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RESUMO

BEZERRA, Luciana de Lima. Eficiéncia reprodutiva em éguas assintomaticas portadoras
de Theileria equi submetidas a um programa de transferéncia de embrido. 97p.
Dissertagdo (Mestrado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011. Nutricdo e Produg¢dao de Monogastricos.

Este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da babesiose nas taxas de recuperacdo
embrionaria, gestacdo e perda embrionaria precoce. O projeto foi realizado em uma Central
Comercial de Transferéncia de Embrido, situado no Municipio de Itaguai, e em dois haras no
municipio de Seropédica- RJ. Foram utilizadas 13 doadoras e 40 receptoras de embrido da
raca Mangalarga Marchador, positivas para Theileria equi através do método de nested-PCR.
Nas ¢éguas doadoras foram realizados duas coletas de embrides em dois ciclo estrais
consecutivos (GId), em sequéncia, esses mesmos animais foram tratados com dipropionato
de imidocarb (1,2 mg/kg IM.) para realizacao de mais duas coletas de embrides em dois ciclos
estrais (GIId). As receptoras de embrido foram divididas em dois grupos de 20 animais cada,
onde um grupo foi o controle (GIr) e, o outro grupo, foi tratado (GIIr) com 1,2 mg/ Kg IM de
dipropionato de imidocarb, com intuito de avaliar a taxa de gestacdo aos 15, 30, 45 e 60 dias.
As éguas doadoras apresentaram eritrograma normal antes e apds o tratamento com
dipropionato de imidocarb, e em relacdo ao leucograma, apresentaram diminui¢do na
contagem de leucocitos e neutrofilos totais e discreto aumento de linfocitos € monocitos
somente apos o tratamento. As receptoras apresentaram eritrograma e leucograma normal
antes e apods o tratamento com dipropionato de imidocarb. Apos a realizacao de 52 coletas de
embrido, a taxa de recuperagdo embrionaria foi 53,84% (14/26) e 65,38% (17/26) (p> 0,05)
para GId e GIId respectivamente. A taxa de gestagdo foi de 70% (14/20) (p> 0,05) aos 15, 30,
45 e 60 dias no grupo Glr e para o Gllr foi 85% (17/20) (p> 0,05) aos 15 dias, 80% (16/20)
(p>0,05) aos 30, 45 e 60 dias. O tratamento com dipropionato de imidocarb na forma como

foi realizado nao promoveu melhora significativa na eficiéncia reprodutiva em um programa
de TE.

Palavras-chave: Biotecnologia, Babesiose, Nested-PCR, éguas.



ABSTRACT

BEZERRA, Luciana de Lima. Reproductive efficiency in mares with asymptomatic for
Theileria equi undergo a program for embryo transfer. P97. (Master Science in
Zootecnia,). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2011, Monogastric nutriton and production.

This study aimed to evaluate the influence of babesiosis in embryo recovery rates, early
pregnancy and embryonic loss. The project was carried out in a Central Commercial Embryo
Transfer, located in the city of Itaguai, and two farms in the county of Seropédica-RJ, using
animals from the same breed (Mangalarga Marchador). The 13 donors and 40 recipients used
in this experiment were positive for Theileria equi confirmed by nested-PCR method . Two
embryo collections were performed in donor mares in two consecutive estrous cycles (GID),
in sequence these same animals were treated with imidocarb dipropionate (1.2 mg / kg IM.) in
order to conduct two more embryo collections in two estrous cycles (GIId). The embryo
recipients were divided into two groups of 20 animals each, where one was the control group
(IRG), and the other group was treated (Gllr) with 1.2 mg / kg IM imidocarb dipropionate,
with the aim of evaluating pregnancy rate at 15, 30, 45 and 60 days. The embryo donors
mares had normal erythrocyte before and after treatment with imidocarb dipropionate.
ConcerningWBC, the embryo donors showed a decrease in the count of total leukocytes and
neutrophils after treatment and a slight increase of lymphocytes and monocytes after
treatment. The embryo recipients showed normal erythrocyte and leukocyte counts before and
after the treatment with imidocarb dipropionate. After 52 embryo collections performed,
embryo recovery rate was 53.84% (14/26) and 65.38% (17/26) ( p> 0,05) for GID and GIId
respectively. The pregnancy rate was 70% (14/20) ( p> 0,05) at 15, 30, 45 and 60 days in the
Gir and the GlIr was 85% (17/20) ( p> 0,05) at 15 days, 80% (16/20) ( p> 0,05) at 30 , 45 and
60 days. Treatment with imidocarb dipropionate did not improve significantly the
reproductive efficiency in an ET program.

Keywords: biotechnology, Babesiosis, nested PCR, mares.
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1. INTRODUCAO

A equideocultura no Brasil ¢ de grande relevancia para a economia nacional. O
Complexo do Agronegécio Cavalo atinge um faturamento anual da ordem de R$ 7,5 bilhdes.
Sao gerados 642,5 mil empregos diretos, aproximadamente seis vezes mais que a industria
automotiva nacional e vinte vezes mais do que a aviagdo civil brasileira. Somados aos
empregos indiretos, o complexo equino brasileiro ocupa 3,2 milhdes de pessoas (GUERRA;
MEDEIRQOS, 2007). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
existem atualmente 5,9 milhdes de equinos no Pais. Segundo o senso de 2004. Deve-se
salientar que ragas nativas estdo em fase de formacao e assim, qualquer meio capaz de reduzir
o intervalo de geracdes e aumentar o numero de bons reprodutores e matrizes ¢ de grande
valia no aprimoramento de nossos animais.

A demanda pelo desenvolvimento de técnicas de reproducdo assistida de aplicagdo na
equideocultura tem aumentado muito. O Brasil esta entre os trés paises que mais faz
transferéncia de embrido (TE) equino no mundo, junto com EUA e Argentina. Entre as
técnicas de reprodugdo assistida, a TE ¢ a mais utilizada para se obter um rapido
aproveitamento genético. Embora o uso da TE tenha aumentado nas ultimas décadas, seus
numeros oscilam junto com a situacao financeira da industria equina, devido ao seu alto custo,
sendo realizada somente em animais geneticamente superiores usados como doadores.

Virios fatores influenciam na eficiéncia reprodutiva em um programa comercial de TE
equina. Entre eles podemos citar os relacionados as doadoras e receptoras como: fertilidade,
idade, dia da coleta do embrido, dia da transferéncia do embrido, grau de sincronia entre
doadora e receptora, status uterino, endometrites, além dos fatores relacionados ao garanhio,
como: qualidade do sémen, fertilidade, tipo de sémen, se fresco, resfriado ou congelado. O
ideal seria trabalhar com animais livres de doencgas, ecto e endoparasitas, porém devido ao
nosso clima e controle sanitario, fica dificil obter animais isentos de algumas parasitoses,
como por exemplo, a theileriose.

A babesiose tem sido descrita como a principal parasitose equina, devido aos danos
diretos como as quedas de desempenho e mortalidade, além de danos indiretos como o
impedimento para comercializagdo e principalmente exportagdo. Essas perdas estdo
associadas tanto aos fatores clinicos como a restri¢do ao transito internacional de animais
soropositivos. Nos Estados Unidos, Canadd, Australia e Japao, assim como em alguns paises
da Europa e América Latina, onde o parasito ndo ocorre de forma endémica, sao impostas
rigorosas medidas de controle que impedem a entrada de animais soropositivos em areas
consideradas livres de babesiose. A mortalidade em infecg¢des por Theileria equi € baixa, em
geral, os animais recuperam-se da fase aguda da doenca e permanecem como portadores
assintomaticos do parasita provavelmente durante toda a vida do animal. Durante a fase
cronica da infeccdo, sinais clinicos inespecificos como inapeténcia, perda de peso e queda no
desempenho fisico e reprodutivo sao comuns. Danos causados por surtos endémicos causaram
prejuizos de aproximadamente $ 130 milhdes na década de 80 nos EUA e $ 2 bilhdes na
Africa do Sul nos anos 90. No Brasil, nas regides endémicas as perdas chegam a R$ 50
milhdes/ano e nas areas nao endémicas as perdas estimadas sao de R$ 20 milhdes.

A segunda maior fonte de aborto na Africa do sul é causada pela babesiose. A
ocorréncia de fetos abortados com ictericia e estado de anemia, ou potros prematuros e ainda
aqueles que nascem doentes, mostrando sintomatologia como ictericia, anemia, prostragao e
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relutancia a amamentagdo, sugeriram a transmissao congénita de 7. equi no trimestre inicial
da gestacao.

Quando se considera o pequeno numero de embrides obtidos aos anos por égua, fica
explicita a importancia de se alcangar a melhor taxa de prenhez e menor perda embrionaria. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia de 7. equi nas taxas de recuperagdo
embriondria das éguas doadoras de embrido assim como avaliar a taxa de gestacdo e perda
embrionaria precoce de éguas receptoras de embrido com 15, 30,45 e 60 dias de gestacdo
antes e ap6s o tratamento com dipropionato de imidocarb, respectivamente.



2.  REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ciclo Estral da Egua

A ¢égua ¢ um animal poliéstrico sazonal com atividade reprodutiva influenciada por
fotoperiodo, mas também pela nutricdo e o clima. A maioria das éguas apresenta atividade
sexual durante a primavera e o verdo (fase denominada de estacdo de monta), e somente
poucas éguas estdo ciclicas durante o final do outono e inverno (estagdo de anestro). O ciclo
estral compreende o intervalo que vai de uma ovulagdo a outra, a média de um ciclo estral
equino varia de 19 a 22 dias. O estro, (fase folicular ou estrogénica), varia de cinco a sete
dias, e o diestro (fase lutea ou progesteronica) de aproximadamente 14 a 15 dias (DAELS;
HUGHES, 1993; GINTHER, 1992).

O estro ¢ caracterizado pela presenca de um foliculo dominante de 30mm de diametro
no ovario, onde sdo produzidos elevados niveis de estrogenos pelas células da granulosa
(GINTHER, 1992), tornando a fémea receptiva ao macho e proporcionando a elevagao
gradual do hormonio luteinizante (LH), além da forma¢do do edema uterino, que tende a
reduzir nos dois dias que antecedem a ovulagdo (McKINNON; CARNEVALE, 1993). A
ovulacdo, evento no qual ocorre a liberagdo do ovocito, acontece aproximadamente 24 a 48
horas antes do fim do estro (DAELS; HUGHES, 1993).

O diestro compreende o periodo no qual a égua ndo estd receptiva ao garanhao, nesta
fase o ambiente uterino permite condi¢des adequadas para o desenvolvimento embrionario.
Apo6s a ovulagdo tem-se a total luteinizagdo das células da granulosa e da teca, formando o
corpo luteo, que sintetiza e secreta progesterona. Nos casos em que nao ocorre a fecundagao,
a fase lutea termina 14 a 15 dias apos a ovulagdo, com regressdo do Corpo Luteo (CL) pela
acdo da prostaglandina (PGF,a) sintetizada pelo endométrio, e tem inicio um novo estro. No
quinto ou sexto dia, apos a ovulagdo, o embrido chega ao utero, onde migrara com intuito de
realizar o reconhecimento materno até que ocorra a nidagcdo ao redor do décimo oitavo dia
pos-ovulagdo. A regressao dos CLs soO vai ocorrer ao redor dos 120 dias de gestacao, quando a
placenta torna-se responsavel pela producdo de progesterona (DAELS; HUGHES, 1993;
MALINOWSKY, 2002).

