
la edad de gestacion, en 29 yeguas, y 36 procedimientos fueron exitosos en la puncién (55%). Durante
las 65 intervenciones se observaron un total de cinco pérdidas del feto, es decir, pérdida en el 7,7% del
total de intervenciones (n=65), el 13,8% de las yeguas en las que la puncion fue exitosa (n=36) y el
17% de la poblacién estudiada (n=29). La correlacion entre la edad del conceptus y la posibilidad de
realizar o no la puncidon mostré que a mayor edad gestacional, menor posibilidad de realizar la puncion
(r=-0,3877; P = 0,0005). En el andlisis de la correlacion entre la edad del feto y la incidencia de
aborto espontaneo, se encontrd una correlacion baja sin significacion (r=0,1114; P=0,1888) y que el
diametro de las agujas esta directamente relacionado tanto con el éxito de la puncidon como con la
ocurrencia del aborto.

Palabras clave: Conceptus. Equino. Puncion. Via Transvaginal.
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1 INTRODUCAO

O cenério atual da equinocultura nacional demonstra um crescimento no segmento empresarial
e cultural da industria do cavalo e significativos avangos no setor de biotecnologias, o que incentiva
os investidores e criadores a procurar novas ferramentas que otimizem sua producdo e negdcios. A
predeterminacao do sexo de animais de criagdo tem varias aplicagdes e interesses comerciais (PEIPPO
et al., 1995).

A amniocentese realizada a partir da 14* semana ¢ um dos métodos mais difundidos para a
obtenc¢do de material fetal com finalidade de diagnostico pré-natal de alteragdes genéticas em humanos
(NAZARETH et al., 1981). A aspiragao de fluido amnio6tico via amniocentese vaginal ¢ realizada de
70 a 100 dias de gestacao em bovinos, utilizando uma pipeta de inseminagdo acoplada, em uma das
extremidades, a uma agulha hipodérmica 40 x 12 e na outra, a uma seringa de 60 mL, o que permite a
obten¢do de células para analise cromossdomica. Esse método ¢ simples e preciso, fornecendo um
diagnostico seguro para detecgdo do sexo pré-natal e defeitos citogenéticos em bovinos (BONGSO;
BASRUR, 1975). Na avaliagdo da fisiologia reprodutiva de um grupo de éguas, observado ¢ avaliado
por ultrassonografia em duas temporadas de monta controladas subsequentes ao procedimento de
colheita de material ovariano com agulha Tru-cut® através do fundo do saco vaginal mediante a guia
ultrassonografica, demonstrou ndo apresentar quaisquer alteracdes do complexo reprodutivo. Em
ambas as temporadas de monta controladas foram obtidas prenhes positivas de 100% dos animais do

experimento (GEBE et al., 2025).

2 JUSTIFICATIVA

A determinagdo do sexo do embrido ¢ de grande importancia e vem sendo aprimorada ao longo
dos tempos, principalmente em bovinos, devido a sua maior adequagdo as técnicas e metodologias
existentes. No entanto, em equinos, as técnicas ndo sao tao precisas, além de s6 poderem ser realizadas
em curtos periodos durante a gestacdo. Em humanos, assim como em bovinos (KAMIMURA et al.,
1996), a amniocentese ¢ realizada com sucesso, visto que as amostras obtidas possibilitam a realizagdo
da genotipagem e sexagem dos fetos com precisdao (NAZARETH et al., 1981). Para que seja realizada
a sexagem e genotipagem de embrides equinos, in vivo, de maneira segura, baseadas nas técnicas
existentes em humanos e bovinos, faz-se necessario o desenvolvimento de uma técnica de obtengao de

amostras de DNA gendmico que seja segura para mae € o concepto.

3 OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi verificar o diametro e comprimento da agulha na técnica de
pun¢do da vesicula embriondria ou fetal, por via transvaginal, de liquido vitelinico de ocorréncia

preponderante até o dia 30 da fase embrionaria e/ou liquido alantoide de embrides e fetos apods os 30
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dias de gestacdo, para obtencao de amostras de material genético destinado a sexagem molecular e

determinar o periodo mais indicado a realizagdo da pungao.

4 REFERENCIAL TEORICO

O cenario atual da equinocultura nacional demonstra um crescimento no segmento empresarial
e cultural da industria do cavalo e significativos avangos no setor de biotecnologias, o que incentiva
os investidores e criadores a procurar novas ferramentas que otimizem sua producdo e negocios
(CARMO et al., 2007).

O reconhecimento materno da gestagcao nos equinos se da de maneira exclusiva (ALLEN 2000).
Nesse processo incomum ocorre uma mobilidade do concepto no utero, do dia 0 (dia da ovulagdo) até
o dia 16 ou 17 apds a ovulagdo, quando ocorre um rapido aumento no didmetro do embrido e um subito
espasmo que aumenta o tonus miometrial e fixa o concepto no eventual local de implantacao, levando
auma supressao na liberagao ciclica de PGF2 pelo endométrio, permitindo a luteostase necesséria para
a producdo de progesterona e manutenc¢do da gestagdo (SHARP 2000; STOUT; ALLEN, 2001).