2.2. Dinamica Folicular

Dinamica folicular ¢ o processo continuo de crescimento e regressdao folicular que
ocorre nos ovarios das éguas, o qual ¢ diretamente influenciado por fatores extrinsecos como
nutricao, temperatura, estresse e fotoperiodo. O termo “onda folicular” compreende um
conjunto de fenomenos foliculares que obedecem a seguinte sequéncia: recrutamento, selecao,
dominancia ¢ ovulacdao ou atresia. Durante o recrutamento, ocorre o crescimento comum de
um grupo de foliculos antrais sensiveis ao FSH, seguido pela fase de sele¢do, na qual um ou
alguns foliculos mantém o padrao de crescimento, em detrimento dos demais que comegam
um processo de regressdo ou atresia. Nas espécies monovulatorias, normalmente, o foliculo
que continua a crescer ¢ considerado dominante (fase de dominancia); este secreta elevada
quantidade de estrogeno e ¢ sensivel ao estimulo ovulatério desempenhado pela liberagao do
LH (DRIANCOURT, 2001). A concentracao plasmatica de estradiol comeca a se elevar entre
cinco a sete dias antes da ovulagdo, atingindo pico 24 a 48 horas antes da ovulagdao (PYCOCK



et al., 1995), quando comeca a se reduzir em sincronia com o pico de LH, devido ao impacto
negativo do LH ao estradiol (JACOB et al., 2009)

A emergéncia de uma onda estd associada ao surgimento do hormoénio FSH
(GINTHER et al., 2003), 7-11 foliculos (representados por foliculos de 6mm de didmetro)
entram em uma fase comum de crescimento (GINTHER et al., 2001). O futuro foliculo
dominante emerge em média, nas éguas, um dia mais cedo do que o futuro foliculo
subordinado (GINTHER, 2000; GINTHER et al., 2001), com isso o dominante atinge 6 mm
antes do futuro maior foliculo subordinado e mantém uma média de 3 mm didmetro de
vantagem até o inicio do desvio (GINTHER, 2000). O pico da concentragao de FSH ocorre
quando o maior foliculo atinge, aproximadamente, 13 mm de didmetro e, entdo essa
concentracdo comega a declinar (GINTHER, 2000; GINTHER et al., 2005). O crescimento
paralelo dos foliculos finaliza quando o maior foliculo alcanca um diametro de 22 mm
(GINTHER, 2000; MACHADO, 2002), ¢ o segundo maior foliculo alcanca 19 mm com o
desvio comecando em 6,2 dias depois da emergéncia dos foliculos de 6 mm.

Ao final da fase de crescimento comum, uma mudanca na taxa de crescimento tem
inicio. Esse processo ¢ conhecido como divergéncia e tem inicio quando o didmetro dos dois
maiores foliculos tem em média 22,5mm e 19,0mm (GASTAL et al., 1997, 1999; GINTHER
et al.; 2004). O desvio entre as taxas de crescimento entre o futuro foliculo dominante e os
subordinados ¢ um evento crucial durante a selecao do foliculo ovulatorio. Apos o desvio, o
desenvolvimento do foliculo dominante mantém uma taxa de crescimento constante até um ou
dois dias antes da ovulacdo. Os foliculos remanescentes (foliculos subordinados) crescem a
uma taxa reduzida e regridem (GASTAL et al., 2006). Em estudo realizado por Jacob et al.
(2009) relataram a ocorréncia de oito a onze ondas ovulatorias com dois foliculos dominantes,
uma segunda divergéncia ocorreu entre o maior e o segundo maior foliculo 2,5 dias apos a
primeira. Ginther et al. (2003) demonstraram que os maiores foliculos das ondas menores
alcangam didmetro inerente ao desvio folicular (22,8 mm), mas, depois disso, param de
crescer.

As ¢éguas apresentam ondas maiores (caracterizados por foliculos dominantes e
subordinados) e ondas menores (onde o maior foliculo ndo atinge o didmetro de um foliculo
dominante (GINTHER, 2000), posteriormente, as ondas maiores foram subdivididas em
ondas primarias, cujo foliculo dominante inicia o seu desenvolvimento na metade do diestro e
ovula durante o estro e ondas secunddarias, que apresentam foliculo dominante que inicia seu
desenvolvimento no final do estro, momento antes da ovulagdo, podendo ou ndo ovular no
diestro, sendo denominada ovulagdo de diestro. (EVANS, 2003).

As concentracdes de LH no inicio do desvio foram maiores no momento
correspondente as ondas maiores do que no periodo das ondas menores, concluindo que o
futuro foliculo dominante necessita de um estimulo adicional do LH no inicio do desvio
folicular e também indica que o LH fornece o estimulo para conversao de uma onda menor
para uma onda folicular maior (GINTHER et al., 2003).

2.3. Manejo Reprodutivo

Para selecdo da égua doadora deve ser considerado o seu historico reprodutivo, a
fertilidade, as diretrizes do registro da raga, o valor potencial do potro resultante e o nimero
de gestacoes desejadas (SQUIRES et al., 1999).

Uma alimenta¢do de qualidade ¢ imprescindivel em um programa (TE) tanto para a
¢égua doadora quanto para a receptora. A deficiéncia alimentar das receptoras ¢ um dos
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principais problemas relacionados a TE, j& que estas éguas necessitam de alimentacao
balanceada, assim como, as doadoras (GOMES; GOMES, 2008). As éguas receptoras de
embrides devem estar ganhando peso durante a estagdo de monta, as taxas de prenhez e perda
embrionaria podem ser drasticamente afetadas em receptoras que estiverem perdendo peso
durante a estagdo reprodutiva, mesmo com boa condigao corporal (SAMPER, 2000),

Tanto as doadoras quanto as receptoras necessitam ser vacinadas e vermifugadas
regularmente de acordo com protocolo recomendado pelos produtos utilizados (GOMES;
GOMES, 2008).

Eguas submetidas a exercicio em ambiente quente ¢ imido apresentam alteragdes no
desenvolvimento folicular, na ovulagdo e reducdo na taxa de recuperagdo embriondria
(MORTENSEN et al., 2009). No manejo deve-se sempre evitar o estresse dos animais, as
mudancas de grupos de animais ndo devem ser feitas individualmente, para evitar problemas
hierarquicos, em especial aos animais transferidos ou as receptoras que receberam embrido, e
que devem estar alojadas em piquetes com baixa lotagdo, facil acesso a 4gua e boas pastagens.
(SAMPER, 2000; ALONSO, 2008).

O controle folicular eficiente tem papel fundamental em um programa de TE. O exame
detalhado através da ultrassonografia ¢ necessario para realizar um melhor controle da
ovulacdo, bem como avaliar se hd resquicio ou excesso de resposta inflamatoria (fluido
uterino) apds a IA. Este controle deve ser didrio em se tratando de éguas doadoras de embrido
e em relagdo as receptoras de embrido, esse controle deve ser realizado pelo menos a cada 48
horas. O ultrassom ¢ indispensavel para a avaliacdo das condig¢des uterinas de receptoras no
momento da inovulagdo, aumentando a chance de éxito da técnica. O uso de gonadotrofina
coridnica humana (hCG) ou hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) para induzir a
ovulacdo ¢ muito importante, pois desta forma apenas uma IA ¢ necessdria, antes da ovulacao
ou eventualmente até 6 horas apds, especialmente quando se utiliza sémen congelado
(GOMES; GOMES, 2008).

Em recente estudo, 1000UI comparado a 1750UI de hCG IV foram utilizadas para
avaliacdo da resposta ovulatoria, a dose de 1000 UI, 89,52 % das éguas ovularam em até 48
horas (111/124); 4,84 % entre 48 e 96 horas (6/124) e 5,65 % ndo ovularam ou apresentaram
foliculo hemorragico (7/124). Para a dose de 1750 UL 87,21 % das éguas ovularam em até 48
horas (75/86); 4,65 % entre 48 — 96 horas (4/86) e 8,14% ndo ovularam ou apresentaram
foliculo hemorragico (7/86). Mostrando assim que a dose de 1000UI de hCG foi tao efetiva
quanto doses maiores (MORENO et al., 2010).

2.4. Transferéncia de Embriao em Equinos

Na década de 70 no Japao, Oguri e Tsutsumi (1974) reportaram o primeiro resultado
positivo de TE em equinos utilizando uma técnica de inovulagdo a qual evitava a manipulagdo
cervical e que tinha sido descrita anteriormente para bovinos por Sugie (1965). No Brasil, esta
técnica em equinos foi primeiramente descrita em 1987 por Fleury et al. adaptando a
metodologia relatada por Douglas (1979) as condigdes brasileiras. Nas ultimas décadas, houve
um grande avango desta biotécnica aplicada a referida espécie, melhorando
consideravelmente as taxas de gestagdo de 12,5% a 74.55% (VOGELSANG et al., 1979;
OGURIL TSUTSUMI, 1980; FLEURY; ALVARENGA, 1999; PERES et al., 2002; ROCHA
FILHO et al., 2004).

A transferéncia de embrides em equinos tem sido realizada, basicamente, por dois
métodos: o cirurgico e o ndo cirurgico. A transferéncia de embrides pela técnica cirtrgica tem
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demonstrado taxas de prenhez mais homogéneas, em torno de 65 a 80% (FLEURY, 1998;
SQUIRES et al., 1999). Carnevale et al. (2000) compararam os dois métodos de transferéncia
de embrides (ndo-cirdrgico e cirurgico) e obtiveram taxas de gestacdo aos 12 dias de 47,4%
(37/78) e 68,3% (381/558), e aos 50 dias de 39,7% (31/78) e 57,9% (323/558)
respectivamente. No entanto, esses autores salientaram que os resultados superiores obtidos
pela TE cirtirgica provavelmente tenham sido devido a melhor qualidade dos embrides
utilizados.

2.5. Fatores que Influenciam a Taxa de Recupera¢do Embrionaria

O sucesso da implantagdo de um programa de transferéncia de embrido estad
diretamente relacionado a taxa de recuperacdo dos embrides a partir das éguas doadoras. O
dia da coleta do embrido, nimero de ovulacdes, caracteristicas da doadora (condi¢ao uterina,
idade), manejo reprodutivo (controle de desenvolvimento folicular, ovulagdo), nutrigdo,
sanidade, qualidade do sémen, habilidade técnica e fatores como as variagdes climdticas e
adaptacao da doadora na central, sdo citados como fatores que podem exercer influéncia
negativa sobre taxa de recuperacdo embrionaria (GOMES; GOMES, 2008).

2.5.1. Egua doadora

Diferente de outros animais, a égua permanece em atividade reprodutiva por um maior
periodo de sua vida, sendo frequente encontrar uma grande parte do contingente de doadoras
de embrides, com mais de 20 anos de idade, quando se tratam de éguas de genética superior
(LOSINNO; ALVARENGA, 2006).

Em relacdo a taxa de recuperacdo de embrides, observa-se uma diminui¢do nas taxas
de acordo com o aumento da idade na doadora (SQUIRES, 1995). As falhas reprodutivas
observadas em éguas velhas estdo normalmente associadas a disturbios da ovulagdo e
maturagdo oocitaria associadas ou nao a endometrite cronica, bem como distirbios
hormonais. Uma das possiveis causas de disturbio hormonal estd associada ao mau
funcionamento da glandula tire6ide, podendo ser diagnosticado através de dosagem hormonal
no qual os valores de T4 total estdo abaixo do normal que, associada ao quadro clinico
poderia caracterizar um animal com hipotireoidismo. Alguns sintomas sdo: endometrites
cronicas, disturbios de ovulagdo, obesidade (metabolismo baixo), baixa recuperacao
embrionaria, perdas embrionarias precoce, associadas ou ndo a idade avancada. Se forem
animais em atividade esportiva podem apresentar queda de desempenho, anormalidades
sistémicas, fraquezas e miopatias (GOMES; GOMES, 2008).

Carnevale et al. (2000), indicaram que anomalias morfolégicas que ndo foram
observadas no odcito de éguas jovens foram detectadas nos oocitos das éguas idosas. A maior
taxa de subfertilidade em éguas velhas pode resultar da fertilizagdo de odcitos que nao
sofreram maturagdo meidtica adequada, ou devido ao fato de que os odcitos de éguas idosas
possam ter maior prevaléncia de complementos cromossomais anormais (BRINSKO et al.,
1994).

De acordo com Woods et al. (1986), 53% dos lavados das éguas inférteis continham
apenas embrides anormais comparado com apenas 3% de embrides anormais dos lavados de
¢guas normais. Anormalidades embriondrias consistem em retardo de desenvolvimento,
degeneracao celular, necrose celular, invasao por fungos, e, podem ter diversas causas como
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falha na fertilizacdao, embrides hereditariamente alterados, problemas do oviduto e ambiente
uterino inadequado.

A viabilidade reduzida dos embrides de éguas subférteis foi demonstrada em estudo de
um programa comercial no qual embrides D7 de éguas subférteis demonstraram sobreviver
em menor taxa do que embrides de éguas normais (IULIANO et al., 1985). Ball et al. (1989)
observaram que a qualidade dos embrides era semelhante entre éguas subférteis e normais,
contudo os embrides de baixa qualidade de éguas subférteis resultaram em uma menor taxa de
gestacdo do que os provenientes de éguas normais. O ambiente uterino poder ser considerado
como um dos causadores de defeitos embriondrios, mas também muitos destes problemas
podem ser explicados por defeitos no odcito das éguas velhas e subférteis. A taxa de perda
embrionaria ¢ maior entre os 35 e 50 dias em receptoras que receberam embrides de €guas
inférteis, sugerindo que esses embrides eram anormais antes da TE (SQUIRES, 1993).

2.5.2. Sincronizacao do estro e inducio da ovulacao

Viérias combinagdes de hormonios reprodutivos tais como prostaglandina F2a (PGF2a
e analogos), gonadotrofina coridnica humana (hCG) e hormoénio liberador de gonadotrofina
(GnRH e analogos) sdo utilizados no controle do desenvolvimento folicular, indugdo do
tempo de ovulagdo, ciclo estral, periodo pés parto e durante a transicdo da primavera em
éguas (PINTO; MEYERS, 2007).

Atualmente, a sincronizacdo entre doadora e receptora ¢ uma técnica realizada de
maneira relativamente simples em ¢éguas ciclicas. Geralmente, administra-se uma unica
inje¢do intramuscular de PGF,a ou andlogo na égua doadora um a dois dias antes da aplicagdo
do mesmo protocolo na receptoras. Levando em consideracdo que ambas estejam entre o 6° €
14° dias do diestro e o exame ultrassonografico dos ovarios revele a auséncia de um grande
foliculo préovulatério que pode ovular rapidamente (ALLEN, 2001). Outra técnica de
sincronizagdo praticada consiste na administragdo de progesterona injetavel ou sintéticos orais
durante nove ou dez dias, iniciando nas doadoras de embrido um ou dois dias a frente das
receptoras (DRIANCOURT; PALMER, 1982). Removendo-se a progesterona e aplicando-se
a PGF,a, as éguas exibirdo estros em torno de trés dias (BERGFELT, 1999).

Em todos os protocolos de sincronizagdo empregados, monitora-se o crescimento
folicular por ultrassonografia e utiliza-se hCG, GnRH ou EPE para induzir ovula¢do nas
éguas receptoras dentro de 48 h depois que a doadora for inseminada (DUCHAMP et al.,
1987). Com o objetivo de eliminar a necessidade da sincronizacdo, tém sido utilizadas éguas
ovariectomizadas tratadas com progestagenos como receptoras (McKINNON et al., 1988). No
entanto, devido a variacdo do éxito obtido, este método ndo tem sido amplamente difundido
(VANDERWALL, 2000).

O grau de assincronia entre a ovulagdo da doadora e da receptora ¢ entre -1 (ovulagdo
um dia antes da doadora) a +3 (ovulagdo trés dias apds a doadora), ndo sendo as taxas de
gestagdo entre elas diferentes neste intervalo. Trabalhos mais recentes t€ém mostrado que a
sincronia entre doadora e receptora pode ser mais flexivel do que se pensava, visto que a
realizacdo da coleta do embrido pode ser realizada em dias diferentes (JACOB et al., 2002;
MCcKINNON; SQUIRES, 2007).

Outros estudos ndo encontraram diferencas nas taxas de prenhez em éguas receptoras
entre o terceiro e oitavo dia do ciclo (-6 a zero de assincronia), mostrando possibilidade de
uma maior janela de utilizagdo da receptora, o que facilita a sincronizacdo (FLEURY et al.,
2006; JACOB et al., 2010).



2.5.3. Qualidade do sémen

A qualidade do sémen a ser utilizado em um programa de TE ¢ de extrema
importancia, geralmente, se observa uma grande influéncia do garanhdo em relacdo a
recuperagdo embrionaria, visto que alguns garanhodes apresentam sémen de qualidade e
fertilidade melhor quando comparados a outros animais. A escolha dos garanhdes
normalmente esta associada a suas caracteristicas morfoldgicas e de desempenho fisico,
raramente leva-se em consideragdo a questdo da fertilidade, o que pode gerar baixas taxas de
recuperagdo embriondria em fungdo da utilizagdo de s€émen de ma qualidade (AMANN;
PICKETT, 1987).

Os efeitos do garanhdo podem ser minimizados com utilizagdo de reprodutores com
fertilidade comprovada (GOMES; GOMES, 2008). Outro fator de grande influéncia na
fertilidade esta ligado na forma de utilizagdo do sémen para inseminacdo nas doadoras,
lembrando que os indices de recuperagdo embrionaria decrescem quando se utiliza s€émen
congelado ou refrigerado comparado ao sémen a fresco (SQUIRES et al., 1999).

Fleury et al. (1997) observaram diferenca significativa entre cinco garanhdes
utilizados, em um programa de TE, cujo resultado de recuperacdo embrionaria variou de
28,6% a 84,2%. Em outro momento, Fleury et al., (2001b) em duas esta¢des reprodutivas,
obtiveram no primeiro ano diferencas significativas (p<0,05) na recupera¢dao de embrides
entre cinco garanhdes estudados (28,6; 65,0; 62,9; 66,7 e 84,2%), porém no segundo ano,
houve tendéncia a significancia (p=0,057) (44,4% a 73,7%). Douglas (1979) reportou taxa
de recuperacdo embrionaria de 36% com a utilizagdo de um garanhdo e de 72% com outro. A
fertilidade do s€émen e extremamente variavel entre garanhdes. As taxas de prenhez por ciclo
estral em éguas apos inseminagdo artificial com sémen fresco de onze garanhdes variaram de
40 a 79% (AMANN; PICKETT, 1987).

2.5.4. Coleta de embrioes

Embrides equinos sdo seletivamente transportados da tuba uterina para o utero entre o
quinto e o sexto dia pos ovulacdo, os quais estdo na fase de moérula compacta. Apds entrar no
I[imen uterino, o tamanho do embrido aumenta dramaticamente, desenvolvendo-se até
blastocisto expandido. Embora embrides possam ser recuperados no sexto ao nono dia, o
periodo ideal para sua coleta € entre o sétimo e oitavo dia apos a fertilizacdo. A indicacao
primaria para recuperacdo embriondria no sexto dia é para congelagdo do embrido
(SQUIRES; SEIDEL, 1995). Embrides nao sdo rotineiramente colhidos no nono dia apds a
ovulacdo, porque o sucesso destes nas taxas de transferéncia é, geralmente, inferior ao
alcancado quando a coleta ocorre entre o sétimo ao oitavo dia (SQUIRES; SEIDEL, 1995).
Estudos recentes tém sugerido que quando as éguas sdo inseminadas pos-ovulagdo, a entrada
do embrido no utero parece ser mais demorada que o esperado (LISA; MEADOWS, 2008).
Assim, foi observado um retardo no desenvolvimento embriondrio, no qual vesiculas
embrionarias foram estimadas menores, equivalentes a 1 dia de crescimento, para €guas
inseminadas neste periodo, em relacdo a éguas inseminadas antes da ovulacdo (CUERVO-
ARANGO et al., 2009).

Os procedimentos para recuperagdo de embrido permaneceram essencialmente
inalterados durante as ultimas duas décadas (SQUIRES et al., 2003). A coleta do embrido ¢
realizada pelo procedimento ndo cirurgico transvaginal, descrito primeiramente em equinos
por Oguri e Tsutsumi (1972), que utilizaram um cateter de trés vias. A coleta de embrido era
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entdo realizada no corno ipsilateral a ovulagdo, inflando o baldo do cateter na base desse
corno. Atualmente, a coleta de embrido ¢ executada utilizando-se a lavagem uterina
transcervical, usa-se um cateter ou sonda de silicone com baldao (VEUF-80, Bivona, Inc.,
Gary, IN 46406) com diametro de 8,0 mm; porém, outros estilos de cateter estdo disponiveis.
Uma vez o cateter inserido no corpo do utero, o baldo ¢ inflado, aproximadamente com 60 mL
de ar, no corpo do utero, tracionando o cateter caudalmente para se ajustar no 6stio cranial da
cérvix, lavando-se os dois cornos simultanecamente (FLEURY et al., 2001a; SQUIRES et al.,
2003; SILVA, 2003), normalmente o 6rgdo ¢ lavado trés ou quatro vezes com um litro de
solucdo salina acrescida com fosfato puro modificado (DPBS), previamente aquecida (30-
35°C), contendo 1% (v/v) de soro fetal bovino, penicilina (100 unidades/ml) e estreptomicina
(100 pg/ml) (VANDERWALL, 2000). Outra opgao para o lavado uterino tem sido o uso de
Ringer Lactato, obtendo taxas de prenhez de 64% quando comparadas a 57% obtido pelo
DPBS em embrides coletados por estas solugdes, conforme Alvarenga et al. (1992).

A sonda ou cateter ¢ acoplada ao circuito e, esse sistema montado, podera ter o fluxo
de recuperacao constante, sendo o fluido recuperado em grandes recipientes, ou ter o fluxo de
recuperacdo interrompido com utilizacdo de pinga e filtro milipore (RIERA; MCDONOUGH,
1993; RIERA, 2000). Carvalho et al. (2001) ndo obtiveram diferenga significativas nas
técnicas de coleta de fluxo interrompido ou direto.

O volume recuperado representa normalmente de 95% a 98% do volume infundido
(IMEL, 1981; CARVALHO, 2000; SILVA, 2003). Recentemente, foi proposto um quarto
lavado adicional, onde logo antes do procedimento ¢ administrada a ocitocina, devendo-se
permitir que o meio permaneca no utero da égua por aproximadamente trés minutos, seguido
de massagem uterina por via transretal. Isto resulta em um incremento da taxa de recuperagao
embrionaria em torno de 10% (HUDSON; McCUE, 2004).

2.5.5. Manipulacio e avaliacio do embrido

A avaliagdo do embrido ¢ subjetiva, e relativamente simples, ndo necessitando de
equipamentos sofisticados. O rastreamento dos embrides ¢ realizado com auxilio de um
microscopio estereoscopico sob aumento de 10X e a classificacdo embrionaria ¢ realizada
utilizando-se aumento de 40X. A placa de Petri deve estar previamente riscada na sua parte
inferior para facilitar a localizacdo do embrido. Uma vez localizado, este ¢ removido por
aspiracdo 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 o meio de
manutengdo TQC®, Ham F10, Encare®, dentre outros (LIRA et al., 2009).

A classificagdo ¢ feita de acordo com os parametros de estagio de desenvolvimento e
qualidade, conforme recomendacdes da IETS (International Embryo Transfer Society),
descritas por McKinnon e Squires (1988). Em coletas realizadas entre o sexto e o oitavo dia
ap6s ovulacao, geralmente sdo encontrados moérula (Mo), blastocisto inicial (Bi), blastocisto
(Bl) e/ou blastocisto expandido (Bx). A avaliagio da qualidade embrionaria leva em
considera¢do a morfologia relacionando-a com sua viabilidade. E atribuido um escore de 1 a
5, avaliando-o quanto ao formato, simetria, coloragdo, extrusdo celular e integridade de zona
pelucida (McKINNON; SQUIRES 1988).