A placenta da égua ¢ classificada como epiteliocorial, difusa, microcotiledondria e adeciduada
(ABD-ELNAEIM et al., 2006). Na égua, a aderéncia placentéria ocorre somente por volta dos dias 24
a 40 de gestagdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Este tipo de placentagdo ¢ ndo invasivo e produz uma
minima resposta celular materna (GINTHER 1992; GERSTENBERG et al., 1999). A placenta equina
¢ classificada como epiteliocorial, uma vez que o epitélio uterino estd em contato com a camada do
corion, apresentando, portanto, seis camadas de tecido entre os capilares materno e fetal (endotélio,
tecido conjuntivo e epitélio), por isso, nesta espécie ndo ocorre a passagem de imunoglobulinas da mae
para o feto, sendo a administracdo do colostro muito importante para a imunidade do potro. A
classificagdo difusa se deve ao fato de que a vilosidade do cérion esta distribuida uniformemente sobre
toda a superficie de tecido materno, formando pequenos agrupamentos dos vilos aparentando
microcotilédones (ALLEN et al., 2002). A caracteristica adeciduada da placenta se deve ao fato de ndo
ocorrer perda de tecido materno durante o parto (GINTHER 1992; GERSTENBERG et al.,1999).

O saco alantoide preenchido com fluido ¢ frequentemente bem definido na imagem
ultrassonografica como uma area ndo ecogénica (preta) em torno do embrido, que fica localizado no polo
ventral e pode ser visualizado a partir do dia 21. O saco vitelino e o saco alantdideo sao separados por
uma linha ecogénica (branca) que representa as paredes sobrepostas dos dois sacos placentarios. O
embrido tem a forma de um nddulo ecogénico (branco) na linha de separacao. Os batimentos cardiacos
(aproximadamente 150 batimentos por minuto) podem ser detectados com um transdutor de 5,0 MHz a
partir de 24 dias de idade (GINTHER 1986).

O tamanho do saco alantoide aumenta e o saco vitelino diminui, ocorrendo deslocamento

continuo do embrido, que se distancia da parte ventral da vesicula em dire¢do a sua por¢do dorsal

d REVISTA REGEO, Sao José dos Pinhais, v.17, n.3, p.1-21, 2026



ReGeo

(GINTHER, 1986). O saco alantoide aumenta e o saco vitelino diminui. Pode-se observar que o embriao
e a linha ecogénica, separando os dois sacos, deslocam-se dorsalmente na vesicula embriondria
(GINTHER, 1986).

De 35 a 40 dias comeca a ser produzido o eCG (equine chorionic gonadotropin ou PMSG)
pelos calices endometriais (LUNN et al.,1997; ALLEN et al., 2002b). A fixagdo ocorre no dia 37, isto
¢ a migracdo de células do anel coridnico que penetram profundamente no endométrio. O pico de
secre¢dao de eCG ocorre ao redor dos 55 a 70 dias de gestacdo e corresponde ao periodo de tamanho
maximo dos calices endometriais (ALLEN 2000).

Na égua, em associagdo com gonadotrofinas da hipofise, a eCG estimula a formagao de corpos
luteos acessorios através da luteinizagdo dos foliculos das ondas foliculares, com ou sem ovulagao
(GINTHER 1992; LUNN et al., 1997; WOODING et al., 2001; ALLEN 2001; DE MESTRE et al.,
2008). Dessa forma, aos 40 dias de gestacdo a concentragdo de progesterona sérica dobra seu valor
(LUNN et al., 1997).

Os corpos luteos acessOrios aumentam em nimero e persistem até a metade da gestagdo,
quando a placenta ja estd madura o suficiente para assumir inteiramente o suprimento de progesterona
para a manutencdo da gestacdo, sem qualquer ajuda dos ovérios (ALLEN 2000; ALLEN 2001;
HAFEZ; HAFEZ, 2004).

No dia 40 (final do estagio de embrido) o embrido e seu &mnio ja foram movidos para o polo
oposto e o saco vitelinico desaparece, surgindo o cordao umbilical (de Mestre et al., 2008). Por
conveniéncia o 40° dia ¢ designado como o término do estagio de embrido, portanto, essa estrutura passa
a ser designada como feto. O corddao umbilical alonga-se apos o 40° dia, direcionando o feto para o polo
ventral do saco alantoide, atingindo-o ao redor do 48° dia (GINTHER 1986).