A qualidade do embrido apresenta o principal efeito sobre as taxas de prenhez.
Embrides com escores de qualidade pobres (3) resultam em baixa taxa de prenhez (SQUIRES;
SEIDEL, 1995). Embrides que sdo menores que o normal para a idade deles, ou tém
anormalidades morfologicas, também resultam em taxas de prenhez reduzidas. Os mesmos
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autores reportam taxas de 70-75% de prenhez, com transferéncia de embrides de Grau 1,
diagnosticado ao exame ultrassonografico aos 12 dias (SQUIRES et al., 2003).

Apo6s avaliacdo e classificacdo, o embrido ¢ lavado em 10 passagens consecutivas no
meio de manutengdo (FLEURY et al., 2001a; CAMILO et al., 2003; DAELS, 2007). O
objetivo desse procedimento ¢ eliminar as impurezas presentes na zona pelicida antes de
aspird-lo na palheta para inovulagdo, quando entdo, o embrido estard pronto para ser
transferido ou resfriado (DAELS, 2007). Cuidados devem ser tomados quanto ao tempo de
armazenamento no meio de manuten¢do, uma vez que sua viabilidade diminui ao decorrer o
tempo (DOUGLAS, 1982). Além disso, toleram temperaturas entre 25 °C a 37 °C, porém deve
ser dada importancia as mudancas de temperatura extremas (VANDERWALL, 2000).

Quadro 1. Critério de classificacdo do grau de qualidade de embrides equinos.

Grau Classificacio Qualidade dos embrides

1 Excelente Ideais, esféricos, com tamanho, cor e textura
uniformes

2 Bom Pequenas imperfeigdes com poucos blastomeros
extrusos, forma irregular ou separagdo de
trofoblasto

3 Razoavel Problemas ndo muito severos de blastomeros
extrusos, células degeneradas ou bastocele
colapsada

4 Pobre Blastocele colapsada, varios blastomeros

extrusos e células degeneradas, mas com
aparéncia viavel da massa embriondria

5 Degenerado Oocito nao fertilizado ou embrido totalmente
degenerado

Fonte: McKinnon; Squires, 1988

2.6. Principais Fatores que Afetam a Taxa de Gestacio na Transferéncia de
Embriido em Equinos.

A taxa de gestacdo ¢ afetada pela receptora, pelo embrido e pela doadora. A receptora
de embrido consiste no ponto critico do programa de TE; sua selegao e manejo determinarao,
em grande parte, o sucesso da técnica (ALONSO, 2008).

2.6.1. Selecao de receptoras

A sele¢cdao de uma receptora deve ser criteriosa, responsavel e, sobretudo, visando a
eficiéncia do programa de TE com o menor custo. O primeiro critério de sele¢do esta
relacionado ao manejo do animal. Um animal com temperamento agitado representa um risco
para os profissionais e para a futura gestacdo, devido ao estresse do animal. Devem ser
selecionados animais cabresteados e possiveis de serem manejados (SAMPER et al., 2007,
BLANCHARD et al., 2003). Outro fator considerado ¢ a idade do animal. O ideal sdo ¢guas
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entre trés a 10 anos, visto que a idade ¢ um importante fator predisponente para a degeneragao
endometrial, que pode comprometer a habilidade de manter a gestacdo (SQUIRES et al.,
1999; MORRIS; ALLEN, 2002; STOUT, 2006). De fato, receptoras com mais de 10 anos
aparentemente apresentam maior risco de sofrer perda embrionaria (CARNEVALE et al.,
2000). Ricketts e Alonso (1991) observaram que ha um aumento na incidéncia de alteragdo
endometrial em éguas mais velhas, mesmo aquelas que nunca foram cobertas. A presenca de
cistos reflete senilidade uterina e normalmente estdo presentes acompanhando alteracdes
endometriais. Eles sdo associados com aumento da idade e um escore de bidpsia maior,
indicando alteragdes fibréticas e glandulares. Stanton et al.(2004) relataram que a incidéncia
de cisto endometrial aumenta com a parturidade e com a idade, pois a maioria das éguas
afetadas sdo as que apresentam mais de 10 anos. Em uma populagdo de éguas férteis e
subférteis a expectativa para ocorréncia de cistos ¢ de 13% a 22%. Em um levantamento os
autores avaliaram que 73,1% dos cistos que estavam presentes eram em éguas com mais de 14
anos, e apenas 29,1% dos cistos estavam presentes em éguas que apresentavam de sete a 14
anos.

Um fator na selegdo para o qual ndo se d4 muita importancia ¢ o tamanho da receptora
em relacdo a doadora e garanhdao (STOUT, 2006). Uma série de estudos demonstrou que a
discrepancia entre o tamanho genético do embrido e a receptora afeta em varios aspectos o
desenvolvimento intra-uterino e pos natal. Tamanho materno inadequado pode levar a um
maior ou menor crescimento fetal, apesar de um grau de compensacao na vida pos natal, este
tamanho ¢ mantido na maturidade (ALLEN et al., 2002; 2004). Tanto o crescimento uterino
aumentado ou retardado altera a fung¢do pos natal cardiovascular, endocrina e metabodlica
(FORHEAD et al., 2004) e, aparentemente a utilizacao de receptora que difere marcadamente
em tamanho com a doadora vai influenciar o tamanho do potro na maturidade, e em um caso
pior, aumentar a morbidade durante a vida intrauterina, imediata pds natal e, possivelmente,
na vida adulta (STOUT, 2006).

A sanidade da receptora tem vital importancia, sendo que deve estar livre de quaisquer
moléstias infectocontagiosas, em especial Anemia Infecciosa Equina, babesiose, leptospirose
e adenite equina, que podem comprometer a sanidade de todo o plantel e posteriormente
causar declinio nas taxas de prenhez e aumento nas taxas de perda embrionaria (LOSINNO;
ALVARENGA, 2006). Devem também apresentar boa condigdo corporal e passar por um
exame reprodutivo completo. Este exame de selecao deve incluir palpagao, ultra-sonografia,
cultura, citologia e bidpsia (SQUIRES, 1993; SQUIRES; SEIDEL, 1995; McCUE et al.,
1999; STOUT, 2006). Faz-se a observacao da genitalia externa, sendo necessario ter uma
conformac¢ao vulvar normal. Qualquer sinal de alteracdo, como presenca de fluido, cistos, ar
ou debris no utero, tumores ou outras anormalidades ovarianas, deve determinar o descarte do
animal. Aproximadamente 15 a 20% das éguas examinadas sdo descartadas. Apenas éguas
com bidpsias de graus IA (endométrio normal ou com inflamacao leve) e IB (leve a
inflamacdo moderada) e sem evidéncia de endometrite cronica ou aguda deveriam ser usadas
como receptoras (SQUIRES; SEIDEL, 1995). A égua deve ter uma cérvix integra e nao muito
torta (STOUT, 2006). Como o exame nao ¢ feito de uma forma completa, ha uma grande
quantidade de éguas aceitas e que ndo estdo aptas reprodutivamente (LOSINNO;
ALVARENGA, 2006).

Losinno et al. (2005) ao avaliarem o escore na biopsia endometrial de receptoras de
embrido, verificaram que o percentual de éguas no grupo “jovem” classificadas nos escores
IIb (inflamag¢ao moderada e / ou multifocais) e III (inflamagao severa e / ou fibrose difusa) foi
significativamente menor do que no grupo das éguas idosas (32,2% versus 75 %; p<0,05) e
32% das éguas com menos de 10 anos de idade, as quais foram aprovadas como receptoras
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pelas avaliagdes usuais, tem chances de manter uma gestacao 4 termo bastante comprometida.
Baseados nos resultados preliminares deste estudo os autores puderam concluir que éguas
com mais de 14 anos de idade ndo devem ser utilizadas como receptoras de embrido e que
¢guas com menos de 14 anos devem ser submetidas por um exame ginecologico completo que
inclua a biopsia endometrial antes de serem utilizadas como receptoras de embrido.

2.6.2. Escolha da receptora no dia da TE

A escolha da receptora no dia da TE tem influéncia direta sobre a taxa de gestagao.
Alguns aspectos devem ser levado em consideracdo neste momento, sendo os mais
importantes o dia pds ovulacdo e as caracteristicas uterinas da receptora ao exame de palpacao
e ultrassonografia. A sincronia entre embrido e ambiente uterino ¢ essencial para o
estabelecimento da gestacdo. O ambiente uterino altera-se marcadamente sob a influéncia da
progesterona, sendo que um embrido em um utero assincronico pode estar sujeito a niveis
hormonais e fatores de crescimento ndo correspondentes a fase na qual ele se encontra,
afetando o estabelecimento da gestacdo, equideos permitem que uma maior janela de
assincronia seja utilizada comparando-se com bovinos (WILSHER et al., 2006). Estudos
estabeleceram que receptoras que ovularam um dia antes (-1) até 3 depois (+3) em relagao a
doadora tem a mesma chance de se tornarem prenhes (McKINNON et al., 1988; SQUIRES;
SEIDEL, 1995); fora deste periodo de sincronia aceitavel, as taxas de prenhez caem
substancialmente. Kumar et al. (2008) utilizaram receptoras com grau de sincronia um dia
antes (-1) até 2 dias depois (+2), obtendo altas taxas de gestacdo. Santos et al. (2008a)
concluiram que receptoras de embrido podem ser utilizadas com um amplo grau de
assincronia, um dia antes (-1) até seis dias depois (+6) com as doadoras de embrido.

Outros estudos concluiram que ndo se deve apenas avaliar o dia da ovulacdo da
receptora, visto que receptoras d3 e d8 (ap6s ovulacdo) ndo mostraram diferenca significativa
nas taxas de gestacdo, a ecogenicidade e o tonus uterino no momento da TE, também devem
se levados em consideragdo na escolha da melhor receptora para o momento da inovulagio
(FLEURY et al., 2006; ALONSO, 2007).

Na tentativa de utilizar receptoras que ovularam antes da doadora, Wilsher et al.
(2006) trataram com acido meclofenamico receptoras que ovularam de 2 a 5 dias antes da
doadora, iniciando no dia 9 po6s ovulagdo; taxas de 85% de gestagcdo foram obtidas naquelas
que ovularam 2 ou 3 dias antes. Uma alternativa ¢ a utilizacao de éguas ovariectomizadas ou
em anestro estacional tratadas com progestdgenos a partir de quando a doadora ovula,
particularmente no inicio da estacdo de monta, quando poucas éguas ciclando estdo
disponiveis (HINRICHS et al., 1987).

Carnevale et al.(2000), observaram a taxa de gestacdo de receptoras entre 2 € 9 anos e
esta ndo diferiu estatisticamente das receptoras entre 10 a 18 anos. Porém, a taxa de perda
embriondaria foi maior nas receptoras entre 10 e 18 anos (13,3% versus 20,5%). Caiado et al.
(2007) verificaram que o tratamento diario com progesterona iniciado no dia da ovulagdo da
receptora permitiu seu uso ja no segundo dia pds ovulagdo, tendo sido obtidas taxas de
prenhez proximas a 70% quando utilizada a progesterona e de 30% quando nao utilizada a
suplementagao.

A escolha da égua receptora através da avaliagdo ginecologica realizada no momento
da transferéncia de embrido ¢ de grande importancia, entretanto esta escolha €, muitas vezes,
feita de forma subjetiva, sendo que cada veterinario possui um método proprio de avaliagao.
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Um método mais objetivo de selecdo auxiliaria em uma escolha mais adequada com melhores
resultados (FLEURY et al., 2006).

E de comum acordo que receptoras com edema endometrial no quinto dia pos-
ovulagdo nao devem ser utilizadas neste ciclo (SQUIRES et al., 1999; SQUIRES et al., 2003).
O tonus uterino da receptora deve ser avaliado, visto que afeta a taxa de gestagdo. Eguas com
tonus uterino excelente ou bom apresentam melhores taxas de prenhez do que éguas com
tonus ruim ou pobre (CARNEVALE et al., 2000; ALONSO, 2007). Carnevale et al. (2000)
sugeriram que um tonus uterino reduzido pode indicar um ambiente uterino nao totalmente
compativel com o crescimento e desenvolvimento embrionario.

A morfoecogenicidade uterina ¢ o aspecto de tubularidade e homogeneidade a
palpacgado retal e ultrassonogarfia. Nos resultados de Alonso (2007), os animais apresentando o
utero mais tubular e de ecogenicidade mais homogénea apresentaram maiores taxas de
gestacdo comparando-se com aqueles com utero menos tubular e mais heterogéneo. Com isso,
a avaliacdo da morfoecogenicidade uterina deve ser considerada na selecdo da receptora.

Souza (2006) demonstrou que a aplicacdo de hCG no dia 0 ou 1 pos ovulagdo
aumentou o numero de receptoras com utero tubular e ecogenicidade uterina homogénea e
tonus uterino bom e excelente. Sendo esta uma interessante ferramenta para melhorar a
chance de a receptora apresentar caracteristicas desejaveis quando o nimero de receptoras for
limitado.

McCue et al. (1999) analisou a concentracdo de progesterona em 242 ciclos de
candidatas a receptora de embrido, e 9 animais apresentaram concentracdo de progesterona <4
ng/ml. Destes 9, 8 foram descartados como receptoras por apresentarem tonus uterino e/ou
cervical inadequados.

A avaliagdo das receptoras, anteriormente ao momento da transferéncia, ¢ de suma
importancia. Devendo-se selecionar a égua mais adequada para receber o embrido. Tal
selecdo fundamenta-se nas concentragdes plasmadticas de progesterona, naquele momento,
contribuindo assim, para que estas apresentem as melhores condi¢des reprodutivas. Entdo, por
palpacdo deve-se observar a cérvix firme e fechada, aumento de tonus uterino (cilindrico e
tubular). Além disso, ndo deve haver nenhuma evidéncia de dobras endometriais ou secre¢ao
uterina no exame ultrassonografico (CARNEVALE et al., 2000). Os requerimentos sobre o
status reprodutivo variam entre os centros de reprodu¢do, podendo variar desde éguas que
tenham parido anteriormente (avaliagao da habilidade materna), ou éguas virgens, eliminando
a possibilidade de laceragcdo cervical ou alteragcdes uterinas prévias (HINRICHS, 1993;
SAMPER et al., 2007).

2.6.3. Inovulagao

O embrido ¢ envasado em palheta plastica de 0,25 ou 0,5 mL em porg¢des alternadas de
solucdo de manutengdo e ar. Este procedimento minimiza os movimentos do embrido dentro
da palheta e assegura a perfeita expulsao do embrido para dentro do utero (SILVA, 2003). O
equipamento para inovulacdo mais amplamente utilizado pelos pesquisadores de embrides
equinos ¢ a pipeta de inseminagdo artificial. Contudo, varios outros aplicadores também tém
sido descritos, como o modelo Hannover de transferéncia de embrides bovinos, o aplicador
modelo Francés e uma adaptagdo de tubo de ago e tubo de polietileno.

Considerando o método transcervical, diferentes dispositivos tém sido utilizados na
transferéncia. PERES et al. (2002) ndo observaram diferencas significativas nas taxas de
prenhez pds transferéncia com a utilizacdo do transferidor Francés (59%), da pipeta de
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inseminacdo artificial (54%), do transferidor alemao (44%) ou do aparelho comum
constituido por um tubo de aco inox, dentro do qual perpassava-se um tubo de polietileno
contendo o embrido (62%). Recentemente foi desenvolvido um método alternativo para se
executar a inovulagdo de embrides equinos, consistindo em depositar o embrido no utero da
receptora mediante uma injecdo intra-uterina guiada por ultra-sonografia. SILVA (2003)
relata que essa nova técnica foi comparada ao método transcervical e ndo foram encontradas
diferencas significativas nas taxas de prenhez, as quais foram de 76,9% e 78,9%,
respectivamente. Entretanto, trata-se de uma técnica mais onerosa e complexa cuja aplicagao
se restringe a situacdes especiais.

2.7. Babesiose

As babesioses equinas, comumente conhecidas como febre biliar ou piroplasmose
equina sdo parasitoses, causadas por protozoarios intra-eritrociticos, Babesia caballi
(NUTTALL; STRICKLAND, 1910) e Theileria equi (LAVERAN, 1901; MEHLHORN;
SCHEIN, 1998), que acometem equinos, asininos, poneis, muares ¢ zebras (DE WALL,
1992).

Situam-se dentro de dois grandes grupos, as grandes babesias, com comprimento
médio superior a 3um, B. caballi e as pequenas babésias, com comprimento médio inferior a
3um, T. equi. No género Babesia os trofozoitos se multiplicam somente nos eritrocitos por
fissdo bindaria, formando pares, ou formando tétrades (HOLBROOK et al., 1968). Descobertas
sobre o ciclo de vida de 7. equi, como multiplicagdo em linfocito para posterior invasao em
eritrocitos e auséncia de transmissdo transovariana nos carrapatos vetores, a tornam diferente
das formas classicas das babesias, sendo assim este organismo foi reclassificado para familia
Theileriiddae (MEHLHORN; SCHEIN, 1998).

Sabe-se que 7. equi tem propagagdo mais rapida que B. caballi, (HOLMAN et al.,
1993), o que justifica sua elevada prevaléncia e patogenicidade em 4areas endémicas
(ALHASSAN et al., 2005; DE WAAL, 2000; SCHEIN, 1988).

As doengas caracterizam-se por apresentarem uma forma aguda, com o
desenvolvimento de anemia hemolitica progressiva, ¢ uma forma cronica na qual os animais
tornam-se portadores muitas vezes assintomaticos (KNOWLES et al., 1980). Levando a um
quadro de pirexia, anemia hemolitica, ictericia, hepato e esplenomegalia, hemoglobintria e
bilirrubintria em fungao da eritrélise que determina em alguns casos, até a morte. No entanto,
a grande maioria dos animais afetados tornam-se portadores, permanecendo nesse estado por
longos periodos e atuando como fonte de infec¢do para os carrapatos vetores (DE WALL,
1992). Em situacdes imunossupressivas como restricdo alimentar e uso de corticosteroides, a
reagudizacdo da doenga ¢ favorecida e os equinos podem apresentar diferentes graus de
anemia, com agravamento dos sinais clinicos (NOGUEIRA et al., 2004).

2.7.1. Historico

A piroplasmose equina foi descrita por Theiler (1901), trabalhando com 7. equi. De
acordo com Schein (1988), Laveran (1901) foi o primeiro pesquisador a descrever a natureza
intraeritrocitica do agente causal da babesiose equina ao examinar esfregacos de sangue
periférico de equinos da Africa do Sul, designando-o de Piroplasma equi. Posteriormente,
Nuttal e Strickland (1910) demonstraram a existéncia de outra espécie de parasito,

14



morfologicamente distinto daquele anteriormente descrito e também causador da
piroplasmose equina, denominando-o de Piroplasma caballi.

Nuttal e Strickland, (1910), propuseram a designagdo de Nuttalia equi para o
protozoario descrito como P. equi em fungdo das caracteristicas morfologicas do parasito
serem diferentes das demais espécies do género Piroplasma, até entdo conhecidas. Entretanto,
trabalhos posteriores de nomenclatura e sistematica classificaram as espécies deste parasito
dentro do género Babesia.

Embora com algumas caracteristicas em comum, 7. equi e B. caballi devem ser
consideradas como causadoras de doencgas distintas, ja que existem diferencas significativas
entre as duas espécies, envolvendo o ciclo biologico, a patogenia e a quimioterapia
(BALDANI, 2004).

2.7.2. Taxonomia

A classificagdo taxondmica de Babesia equi dentro da familia Babesiidae ¢ uma area
de controvérsia ha muitos anos, dado a similaridade desse parasito com o género Theileria;
destacando-se a transmissdo transestadial pelo carrapato (FRIEDHOFF, 1988); o
desenvolvimento em linfécitos antes do ciclo eritrocitico (MOLTMANN et al., 1983) ¢ o
aparecimento de formas intraeritrociticas em “Cruz de Malta”, como resultado da divisao
multipla do parasito (SCHEIN, 1988). Estudos ultraestruturais evidenciaram a presenca de
citostoma, e de uma estrutura alimentar tubular em trofozoitos de B. equi, estruturas estas
envolvidas no mecanismo de alimentacdao, muitos similares aquelas observadas em parasitos
do género Theileria (FAWCETT et al., 1987).

Estudos bioquimicos demonstraram que proteinas de superficie de estagios
eritrociticos de B. equi e Theileria spp apresentam pesos moleculares similares com 33% a
58% de aminoacidos idénticos (KAPPMEYER et al., 1993). Além destes dados morfoldgicos
e bioldgicos suplementados pela bioquimica, estudos de sensibilidade a drogas tém
demonstrado que esquizontes exoeritrociticos de 7. equi sdo altamente susceptiveis a drogas
esquizonticidas usadas no tratamento de theileriose bovina, tais como buparvacaina que em
associagdo ao imidocarb podem eliminar o parasito (KUMAR et al., 2003).

Entretanto, analises comparativas realizadas por meio de técnicas de biologia
molecular, indicam que 7. equi deve ser caracterizada como um grupo distinto (ALLSOPP et
al., 1994), principalmente porque estudos filogenéticos, realizados a partir da avaliacdo da
sequéncia de RNA ribossomal, demonstraram que este parasito encontra-se num grupo
filogenético distante de qualquer espécie do género Theileria (KATZER et al., 1998). Criado-
Fornelio et al. (2003) sugerem com base na andlise de diversos modelos de arvores
filogenéticas, que B. equi e Cytauxozoon felis seriam ancestrais de Theileria spp. € que esses
parasitos estariam situados relativamente distantes de Babesia rodhaini. Assim a criagdo de
uma nova familia, como proposto por Allsopp et al. (1994) s6 faria sentido se essa
compreendesse apenas esses dois parasitos.

Estes estudos apontam fortes evidéncias de que ainda existe certa discussao com
relagdo a taxonomia de 7. equi. Alguns autores propdem a transferéncia desse parasito para o
género Theileria (SCHEIN, 1988), enquanto outros propdem a criagao de uma nova familia
(ALLSOPP et al., 1994).
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2.7.3. Distribuicao geografica

A babesiose equina ¢ uma doenga cosmopolita, considerada emergente nos paises
subtropicais, e presente em dareas que abrigam 90% da populacdo eqiiina mundial
(FRIEDHOFF et al., 1990). A ampla distribuicdo geografica e diversidade das espécies de
carrapatos, potencialmente transmissoras, pertencentes aos géneros Dermacentor, Hyalomma
e Rhipicephalus, justificam a ocorréncia mundial desta enfermidade (THOMPSON, 1969).

Infecc¢des mistas por 7. equi e B. caballi podem ocorrer quando o vetor comum para as
duas espécies esta presente. Porém, as infec¢does devidas a 7. equi sdo mais prevalentes,
enquanto que as de B. caballi sdo mais difundidas (FRIEDHOFF et al., 1990). Na Europa a
presenca do parasita foi descrita na Franca, Portugal, Bélgica, Espanha e Italia (CORDEIRO
del CAMPILLO et al., 1974), no entanto, Alemanha, Austria, Suica e Gra- Bretanha, sdo
consideradas regides livres. Holanda, Inglaterra, Irlanda, Alemanha e Paises escandinavos nao
apresentam comportamento endémico da doenca (FRIEDHOFF et al., 1990).