Em estudos realizados, foi observada uma maior porcentagem de perda de prenhez em éguas, das
racas Puro Sangue Inglés e Standarbreed, entre os dias 14 a 28 (23 de 42 perdas) do que entre os dias 28
e 42 (9 de 42) ou 42 a 56 (10 de 42). Estudos ultrassonograficos fornecem subsidios para a hipotese
formulada de que a maior incidéncia de perda embrionaria ocorre antes do dia 20 ou 25 do que ap0s estes
dias. Essas considera¢des enfatizam a utilidade da ultrassonografia na deteccdo precoce de perda
embrionaria, tanto em nivel clinico como em nivel de pesquisa. Num outro estudo achou-se uma alta
porcentagem de perda entre os dias 15 e 20 (26% de 61 perdas durante o periodo de 15 a 50 dias de
gestacdo), uma taxa similar foi encontrada entre os dias 30 e 35, porém isso nao tem sido confirmado em
outros estudos. Ja esta estabelecido que a taxa de perda embrionaria excede a taxa de perda fetal em
éguas com gestagdo simples. Tal fato determina o manejo pratico existente nos haras, no qual se
consideram éguas com prenhes positiva aquelas que apresentam mais de 42 dias de gestagdo (GINTHER

1986).
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Entre os parametros de estado reprodutivo: égua virgem, recém-parida, vazia, com vulvoplastia
e o fator idade, o tnico que teve relagdo com a perda de prenhes foi a idade das éguas. Eguas de 3 a 6
anos com 15,1% de perda comparando-se com éguas de 7 a 9 anos (19,3%), 10 a 12 anos (21,5%) ou
mais velhas (22,2%) (GINTHER 1986).

Outra consideragao associada com perda de prenhes ¢ a historia de perdas prévias. Em um estudo
verificou-se que a taxa de perda em éguas com gestacdes restabelecidas foi de 40% (8/20). Esse achado
indica a presenga de problemas cronicos em pelo menos algumas éguas desse grupo (GINTHER 1986).

Transpassar a placenta nao implica riscos maiores (CRANE; KOPTA, 1984). A amniocentese
realizada a partir da 14® semana ¢ um dos métodos mais difundidos para a obtencao de material fetal
com finalidade de diagnostico pré-natal de alteragdes genéticas em humanos (NAZARETH et al.,
1981). A pungdo amnidtica precoce em humanos pode ser realizada a partir da nona semana,
preferencialmente da 13* semana em diante (ELEJALDE et al., 1990). O risco de sérias complicagdes,
incluindo perda fetal, varia, nos diferentes centros, de 0,2% a 0,5%. Essa variagdo deve ser decorrente
do método de monitoramento aplicado a pungdo. Os bons servigos s6 executam o procedimento de
pungdo se realizado com toda a assepsia de um teatro operatorio, incluindo o uso de material
esterilizado e o revestimento da sonda de ultrassom com involucro estéril, uma vez que ela
acompanhard a introducdo da agulha até o lago amnidtico escolhido (GOLBUS et al., 1979).

O mais importante é, realmente, esse monitoramento, de modo a dar a certeza do caminho a ser
percorrido pela agulha, o que implica menor probabilidade de obter liquido com sangue ao evitar que
a agulha atravesse a cavidade amnidtica e puncione vasos ou a placenta localizada posteriormente. O
monitoramento evita, também, que a agulha seja introduzida mais de uma vez, o que diminui a
possibilidade de lesdes fetais. Outras complicagdes menores sdo as lesdes fetais que aparecem ao
nascimento como pequenas cicatrizes na regido tocada pela agulha. Se ndo monitorizadas pelo
ultrassom, poderdo ocorrer lesdes graves, dependendo da regido atingida pela agulha, tendo ja sido
descrita gangrena de membro e lesdo de articulacdo de joelho (MILUNSKY 1979).

Em bovinos a aspiracao de fluido amniotico via amniocentese vaginal ¢ realizada de 70 a 100
dias de gestagdo, utilizando uma pipeta de inseminacdo acoplada, em uma das extremidades, a uma
agulha hipodérmica 40 x 12 e na outra, a uma seringa de 60 mL, o que permite a obtengdo de células
para analise cromossomica. Esse método ¢ simples e preciso, fornecendo um diagnostico seguro para
deteccao do sexo pré-natal e defeitos citogenéticos em bovinos (BONGSO; BASRUR, 1975).

A concentragdo de testosterona no liquido amniotico, entre 90 e 150 dias de gestacdo em
bovinos, pode ser utilizada para determinar o sexo fetal, com os valores de 442 + 20 picogramas de
testosterona por mililitro para feto masculino e 215 + 8 picogramas por mililitro para fetos femininos
(BONGSO et al., 1976). As células cianofilicas (basofilicas) pequenas e nucleadas no liquido

amnidtico sdo as mais ativas e mitoticas e podem ser utilizadas para a deteccdo do sexo e perfil
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citogenético do feto bovino (BONGSO; BASRUR, 1975).

Kamimura e colaboradores (1996) realizaram 35 aspirados via transvaginal a partir de 30
vacas, obtendo 33 amostras. Cinco vacas foram aspiradas duas vezes com um intervalo de 10 dias,
utilizando-se um transdutor de 5,0 MHz equipado com uma guia de biopsia acoplada a uma agulha de
65 cm de comprimento com calibre de 8 mm. Ocorreram 5 abortos apos 1 semana da pungao. Concluiu-
se que o procedimento requer consideravel habilidade e oferece risco a viabilidade fetal.