Nos paises asiaticos, 7. equi foi registrada de forma enzodtica, principalmente, na
China e Coréia. Na Africa, estudos soroepidemiolégicos tém evidenciado alta prevaléncia de
babesiose em equinos e zebras (FRIEDHOFF et al., 1990). Os Estados Unidos e Canada sao
considerados livres de 7. equi e B. caballi, porém, focos epidémicos de B. caballi em 1961 e
de T. equi em 1965, ocorreram no Estado da Florida, através de equinos importados de Cuba,
mas permaneceram localizados devido as rigidas medidas de controle adotadas
(HOLBROOK, 1969). Nas Américas, a babesiose se manifesta de forma enzootica nos paises
da América Latina, exceto as regides do Sul do Chile e Argentina.

A presenga destes parasitas foi detectada no Japao, e Mongolia, e de acordo com a
OIE (2009), 27 paises reportaram casos de piroplasmose eqiiina em 2008, dentre estes
estavam Israel, Jordania e Qatar (JAFFER et al., 2009).

No Brasil, a babesiose equina por 7. equi foi relatada pela primeira vez por CARINI,
(1910) através do diagnostico clinico e laboratorial de animais originados do Estado de Sao
Paulo. Esta mesma espécie de protozodrio foi diagnosticada em animais de corrida com
quadro agudo de babesiose (GUIMARAES et al., 1950).

Ribeiro e Lima (1989) observaram uma prevaléncia de 80,1% para 7. equi em equinos
no estado de Minas Gerais. Pfeifer Barbosa et al. (1992) relataram também a ocorréncia de
75% de equinos reagentes a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para B. caballi no
estado do Rio de Janeiro. Posteriormente, Pfeiffer Barbosa (1993; 1995) detectou prevaléncia
de 100% para T. equi pela RIFI e 61,7% para B. caballi pelo teste de fixacdo de complemento
(TFC) e 70% pela RIFI em 60 equinos com até 8 meses de idade, procedentes da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RlJ.

Souza et al. (2000) observaram uma prevaléncia de 50,38% para 7. equi em equinos
de diferentes idades, sexo e ragas, nascidos e criados no Planalto Catarinense, Santa Catarina.
Botteon et al. (2002) observaram a soroprevaléncia de 89,58%, 87,89% e 45,24%, nos
sistemas de produgdo de equinos extensivo, semi-extensivo e confinado. Pereira et al. (2004)
determinaram a prevaléncia de 7. equi e B. caballi através do TFC em equinos da raga Puro
Sangue Inglés de pequenas propriedades equestres localizados na regido e Sul e Sudeste,
encontrando 18,1% para 7. equi, 1,5% para B. caballi e de 6,0% para infec¢ao mista. Jacob et
al. (2010), em inquérito epidemiologico em uma central de reprodugdo equina no municipio
de Itaguai-RJ, e em dois haras no municipio de Seropédica-RJ, obtiveram a partir do nested-
PCR 100% de positividade para T.equi em 28 doadoras e 54 receptoras de embrides da raga
Mangalarga Marchador assintomaticas para babesiose.
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2.7.4. Transmissao

Para transmissao de 7. equi ja foram descritas oito espécies de carrapatos dos géneros
Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus, como vetores naturais no Velho Mundo.
(STILLER et al., 2002). No Brasil, as espécies de carrapatos envolvidos na transmissao de 7.
equi e B. caballi sdo Rhipicephalus (Boophilus) microplus (GUIMARAES et al., 1998) e
Dermacentor (Anocentor) nitens (MUJICA LINARES, 2002), respectivamente.

Diferindo da maioria das espécies de Babesia, T. equi ¢ transmitida
transestadialmente, um processo similar ao que ocorre em Theileria. Geralmente a infecgdo ¢
adquirida por ninfas e transmitida por fémeas e machos adultos; sendo que esses estadgios
perdem a sua infec¢ao apos a transmissao ter ocorrido (YOUNG; MORZARIA, 1986).

2.7.5. Diagnostico

Para o diagnéstico, devem-se considerar o exame clinico, evidéncias de infestagdo do
carrapato vetor, consideragdes de viagem recente para regioes endémicas da doenga, avaliagao
de parametros laboratoriais e pesquisa parasitologica direta. A forma indireta ¢ também muito
utilizada, baseada na detec¢do de anticorpos especificos da doenga. Acima de tudo, um teste
de diagnéstico deve ser avaliado quanto a sua sensibilidade, especificidade, reproducao,
simplicidade, custo e rapidez (BRUNING, 1996).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma técnica de rapido diagndstico para a
deteccao de Babesia spp. O seu procedimento ¢ suficientemente sensivel, especifico e
reproduzivel para uso na confirmag¢do do diagnostico laboratorial da babesiose aguda e da
erlichiose granulocitica em animais (KRAUSE et al., 1996). O teste da PCR tem demonstrado
uma sensibilidade superior a 100 vezes que a técnica de microscopia direta, detectando niveis
de parasitemia na ordem de 10® a 10”°, com alta especificidade, menor custo e maior rapidez
de diagnoéstico em relacao a sonda de DNA (FIGUEROA et al., 1993). A alta especificidade e
custos menos elevados, quando comparados com as sondas de DNA, fizeram com que a PCR
se tornasse o método mais adequado para estudos epidemioldgicos em areas geograficas
especificas (OHTA et al., 1995).

Bashiruddin et al. (1999) demonstraram ser possivel, por meio da amplificagdo da
regido 18s do gene rRNA, detectar DNA de 7. equi em sangue de equinos com parasitemias
equivalentes a 0, 000083%. Essa sensibilidade ¢ muito superior ao relatado para esfregagos
sanguineos ¢ sondas de DNA, que apresentam limites de detecgdo de 0, 001% e 0, 00025%
respectivamente (POSNETT et al., 1991).

Variacdes da técnica de PCR tém sido desenvolvidas para os diagnosticos das
babesioses, dentre as quais cita-se o nested PCR (nPCR), que apresenta maior sensibilidade
que a PCR tradicional, sendo uma excelente alternativa para o diagnostico de portadores
assintomaticos de babesiose equina, bem como para estudos epidemioldgicos. Nicolaiewsky
et al. (2001) demonstraram que o nPCR, baseado na sequéncia do EMA-1 de 7. equi, é capaz
de detectar parasitemias de até¢ 0, 000006%, equivalente a 6 células infectadas de um total de
10® eritrocitos. A avaliagio da técnica de PCR para a detecgdo rotineira de T.equi foi realizada
por Rampersad et al. (2003) por meio da andlise do sangue de equinos sadios e clinicamente
doentes. Os resultados mostram que o nPCR foi capaz de detectar o parasito 3,6 vezes mais
que esfregacos sanguineos e 2,2 vezes mais do que o detectado na primeira amplificacdo do
PCR.
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2.7.6. Tratamento

Equinos que apresentam diagndstico de babesiose crénica com repetidas
reagudizagdes ou reinfecgdes sdo tratados com doses de dipropionato de imidocarb. O
imidocarb pertence ao grupo das carbanilidas, com nome quimico 3,3’-bis-(-2-imidazolina-
2yl) dipropionato de carbanilida (HARTWIG, 2008). Os derivados do imidocarb sao
recomendados para a quimioprofilaxia da tristeza parasitaria bovina (FARIAS, 1998). Em
equinos, o tratamento baseia-se no uso de drogas que combatem a fase aguda da doenga, mas
sabe-se que as drogas utilizadas causam graus variados de toxicidade ao hospedeiro,
dependendo principalmente da dosagem em que sdo administradas (ADAMS, 1981)

Segundo Frerichs et al. (1973), a tnica dose capaz de eliminar a parasitemia pela 7.
equi ¢ a de 4mg/kg de imidocarb a cada 72 horas em quatro aplicagdes, este protocolo
terapéutico realizado pelos autores, resultou em resolucdo da infeccdo e ndo induziu efeito
colaterais anticolinesterasicos. De acordo com fabricantes do produto, a dose de 2,4mg/kg, ¢
recomendada como babesicida na fase aguda da doenca. Ribas et al. (2004) demonstraram que
as doses de 1,2 mg/kg e 2,4 mg/Kg, foram eficazes na quimioprofilaxia da babesiose equina,
frente as situagdes estressantes impostas pelos autores, onde os equinos portadores estiveram
predisposto a apresentarem quadros de reagudiza¢do da doenga. Para os autores a dose de 1,2
mg/kg também ja demonstrou ser eficaz no combate dos sinais clinicos da doenca. Tendo essa
dose como vantagem, a reducdo de custos e os riscos de intoxica¢cdo aos animais.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local da Coleta dos Dados

A pesquisa foi desenvolvida em um Centro Comercial de Transferéncia de Embrido,
situado no Municipio de Itaguai — RJ, latitude 22°51'08”’S, e em dois haras no municipio de
Seropédica- RIJ, latitude 22°44°38”S, durante o periodo correspondente a uma estacao
reprodutiva no Hemisfério Sul no ano de 2009-2010. A realizagdo do hemograma completo
dos animais foi feita no Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia
Veterinaria (LQEPV) e a deteccdo do parasita através do nested-PCR foi realizada no
Laboratorio de  Hemoparasitos e Vetores, ambos do Departamento de Parasitologia
Veterinaria Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, localizada no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

3.2. Delineamento Experimental

Foram utilizadas 13 doadoras e 40 receptoras de embrido da raca Mangalarga
Marchador entre trés e 12 anos de idade, escore cinco (classificacio de um a nove) e
previamente diagnosticadas para T.equi, pelo método de nested-PCR. Durante toda a pesquisa
realizou-se controle de endoparasitas com produto proveniente da associagdo de ivermectina e
o praziquantel 'e para o controle de ectoparasitas, as éguas foram pulverizadas semanalmente
com solucdo carrapaticida a base de cipermetrina 15%. As éguas doadoras de embrido foram
mantidas em baias individuais, alimentadas com quatro quilos por dia de ragdo comercial,
feno de alfafa, sal mineral e dgua ad libtum, as receptoras foram mantidas a pasto, sendo
alimentadas em comedouros com dois quilos por dia de ragdo comercial, feno de alfafa, sal
mineral e agua ad libtum.

As éguas doadoras foram submetidas a duas coletas de embrides em dois ciclo estrais
consecutivos (GId), em sequéncia esses mesmos animais foram tratados com dipropionato de
imidocarb® na dose de 1,2 mg/kg IM em intervalos de 30 dias, com intuito de se reduzir a
parasitemia, para realizacdo de mais duas coletas de embrides em dois ciclos estrais
subsequentes (GIId), ao término foram comparadas as taxa de recuperagdo embriondria antes
e apos o tratamento contra 7.equi.

As receptoras de embrido foram divididas aleatoriamente em dois grupos de 20
animais cada, onde um grupo foi o controle (GIr), e o outro grupo, foi tratado (GlIr) com 1,2
mg/ Kg IM de dipropionato de imidocarb mensal, com intuito de avaliar a taxa de gestagao
aos 15, 30, 45 e 60 dias.

"Equimax® - Virbac
* Imizol - Intervet Shering-Plough Animal Health
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3.3. Manejo Reprodutivo das Doadoras e Receptoras de Embriao

As éguas foram examinadas em intervalos de dois dias até apresentarem foliculo com
aproximadamente 30 mm de didmetro, quando passaram a ser examinadas diariamente. Com
o uso de exames utrassonograficos foram registradas estruturas ovarianas presentes (foliculos
ou corpos luteos), e ecogenicidade uterina. Esses exames também foram realizados sempre
que considerados necessarios para a pesquisa de fluido uterino durante o estro nas doadoras
(LOPES, 2004).

As €guas ao apresentarem foliculos > 35 mm de diametros foram induzidas a ovulagao
com 1000 UI de gonadotrofina coriénica humana (hCG)® intravenoso. Foram realizadas
monta natural ou [A com sémen fresco 24 horas apds a administragcdo de hCG endovenosa.
Caso nao tivesse ocorrido a ovulag@o 48 horas apds a A ou a monta natural, a égua era entdo
submetida a0 mesmo procedimento. As IA foram realizadas utilizando sémen fresco de
qualidade comprovada com dose inseminante de 500x10° espermatozoéides com movimento
progressivo

3.4. Coleta e Transferéncia dos Embrioes

A coleta de embrido foi realizada sete a nove dias ap6s a ovulagdo. Apds a devida
higienizacdo da vulva e regido perineal da doadora, com a mao enluvada, uma sonda do tipo
“Bivona™ foi guiada através da cérvix até o corpo uterino, local onde foi inflado o “cuff" com
40 a 60 ml de ar. Em seguida a sonda foi tracionada em sentido caudal para que o “cuff” se
ajustasse no oOstio cranial da cérvix, obstruindo assim sua abertura. Uma vez a sonda inserida
no corpo do tutero, foi feito infusdo de um litro de solugdo Ringer com Lactato pré-aquecida a
cerca de 37°C. Todo liquido drenado passou através de um copo coletor com filtro milipore’.
Sempre que o embrido era observado macroscopicamente no copo coletor o restante da
solugdo contida no tutero era drenada e a coleta encerrada. Caso o embrido nao tivesse sido
encontrado no primeiro lavado uterino, prosseguia-se com a coleta até terem sido realizados
pelo menos trés lavados com um litro de solu¢ao de Ringer com Lactato cada. Apos a coleta
do embrido, a égua doadora recebeu uma injecdo intramuscular de PGF,a (6,71 mg de
Lutalyse ® ou 5 mg de Dinoprost®) para inducdo de um novo estro.

Encerrados os lavados, o fluido contido no filtro de coleta (aproximadamente 50 ml)
foi rotacionado e vertido em uma placa de petri riscada e descartavel de 100 x 20 mm. A placa
foi levada ao microscopio estereoscopio com aumento de 10x, para o rastreamento do
embrido que, quando localizado, era avaliado em aumento de 40x e classificado segundo
McKinnon e Squires (1988). Os embrides foram imediatamente transferidos para uma placa
de petri onde o mesmo foi “lavado” dez vezes em pequenas gotas de Holding Plus®’ antes de
ser envasado para transferéncia.

* Chorulon” 5000UI- Intervet Shering-Plough Animal Health

* Bioniche®

> Vitrocell/ Embriolife

6 Pfizer Saude Animal

’ Embriolife Base- 4 mg BSA Fragdo V, Gentamicina 0,02mg, anfotericina B 0,25 pg.
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Os embrides foram depositados aleatoriamente no corpo do ttero das receptoras entre
as que apresentavam grau de sincronia de -1 a +5, cérvix firme e fechada, aumento de tonus
uterino (cilindrico e tubular) e auséncia de evidéncia de dobras endometriais ou secre¢ao
uterina no exame ultrassonografico.

O diagnostico de gestagdo foi realizado por técnica de ultra-sonografia com o aparelho
Sonovet 600™® aos 15 dias da data de ovulagio da doadora e repetido aos 30, 45 e 60 dias para
as gestantes a fim de verificar a taxa de perda embrionaria precoce.

3.5. Coleta e Avaliacao Hematologica

As amostras de sangue foram coletadas através de puncdo da veia jugular, com
agulhas 25x8, acondicionadas em frascos com anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
11% (EDTA) e encaminhadas em caixas isotérmicas com gelo ao LQEPV da UFRRJ- RJ. A
partir desse sangue colhido foi determinada a contagem de eritrocitos (He), hemoglobina
(Hb), hematocrito (Ht), volume globular médio (VGM), concentragdo de hemoglobina
globular média (CHGM), plaquetas, proteina plasmatica total (PPT), leucocitos, contagem
absoluta de linfocitos, neutrofilos, mondcitos, eosinofilos, segundo The Merck Veterinary
manual (2010). Logo apo6s a coleta, as amostras foram submetidas a realizagdo dos
hemogramas no setor de andlises clinicas do LQEPV. Para o processo de hematimetria e
leucometria foi utilizado o aparelho eletronico Poch 100 IV Roche. A contagem diferencial de
leucocitos foi realizada através de esfregagos sanguineos corados com conjunto corante
pandtico Instant-Prov e a determinagdo de proteinas por refratdmetro manual.

3.6. Deteccao Molecular de Theileria equi pelo Nested-PCR (n-PCR)

Para realizacdo do nested-PCR, foram coletadas 2 amostras de sangue de 4ml de cada
animal envolvido no experimento, por venopuncao jugular em tubo do tipo vacutanier com
anticoagulante etilenodiaminotetracético 11% (EDTA). Posteriormente, parte de cada amostra
de sangue foi acondicionada em eppendorf de 1,5 mL e mantidas em freezer a -80°C até a
extracdo de DNA.

O nested PCR foi realizado no Laboratério de Hemoparasitos e Vetores do
Departamento de Parasitologia Veterindria Animal do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizada no municipio de Seropédica, Estado
do Rio de Janeiro segundo técnica descrita por Nicolaiewsky et al.(2001).

3.6.1. Obtencao de DNA

Segundo Nicolaiewsky et al. (2001), aliquotas de 300 uL de cada amostra de sangue
equino foram acondicionadas em um tubo de polipropileno de 2 ml e em seguida foram
acrescentados 2 pL de proteinase K (20 mg/ml) e 500 pL de SDS a 20%, os quais foram

8 .
Medison®
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homogeneizados em vortex e incubados a 65°C por 1 hora. Em sequéncia, foi removido o tubo
da incubacdo e entdo adicionados 800 pL (ou 400 pL) de cloroférmio. A amostra obtida foi
agitada vigorosamente em vortex e, apos a completa homogeneizacao, acrescentou-se 350 puL
de solucdo de precipitacdo protéica e uma nova homogeizacdo em vortex foi realizada. O
material foi entdo centrifugado a 18.000 x G por 10 minutos e posteriormente a fase aquosa
foi pipetada e transferida para outro tubo onde se adicionou 1 mL (ou 500 uL) de etanol 100%
gelado. Ao homogeneizar por inversdo o material obtido, ocorreu a formag¢do de um
precipitado, o qual foi visualizado entre 30 e 60 segundos. Caso ndo ocorresse a visualizagao
do precipitado, aguardava-se por mais 10 minutos. Apds a visualizagdo do precipitado, este
foi centrifugado a 13.000 rpm por cinco minutos e, apds o desprezo do sobrenadante,
acrescentou-se 1 mL (ou 500 pL) de etanol 70%. Centrifugou-se novamente por dois minutos,
desprezando o sobrenadante; inverteu-se o tubo para secagem do sedimento (10 a 15 minutos)
e adicionou-se 50 ou 100 pL de TE (tampao de extragdo) pH 8,7 com RNase e
homogeneizou-se lentamente a amostra (10 pL de RNase por mililitro de amostra -1 pL de
RNase para cada 1000 uL de TE) ou 50 ou 100 puL de dgua ultra pura e incubou-se a 37°C por
1 hora.

3.6.2. Reac¢ao de amplificacao

Os primers’ utilizados foram baseados na sequéncia do gene EMA-1 de T. equi
(KAPPMEYER et al., 1993; nimero de acesso no Genebank L13784), sendo:

Quadro 2. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados no nested-PCR.

Iniciadores Sequéncia de Nucleotideos Fragmento
Esperado

EMAE-F (5’CCGCCCTTCACCTCGTTCTCAA-3) 396pb

EMAE-R (5’TCTCGGCGGCATCCTTGACCTC-3%)

EMAI-F (5’CCGTCTCCGTTGACTTGGCCG-3’ 102pb

EMAI-R (5°GGACGCGCTTGCCTGGAGCCT-3’)

As reacdes de amplificagdo foram conduzidas em um volume total de 50 pL,
utilizando 3 pL de cada amostra de DNA (160 ng), juntamente com 5 uL do tampao da
enzima (200 mM TRis-HCL, pH 8,4 e 500 mM KCL), 1,5mM de MgCL,, 250 uM de cada
dNTP', 0,5 uM de cada primer EMAE-R/EMAE-F e 1,5 unidades de Platinum® Taq DNA
polimerase (Invitrogen, n°10966-018)"", completando o volume com agua destilada ultrapura.
As amplifica¢ds foram processadas em um termociclador (Techne Genius) com um ciclo
inicial de 94°C, por 4 minutos, e 40 ciclos de 94°C por 40 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto, finalizando com um ciclo de 72°C durante 4 minutos.

? Invitrogen
1" Ludwigbiotec
" Invitrogen /Ludwigbiotec

22



As reagdes da segunda amplificagdo foram semelhantes, utilizou-se volume total de 50
uL, contendo 5 puL. do tampao enzima (200 mM TRis-HCL, pH 8,4 ¢ 500 mM KCL), 1,5mM
de MgCL,, 250 uM de cada ANTP, 0,5 uM de cada primer EMAI-R/EMAI-F e 1,5 unidades
de Platinum® Taq DNA polimerase, 32,2 pL de 4gua destilada ultrapura e 1 pL do produto ja
amplificado. As amostras foram submetidas a um pré-aquecimento a 94°C por 4 minutos, € 35
ciclos de 94°C, por 1 minuto, 60°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos, com extensao
final a 72°C por 5 minutos.

3.6.3. Eletroforese de DNA em gel agarose

As preparagdes de DNA amplificadas forma submetidas a eletroforese horizontal, em
gel agarose 1,5%, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio, em tampado de corrida TAE (40
mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH 8,0). Um volume de cinco microlitros de cada amostra
acrescido de trés microlitros de tampdo de amostra (glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02%)
foi aplicado no gel. A corrida eletroforética foi realizada a 80V durante 70 minutos e, para
determinagdo do tamanho dos produtos amplificados, foi utilizado um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (100pb ladder, Invitrogen)'?. Os produtos da PCR foram
visualizados e fotografados em transiluminador de luz ultravioleta (BIO RAD).

3.7. Analise estatistica

Os parametros hematologicos analisados foram transformados (log natural) e
submetidos ao teste t (p>0,05) e as taxas de recuperagdo embriondria ¢ de gestacdo dos
animais foram avaliadas através do teste de qui-quadrado com nivel de significancia de 95%
segundo Sampaio (2002).

"2 Ludwigbiotec/ Invitrogen
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Deteccao de DNA de Theileria equi pelo Nested PCR em Amostras de Sangue
de Eguas Doadoras e Receptoras de Embrio

Os resultados observados sob a detec¢do do parasita nas amostras de sangue coletadas
sao visualizados nas tabelas 3 e 4. As 13 doadoras e as 40 receptoras de embrido envolvidas
no experimento, antes do tratamento, apresentaram resultado positivo para T.equi apos a
realizagdo do nested PCR, o que demonstra a alta prevaléncia e disseminacdo deste
protozoario nos municipios de Itaguai e Seropédica- RJ. No Brasil diversas pesquisas sdo
realizadas com intuito de caracterizar a ocorréncia deste parasita, testes soroldgicos sao
utilizados em estudos epidemiologicos, revelando a presenca de anticorpos e indicando,
portanto, que em algum momento da vida do animal, este esteve em contato com o parasita. O
grande entrave destas técnicas sorologicas reside no fato de que os anticorpos podem
permanecer circulantes por meses ou até mesmo por toda a vida do animal, caracterizando
positividade em provas soroldgicas. Em animais portadores cronicos devido a um baixo
desafio, o animal pode nao albergar o parasita na circulagdo sanguinea, nesta situacao as
provas moleculares sdo indicadas, pois sdo capazes de detectar a presenca do protozoario
circulante em baixas parasitemias. Segundo Rampersad (2003), com a introdugdo de técnicas
moleculares de diagnostico, varios ensaios, baseados na deteccdo de DNA pela reacdo em
cadeia polimerase (PCR) e suas variantes, tém sido desenvolvidas com sensibilidade e
especificidade superiores aos métodos parasitoldégicos convencionais, visando o melhor
método de deteccdo em animais portadores assintomaticos. Posnett et al. (1991)
demonstraram que a sensibilidade da PCR ¢ superior a relatada para esfregacos sanguineos e
sondas de DNA, cujos limites sdo 0, 001% e 0, 00025% respectivamente.