Na avaliacdo da fisiologia reprodutiva de éguas submetidas ao procedimento de colheita de
material ovariano com agulha Tru-cut® mediante a guia ultrassonografica pelo fundo do saco vaginal,
demonstrou-se em duas temporadas de monta controladas subsequentes que nao apresentaram
quaisquer alteracdes do complexo reprodutivo. Em ambas as temporadas de monta controladas foram
obtidas prenhes positivas de 100% dos animais do experimento (GEBE et al., 2025). O que corrobora
com o verificado por Franco (2006) que as lesdes ovarianas causadas pela agulha de aspiracdo que se
utiliza do fundo do saco vaginal ndo afetam a fung@o ovariana no ciclo subsequente, em éguas crioulas,
mesmo sendo o ovario que irda ovular, 0 mesmo anteriormente aspirado. Gaetano et al. (2005)
confirmam que em éguas submetidas a exames ultrassonografico apos cada aspiracdo nenhuma
alteracdo foi encontrada com excecdo de duas éguas nas quais o corpo luteo (CL) ndo se formou apds
aspiragdo de foliculo do estro. Das 20 éguas envolvidas neste estudo, 10 foram inseminadas
artificialmente com sé€men fresco de um unico garanhdo fértil no primeiro cio espontidneo apos a
aspiracao anterior. Das 10 éguas inseminadas, sete estavam prenhes 16, 30 e 50 dias apos a inseminagao
artificial (IA), indicando que aspirag@o transvaginal guiada por ultrassons repetidos ndo afetaram
adversamente a fertilidade.

Segundo Viana ef al. (2003), um outro fator que pode dificultar o estabelecimento mais preciso
da relagdo entre intensidade de pungdo para coleta de odcitos em equinos e ocorréncia de lesdes € o
tipo de agulha utilizado. E relatada a utilizagdo de agulhas com calibres 17 (GIBBONS e al., 1994;
FRY et al., 1998; SCHERNTHANER et al., 1999); calibres 18 (STUBBINGS; WALTON, 1995; BONI
et al., 1997); calibres 19 (MACHATKOVA et al., 2000); e calibres 20 (BOLS et al., 1996b); Gauge
descartaveis (MACHATKOVA etal.,2000) ounao (VOS et al., 1994; STUBBINGS; WALTON, 1995;
BONI et al., 1997). Agulhas de menor calibre apresentam menor area de corte, sendo potencialmente
menos danosas ao tecido, enquanto agulhas descartdveis, por terem o bisel mais afiado, exercem menor
pressao sobre as estruturas puncionadas (BOLS et al., 1997). A baixa incidéncia de lesdes em animais
submetidos a até 20 sessdes de pungdo € coerente com a observagao de que o procedimento nao causa,
necessariamente, comprometimento da fertilidade (GIBBONS et al., 1994). O uso de agulhas de menor
diametro (19 e 20 G) e descartaveis pode ter contribuido para reduzir a extensdo das lesdes decorrentes

das pungdes. Nos animais submetidos a mais de 20 sessoes, a incidéncia de alteracdes macroscopicas
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e histologicas aumentou significativamente. A frequéncia das pung¢des, neste caso, pode ter sido

superior a capacidade de regeneragdo do 6rgao (SANTL et al., 1998).

5 MATERIAIS E METODO

O aparelho de pungdo foi testado in-vivo e em pecas de abatedouro (aparelho reprodutivo
feminino equino). Foram testadas e adaptadas duas guias de bidpsia que se utiliza em aspiracao
folicular, uma acoplada a uma sonda setorial movel e outro a uma sonda setorial fixa. O prototipo
compoe-se de um aparelho de puncao acoplado de maneira adaptada a uma das guias de biopsia,

conforme Figura 1.

Figura 1: Aparelho de puncéo: verifica-se recipiente de armazenagem de amostra (palheta 0,5 mL), acoplado numa
extremidade a uma agulha e a outra extremidade a uma seringa que é o modulo do aparelho de puncéo que encontra-se
dorsalmente acoplado a guia de bidpsia guiado por transdutor setorial conectado a um aparelho de ultrassonografia
Falcon®.

SRRl [ ———
S ——= )

Fonte: Elaborado pelos autores.

Também, foram testados calibres e comprimentos de agulhas variados a fim de verificar a
eficacia destes em transpassar as barreiras: fornix, utero e anexos placentdrios. Foram testadas as
agulhas 27G 3'2; 22G 1"4; 21G 14 18G 12; 16G 1"2; 20G 4; 15G 3¥*° (sistema inglés, pol.) de,
respectivamente, seguintes dimensdes no sistema métrico em milimetro (comprimento x didmetro): 89
x 0,4;30x0,7; 30 x 0,8; 40 x 1,2; 40 x 1,6; 80 x 1,5 ¢ 100 x 0,9 e, respectivamente, sistema adotado
pelo comércio: 89x4; 30x7; 30x8; 40x12; 40x16; 80 x 15 e 100 x 09, mostrado na Figura 2.

Figura 2: Agulhas testadas para a puncéo de vesiculas embrionaria/fetal equina via fundo do saco vaginal, de cima para
baixo: 89 x 0,4; 30 x0,7; 30x0,8; 40 x 1,2; 40 x 1,6; 100 x 0,9 e 80 x 1,5 (sistema métrico em milimetro (mm)).

S 39x04
- 30x 0.7
_— 30 x 0.8
T AR 40x 12
—_— 40x 1.6
== 100 x 0.9
= — | 80x1.5

Fonte: Elaborado pelos autores.

O presente trabalho ird adotar na sua explanagao o sistema métrico na especificacdo das agulhas

testadas. O aparelho de punc¢ao compde-se de uma agulha acoplada a uma palheta de 0,5 mL (recipiente

l.-"'} REVISTA REGEO, Sao José dos Pinhais, v.17, n.3, p.1-21, 2026



ReGeo

de armazenagem de amostra); este conjunto acopla-se a uma das extremidades de uma pipeta de
inseminagdo equina e na outra extremidade da pipeta a uma seringa de 1 mL. A guia de bidpsia se
acopla a um transdutor setorial de cinco MHz, que ¢ conectado a um aparelho de ultrassom Falcon
Vet®. O aparelho de ultrassom possui uma opcdo de programacio, para o transdutor setorial movel,
que exibe na tela uma linha indicando o trajeto da agulha.

Foram utilizadas 29 éguas para puncdo de amostras de liquido vitelinico e/ou alantoide de
embrides e/ou fetos equinos num total de 65 procedimentos de pungdes, portanto, ocorreram repeti¢des
em momento diferentes e/ou com agulhas diferentes em certas éguas. As amostras de anexos
embrionarios ou fetais de equinos foram coletadas por meio de pungdo via fundo de saco vaginal de
éguas prenhes, utilizando o prototipo acoplado a guia de bidpsia. O procedimento iniciou-se com a
antissepsia do trato genital externo utilizando detergente e dgua corrente, secando-se a regido perineal
com papel-toalha. O embrido, ou feto, foi localizado por meio de exame retal, enquanto a guia de
bidpsia ¢ introduzida por via vaginal e guiada até o fornix na area mais proxima ao conceptus. A guia
de bidpsia ¢ revestida com digluconato de clorexidina 0,7 % em pasta (Furanil®), a fim de promover
a antissepsia do local da pungdo, possuindo efeito antimicrobiano geral, antifingico e antiprotozoario.
Em seguida, a agulha foi exposta e atravessou as camadas da parede vaginal; logo apds, o utero e
anexos embriondrios, ou placentarios, chegando ao espago preenchido por liquido vitelinico ou
alantoide . Este liquido proveniente do conceptus foi puncionado e armazenado no interior do aparelho
de biopsia. Todo o procedimento foi guiado ultrassonograficamente com transdutor setorial, via fundo
de saco vaginal. Apos a obtencdo do fluido dos anexos, a agulha retornou a protecdo da guia de biopsia
e o conjunto foi retirado da égua. Nao foi preestabelecido um periodo de gestagdo em que a puncdo
pudesse ser feita, sendo que esta foi realizada entre 18 dias e 11 meses de gestacdo. A analise estatistica
consistiu na comparacao, pelo teste de qui-quadrado, entre a frequéncia de animais puncionados € a
frequéncia de abortos de acordo com o tipo (100 x 09; 30 x 0,7; 30 x 0,8; 40 x 1,2; 40 x 1,6; 80 x 1,5;
89x0,4), comprimento (30; 40; 80; 89; 100 mm) e o didmetro da agulha (0,4; 0,7; 0,8; 0,9; 1,2; 1,5; 1,6
mm). Também foi verificada a existéncia de correlagdo entre a frequéncia de animais puncionados ¢ a
frequéncia de abortos com o diametro e comprimento da agulha e idade dos animais. O aplicativo
estatistico utilizado foi o Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG, versao 9.1), adotando-

se o nivel de 5% de significancia.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
Verificou-se nas éguas submetidas a punc¢do de vesiculas embrionéria/fetal via fundo do saco
vaginal utilizando a agulha 89 x 0,4 mm que ndo foi possivel proceder com a puncao, tanto da prenhes

precoce (30 dias) quanto mais da tardia (150 dias) (Figura 3).
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Figura 3: Eguas submetidas a puncao de vesiculas embrionéria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando a agulha 89 x
0,4 mm Puncdo (- = ndo obtencdo de fluido, +=obtencéo de fluido).

Agulha 89x4 mm

N°daintervencdo N°daégua  Dias de prenhes Puncdo Reabsorcdo aborto
11 7 30 - -
20 9 150 - -
53 26 150 - -

Fonte: Elaborado pelos autores.

A utilizacdo da agulha 30 x 0,7 mm nas éguas submetidas a puncdo de vesiculas

embriondria/fetal via fundo do saco vaginal (Figura 4) mostrou-se eficiente nas gestagdes mais

precoces, isto €, até os 60 dias, ndo causando perda embriondria em nenhuma das intervengoes.

Figura 4: Eguas submetidas a punco de vesiculas embrionéria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando a agulha 30 x
0,7 mm Puncdo (- = ndo obtencdo de fluido, + = obtenc¢do de fluido).

Agulha 30 X 0,7 mm

N° daintervencdo N°daégua  Dias de prenhes Puncdo Reabsorc¢do aborto
6 3 21 + -
48 22 21 + -
2 2 23 + -
12 7 30 + -
47 21 30 + -
52 25 30 + -
8 5 45 + -
13 7 60 + -
14 8 60 + -
9 6 70 - -
15 8 90 - -
34 14 90 - -
41 18 90 - -
36 15 120 + -
39 17 120 - -
62 29 150 - -
37 16 180 - -
59 28 180 - -
22 10 210 - -
56 27 210 - -

Fonte: Elaborado pelos autores.

No caso das éguas submetidas a puncdo de vesiculas embrionaria/fetal via fundo do saco

vaginal utilizando a agulha 30 x 0,8 mm (Figura 5) verificou-se uma maior possibilidade de se realizar

a puncao até os 90 dias de gestagdo, sem se constatar perdas do concepto.
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Figura 5: Eguas submetidas a puncao de vesiculas embrionéria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando a agulha 30 x
0,8 mm Puncdo (- = ndo obtencdo de fluido, + = obtencdo de fluido).
Agulha 30 x 0,8 mm

N°daintervencdo N°daégua  Dias de prenhes Puncdo Reabsorcdo aborto
10 6 70 + -
35 14 90 + -
42 18 90 + -
49 23 90 + -
18 9 120 - -
21 9 150 + -
30 12 150 - -
32 13 150 - -
54 26 150 - -
50 24 180 - -

3 2 210 - -
24 10 240 - -
27 11 240 - -

Fonte: Elaborado pelos autores.

A agulha 100 x 0,9 mm mostrou o mesmo comportamento da agulha 30 x 0,8 mm nas éguas
submetidas a puncdo de vesiculas embrionaria/fetal via fundo do saco vaginal, isto ¢, possibilidade

maior de puncio até os 90 dias de gestacdo, porém, verificou-se perda deste concepto (Figura 6).

Figura 6: Eguas submetidas a puncéo de vesiculas embrionéria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando a agulha 100 x
0,9 mm Puncdo (- = ndo obtencdo de fluido, + = obtenc¢do de fluido).
Agulha 100 x 0,9 mm

N°daintervencdo  N°daégua  Dias de prenhes Puncdo Reabsorcdo aborto
1 1 18 + -
17 8 90 + +
64 29 150 - -
61 28 180 - -
51 24 180 + -
4 2 210 - -
58 27 210 - -
28 11 240 - -

Fonte: Elaborado pelos autores.

A pungdo de vesiculas embrionaria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando a agulha 40 x 1,2
mm possibilitou um maior sucesso do procedimento até os 120 dias de gestacdo. Aos 150 dias de
gestagdo ocorreu perda de gestacdo de uma das éguas puncionadas com a agulha 40 x 1,2. A agulha 40
x 1,2 proporcionou alguns sucessos do procedimento de pun¢do em casos mais avangados como aos

180 e 210 dias de gestagdo sem perda do concepto (Figura 7).
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Figura 7: Eguas submetidas a puncao de vesiculas embrionéria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando a agulha 40 x
1,2. Puncdo (- = ndo obtencdo de fluido, + = obtencdo de fluido).
Agulha 40 x 1,2 mm

N°daintervencdo N°daégua  Dias de prenhes Puncdo Reabsorcdo aborto
7 4 35 + -
16 8 90 - -
19 9 120 + -
40 17 120 + -
31 12 150 + +
33 13 150 + -
63 29 150 - -
55 26 150 - -
38 16 180 + -
60 28 180 - -
57 27 210 - -
23 10 210 + -
25 10 240 - -
43 19 300 - -
45 20 300 - -

Fonte: Elaborado pelos autores.

No grupo de éguas onde se utilizou a agulha 80 x 1,5 mm para a realizagdo da puncdo de
vesiculas embrionaria/fetal via fundo do saco vaginal constatou-se a possibilidade de sucesso aos 210
dias de gestagdo e aos 240 dias um dos procedimentos ndo obteve sucesso (Figura 8). Nao se verificou

a perda do concepto ao se utilizar a agulha 80 x 1,5 mm nas suas punc¢des.

Figura 6: Eguas submetidas a puncdo de vesiculas embrionéria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando a agulha 80 x
1,5 mm Puncéo (- = ndo obtencéo de fluido, + = obtencéo de fluido).
Agulha 80 x 1,5 mm

N°daintervencdo N°daégua  Dias de prenhes Puncéo Reabsorcéo aborto
65 8 210 + -
5 2 210 + -
26 10 240 - -
29 11 240 + -

Fonte: Elaborado pelos autores.

Nas éguas submetidas a puncdo de vesiculas embriondria/fetal via fundo do saco vaginal
utilizando agulha 40 x 1,6 mm (Figura 9) verificou-se a possibilidade de pung¢ado nas gestagdes tardias,

porém, os dois procedimentos levaram a perda do concepto.

Figura 9: Eguas submetidas a punc&o de vesiculas embrionaria/fetal via fundo do saco vaginal utilizando agulha 40 x 1,6
mm Puncdo (- = ndo obtencdo de fluido, + = obtencéo de fluido).
Agulha 40 x 1,6 mm

N°daintervencdo N°daégua  Dias de prenhes Puncéo Reabsorcédo aborto
44 19 300 + +
45 20 300 + +

Fonte: Elaborado pelos autores.

Na maioria das intervengdes, as agulha de menor calibre transpassaram a parede do utero mas

ndo perfuraram a placenta, empurrando-a sem penetra-la. Nas gestagdes mais avancadas as agulhas de
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menor calibre amassavam-se € ndo penetravam as barreiras, fazendo-se necessaria a utilizagdao de
agulhas de calibres maiores na medida do avancar da gestacdo. Periodo de puncdo ideal esta
compreendido entre dias 35 e 60, por ser um periodo de menor percentual de ocorréncia de perdas
naturais € constatar-se que os anexos placentarios ainda ndo estdo tdo espessos, além do
posicionamento do ttero permitir sua manipulagdo com maior facilidade.

Procedeu-se um total de 65 intervencdes de pun¢do do concepto, independentemente da idade
de gestacdo, em 29 éguas verificando-se em 36 procedimentos sucesso na puncao (55%), isto €,
obtengao de fluido do concepto. No decurso das 65 intervengdes constatou-se um total de cinco perdas
do concepto, que reflete uma perda de 7,7% das intervencdes (n=65), 13,8% das éguas em que a puncao
foi bem sucedidas (n=36) e 17% da populagdo estudada (n=29).

Um fator a ser considerado ¢ a determinagdo do dia minimo em que a técnica deve ser realizada,
objetivando-se evitar o periodo em que ha possibilidade de ocorrerem perdas embriondrias
espontaneas, evitando dividas a respeito da causa da perda embrionaria. Pode-se tomar como exemplo
o caso da égua nimero 26 na qual houve perda embrionéaria e que foi puncionada nesse periodo (dia
30) em que ocorrem 21,4 % das perdas naturais (Guinter 1986). Nesse caso nao foi possivel estabelecer
a causa real da perda embriondria. A contrag¢do uterina no dia da puncao desta égua ndo condizia com
uma contragdo caracteristica de prenhes, o que evidencia uma concentragdo ineficiente de
progesterona. Em tal periodo ainda ndo ha formacdo dos célices endometriais (dia 33), que sdo
responsaveis pela formacao dos corpos luteos acessorios produtores de progesterona. No dia seguinte
a puncdo, o embrido apresentava formato normal; apds cinco dias (dia 35) foi realizada a
ultrassonografia da égua e constatou-se a perda embrionaria. Outro fator a ser considerado € a produgao
de prostaglandinas que levam a lutedlise, decorrentes de agressoes ao utero. Os abortos das éguas de
numero 8 (punc¢do aos 3 meses de gestacdo) e 13 (puncdo aos 5 meses) ocorreram 5 dias apds as
puncdes, nos dois conceptos obteve-se as amostras de fluido do concepto na terceira tentativa. Nao ha
constatagdo do que pode ter causado o aborto, porém pode ter sido o excesso de manipulagdo. A causa
do aborto dos fetos de dez meses, éguas de numero 20 e 21, provavelmente tenha sido da técnica, pois
durante a pung¢do os fetos se mexiam muito e as €éguas encontravam-se inquietas, além de ter sido dificil
perfurar as placentas e chegar a cavidade alantoide, devido a espessura das placentas em relacdo ao
comprimento das agulhas utilizadas. Primeiro com agulhas de calibre 40/1,2 mm ndo foi possivel a
realizagdo da puncdo. Com a agulhas de calibre 40/1,6 mm (maior calibre testado) foram necessarias
varias tentativas, até que a agulha perfurasse os anexos placentarios e, provavelmente, resultou na
perda do concepto. Indica-se, portanto, em casos de prenhes avangada, a utilizagdo de agulhas de maior
comprimento. Em uma das tentativas a agulha atingiu o feto da égua 21 provocando a presencga de
sangue na amostra ¢ na guia de biopsia. Esses fatores podem ter contribuido para o aborto que foi

observado no dia seguinte. A técnica pode ser melhorada através da compreensao de que existe uma
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correlagdo positiva entre o calibre das agulhas e a idade de gestacdo e que quanto maior a idade de
gestacdo também maior deve ser o comprimento da agulha, respectivamente, devido a maior
resisténcia e maior espessura da placenta. A utilizag¢do de tranquilizantes e anestesia peridural na égua
deve ser levada em conta, de maneira semelhante a metodologia utilizada em bovinos (Kamimura et
al.,1996), visto que a inquietacao da égua prejudica a realizagdo da técnica.

A correlagdo entre idade do concepto e possibilidade de realizagdo ou ndo da pungdo mostrou
que quanto maior a idade gestacional, menor a possibilidade de realiza¢dao da pungdo (r = - 0,3877; P
=0,0005). Na analise da correlagdo entre idade do concepto e incidéncia de aborto foi verificada uma

baixa correlagdo sem significancia (r = 0,1114; P=0,1888).

Figura 10: Comparacéo, pelo teste de qui-quadrado, entre a frequéncia de éguas puncionadas e a frequéncia de abortos de
acordo com o tipo de agulha hipodérmica: 100 x 9; 30 x 7; 30 x 8; 40 x 12; 40 x 16; 80 x 15; 89 x 4 (calibre).
BPUNGAQ (%) BASORTO (%)

100.0 1000
100

80

66.7

60

50.0
46,7

Frequénciarelativa (%)

37.5
40

20
12,5

0,0 0.0 0.0 0.0

100x9(n=8) 307 (n=20) 30x8(n=13) 40x12(n=15) 40x16(n=2) 80x15 (n=3) 89x0,4 (n=3)

Fonte: Elaborado pelos autores.

Ao comparar as agulhas na figura 10, deve-se ressaltar a idade gestacional e consequente
espessura do fornix, Utero e placenta em que elas foram utilizadas, visto que em gestagdes iniciais
foram utilizadas agulhas de baixo calibre e em gestacdes mais avangadas as de maior calibre. A agulha
40 x 16 mm obteve o pior desempenho no que diz respeito ao aborto; no entanto, foi eficiente na
pungdo, apesar do nimero pequeno de eventos. Nao houve nenhum aborto com as agulhas 30 x 8 e 80
x 15 mm, apesar de ter um diametro grande, a agulha 80 x 15 mm mostrou-se eficiente, pois foi
utilizada em gestagdes mais avancadas (a partir de 210 dias). A agulha 89 x 4 mm nao obteve sucesso
em perfurar as estruturas, ela se curvava ao ser pressionada contra o fornix e ndo o perfurava; ao cessar
a pressao, a agulha voltava a seu formato normal.

O diametro das agulhas estd diretamente relacionado tanto ao sucesso da pun¢do quanto a

ocorréncia de aborto como verificado na Figura 11. Quanto menor o didmetro, menor ¢ a resisténcia
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da agulha em relacao a dano estrutural (entortar-se) € menor € a porcentagem de sucesso na pungao.
Vale lembrar, quanto maior a espessura a ser perfurada, maior resisténcia ¢ exigida da agulha. Quanto

maior o didmetro da agulha, maior ¢ o didmetro da perfuracdo e maior ¢ a lesdo na estrutura perfurada.

Figura 11: Comparacéo, pelo teste de qui-quadrado, entre a frequéncia de éguas puncionadas e a frequéncia de abortos de
acordo com o diametro da agulha hipodérmica: 0,4; 7; 8; 9; 12; 15; 16 (calibre).

| OPUNGAC (%) BABORTO (%)

100.0  100.0

Frequénciarelativa (%)

04 (n=3) 7 (h=20) 8 (n=13) 9(n=89) 12(h=15) 15(n=3) 16(n=2)
Diametro

Fonte: Elaborado pelos autores.

Figura 12: Comparacéo, pelo teste de qui-quadrado, entre a frequéncia de éguas puncionadas e a frequéncia de abortos de
acordo com o comprimento da agulha hipodérmica: 30; 40; 80; 89; 100 (comprimento em mm).

‘ OPUNGAO (%) BABORTO (%)

100 A

80 A

60 A

Frequénciarelativa (%)

40 A

20 4

30 (n=33) 40(n=17) 80(n=3) 89(n=3) 100 (n=8)
Comprimento

Fonte: Elaborado pelos autores.

O comprimento esta diretamente relacionado ao sucesso da puncdo, uma vez que em gestacoes

mais avangadas a espessura utero/placenta ¢ maior, conforme se verifica na Figura 12. Verificou-se, na
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técnica da pungdo, que a distancia ndo depende apenas das espessuras fundo de saco vaginal, parede
uterina e placenta do concepto, uma vez que a aproximagao dessas estruturas depende da forca que o
técnico exerce sobre elas, pressionando-as, além do grau de dificuldade, que ¢ varidvel nos individuos.
Soma-se a esse fato a variacao da contragao da musculatura retal, ja que a aproximacao da vesicula ¢
realizada por esta via. E importante ressaltar que o fundo de saco vaginal funciona como um limitador
do alcance da agulha, pois a forca exercida na superficie deste ¢ aumentada visto que a agulha se
encontra no interior da guia de bidpsia, que possui uma area de superficie muito maior, limitando a
elasticidade e deslocamento do fornix em direcao ao ttero durante a puncao. Sugere-se que nos estudos
subsequentes a guia de biopsia seja modificada de forma que o aparelho de puncao possa ultrapassar a
por¢do final da guia de bidpsia, podendo haver, provavelmente, uma perda momentinea da
visualizacao correta do local da pun¢ao durante a pressao final da agulha sobre o fornix. No entanto,
deve-se ressaltar que durante a puncdo ocorre visualizagdo do caminho percorrido pela agulha,
tornando diminuta a relagdo entre comprimento da agulha e porcentagem de aborto e que no calculo
estatistico dessa relacdo os valores obtidos estdo influenciados pelo diametro.

Conclui-se que o didmetro das agulhas esta diretamente relacionado tanto ao sucesso da pungao
quanto a ocorréncia de aborto, quanto maior a idade gestacional menor € a possibilidade de realizagdo
da puncdo e que ndo houve nenhum dano as éguas mesmo quando houve reabsor¢ao ou abortamentos,

mostrando que a técnica € segura para as ¢guas, independente de suas fases gestacionais.
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