O uso de primers da sequéncia do gene Ema-1 utilizado no nested PCR, obtiveram
resultados positivos em amostras de sangue com parasitemia equivalente a 0, 000008%, ou
seja, 8x10°%, essa sensibilidade é 1000 vezes maior que a observada em esfregacos
sanguineos corados com Giemsa (BOSE et al., 1995) e aproximadamente 100-1000 vezes
superior as técnicas moleculares que fazem uso de sondas especificas de DNA (POSNETT et
al., 1991).
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Tabela 1. Deteccao de DNA de Theileria equi pelo nested PCR, em amostras de sangue de
¢guas doadoras de embrido naturalmente infectadas, antes e apos tratamento com
dipropionato de imidocarb.

Deteccio de DNA de Theileria equi Pelo Nested-PCR em doadoras

Doadoras Positivos Negativos
Antes do Tratamento 13 (100%) 0
Po6s Tratamento 4 (31%) 9 (69%)

Tabela 2. Detec¢do de DNA de Theileria equi pelo nested PCR, em amostras de sangue de
receptoras de embrido naturalmente infectadas nao tratadas e tratadas com dipropionato de
imidocarb no inicio e final do experimento.

Deteccdo de DNA de Theileria equi pelo Nested PCR em receptoras

Nao Tratadas Tratadas
Receptoras Positivas Negativas Positivas Negativas
Inicio do 20 (100%) 0 20 (100%) 0
experimento
Final do 16 (80%) 4 (20%) 10 (50%) 10 (50%)
experimento

Bashiruddin et al. (1999) através da amplificacdo da regido 18s do gene rRNA,
detectaram parasitemia equivalente a 0,000083%, ou seja, 8,3x10°"%, em equinos
naturalmente infectados e Nicolaiewsky et al. (2001), avaliaram que o nested PCR ¢ capaz de
detectar parasitemias de até¢ 0, 00000006%, o equivalente a 6 células infectadas em um total
de 10® eritrocitos. O nested PCR ¢é capaz de detectar T.equi 2,2 vezes mais do que a primeira
amplificacdo da PCR (RAMPERSAD et al. 2003).

Ao Avaliar equinos que apresentaram resultado negativo em métodos de deteccao
direta, tal como esfregaco sanguineo e cultivo in vitro,0 autor demonstrou que a sensibilidade
do nested PCR ¢ alta o suficiente para detectar equinos portadores e ainda apresenta-se
superior ao da PCR. Este resultado foi atribuido a dois fatores: a capacidade do nested em
realizar duas reagdes de amplificagdo, o que promoveu um aumento do niimero das copias de
DNA e a capacidade de codificar uma proteina de superficie altamente conservada na espécie
de T. equi, o EMA-1, devido ao conjunto de primers utilizados na técnica. Nesse mesmo
estudo, o pesquisador foi capaz de produzir amplificagdo detectaveis até a diluigio 8x107%, o
que representa a 8 células infectadas de um total de 107 eritrécitos (BALDANI, 2004).

Battsetseg et al. (2002) relataram ocorréncia de T.equi no Brasil com taxas de 96% de
infeccdo em equinos utilizando o nested PCR como método de deteccdo. Estudos anteriores
também demonstraram que a infec¢do por 7. equi foi generalizada em cavalos que vivem no
Brasil ¢ em Gana (ALHASSAN et al., 2007), corroborando com os resultados obtidos no
presente estudo, onde todos os animais apresentaram-se positivos pelo nested PCR,
mostrando a eficdcia acurada deste método de detec¢do. Santos et al. (2008b) em estudo
avaliando a ocorréncia de transmissdo transplacentaria de 7. equi obtiveram positividade em
dois potros através desta técnica, os autores afirmaram que resultados falso-positivos na
nested PCR s3o improvaveis. Recentemente, em inquérito epidemiologico em um centro de
reprodugdo equina no municipio de Itaguai-RJ, e em dois haras no municipio de Seropédica-
RJ, obtiveram a partir do nested-PCR 100% de positividade para T.equi em 28 doadoras e 54
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receptoras de embrides da raca Mangalarga Marchador assintomadticas para babesiose
(JACOB et al., 2010).

Segundo Alhassan et al. (2007) as técnicas de PCR devido a sua alta especificidade e
sensibilidade, sdo capazes de detectar parasitemia de 0, 000001% em aproximadamente 2,5uL
de amostra de sangue.

A reacgdo em cadeia polimerase (PCR) vem sendo investigada como alternativa de alta
sensibilidade e especificidade para o diagndstico rapido de doengas infecciosas. A nested-
PCR, constituida por duas amplificagdes sucessivas do marcador molecular, ¢ defendida por
conciliar ainda maior sensibilidade e especificidade (LIMA et al., 2007). No entanto, seu uso
em paises com poucos recursos ¢ limitada pelos custos elevados (NICOLAIEWSKY et al.,
2001).

No inicio do presente estudo todas as doadoras e receptoras de embrido de ambos os
grupos apresentaram resultado positivo para 7. equi pelo método de nested-PCR. Apos o
tratamento das doadoras avaliadas 69% (9/13) apresentaram resultado negativo pela nested-
PCR. Em relag@o as receptoras de embrido, o grupo ndo tratado apresentou 20% (4/20) de
animais negativos ao final do experimento e 50% (10/20) de animais negativos no grupo
tratado ao final do experimento pelo nested-PCR. Os resultados negativos obtidos nas
receptoras sem tratamento ao final do experimento podem estar associados a uma redugdo nos
niveis de parasitemia devido ao melhor manejo destes animais durante a estagao de monta,
mas possivelmente pode estar associado a auséncia de DNA dos protozodrios disponiveis na
amostra sanguinea coletada, o que nao indica que os animais estejam livres da babesiose.
Apesar da altissima sensibilidade demonstrada pelo teste, os portadores cronicos tém
apresentado resultados falso negativos, sendo a provavel explicagdo, que nesta fase talvez
deva haver poucos parasitas circulantes, de tal forma que ndo haja DNA dos protozodarios
disponivel na aliquota coletada (KERBER, 2004). Segundo Roncati (2006) quando se tratam
de resultados negativos ndo se pode afirmar com total seguranga a auséncia do protozoario no
organismo. Segundo Cunha et al. (1998), quando os animais estdo na fase cronica da doenca
em geral apresentam sintomas inespecificos e parasitemias inferiores a 0,01%, podendo levar
a resultado falso negativo.

A maior porcentagem de animais negativos dos grupos tratados das doadoras e das
receptoras se deve possivelmente pelo tratamento profilatico com dipropionato de imidocarb.
Acredita-se que, pelo fato dos animais ndo apresentarem nenhuma sintomatologia, a
parasitemia ja era baixa, porém ainda sim detectavel e apds o tratamento, o nivel de
parasitemia tornou-se inferior e provavelmente indetectavel pela técnica. Segundo Simpson e
Neal (1980) animais clinicamente infectados que receberam tratamento com dipropionato de
imidocarb (5 mg/kg) apresentaram diminuicdo da parasitemia apds dois dias, de 20% para
10% em eritrdcitos infectados e em pdneis ndo tratados observou-se aumento de 20% para
60% em trés dias. Para Henry (1993), mesmo em altas doses o imidocarb ¢ apenas 50%
efetivo na eliminacdo de T. equi. O tratamento com dipropionato de imidocarb em equinos
infectados tem demonstrado que o medicamento promove uma remog¢ao dos parasitas da
circulagdo, entretanto os cavalos permanecem sempre infectados (BRUNING, 1996).
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4.2 Valores Hematologicas em Equinos Naturalmente Infectados Antes e Apoés
Tratamento com Dipropionato de Imidocarb

Todos os parametros do eritrograma das éguas doadoras de embrido encontram-se na
tabela 3. As médias das heméacias foram de 7,62 e 8,16 para antes e apds tratamento
respectivamente. Verificou-se que o valor maximo e minimo antes do tratamento foi de 8,53 e
6,99 e apos o tratamento o valor maximo e minimo foi de 9,87 e 6,88 respectivamente.

Estes resultados obtidos encontram-se dentro da normalidade dos parametros
hematoldgicos para espécie equina segundo The Merck Veterinary Manual e ndo apresentam
diferengas significativas (p> 0,05). Entretanto, ¢ importante ressaltar que os valores de
hemacias apds o tratamento com o dipropionato de imidocarb, sofreram discreta elevagao.
Esses resultados corroboram com Hartwig et al. (2008) ao avaliarem os efeitos de diferentes
doses de dipropionato de imidocarb, 2 mg/Kg e 4 mg/Kg a cada 72 horas, observaram logo
apds a administragdo do farmaco, elevagdo nos indices de hemadcias, mas apos a ultima
aplicacdo, ocorreu diminui¢ao de hemacias nos dois grupos. A justificativa para essa elevagao
segundo os autores ¢ devido a uma auséncia de resposta esplénica.

Tabela 3. Valores de média e desvio padrao dos parametros hematologicos (Hemaécias,
Hematoécrito, Hemoglobina, Volume Globular Médio (VGM), Concentragdo de Hemoglobina
Globular Média (CHGM), Plaquetas e Proteinas) de doadoras de embrido naturalmente
infectadas por Theileria equi ndo tratadas e tratadas com dipropionato de imidocarb.

Parametros Doadoras Doadoras Valores de
nio tratadas tratadas referéncia
Hemacias (10° céls/pL)  Média 7,62 8,16° 6-12
DP' 0,59 0,83 (x10° céls/ pL)
Hematdcrito (%) Média 3491° 35,04° o
DP! 1,90 2,10 32 - 48%
Hemoglobina (g/DL) Média 11,70 12,02%
DP! 0.71 0.83 10- 18 (g/dL)
Volume Globular Média 45,92° 45,57°
Médio ( fL ) DP! 2,17 1,92 34 - 5871
Concentracio de Média 33,50° 33,73%
Hemoglobina Globular 1 31-37 (g/dL)
Média (g/dL) DP 0,97 0,54
Plaquetas (céls/uL) Média 151.230,77% 154.230,77% 100.000- 600.000
DP! 39.581,46 39.230,42 (céls/uL)
Proteina (g/dL) Média 6,75" 6,89" 6-8,5 (g/dL)
DP' 0,54 0,68

'Desvio padrdo; *Linhas com letras iguais ndo diferem significativamente (p>0,05).

Os parametros de hematocrito se encontram dentro da normalidade, ndo houve
diferenca significativa entre as médias antes e apos tratamento 34,91 e 35,04, respectivamente.
Foram observados valores maximos antes e apds o tratamento de 38,4 e 38,5 e valores
minimos de 33 e 31,5 respectivamente. Nizoli (2005) em estudo das alteragdes hematoldgicas
demonstrou que nao houve variacdes significativas de hematdcrito entre equinos infectados e
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sadios, acompanhados durante o periodo de doze meses, concordando com os achados
apresentados acima. Hailat et al. (1997) observaram que durante a fase cronica ndo ha
alteragdo significativa entre o hematocrito de equinos nao infectados e de portadores de 7.
equi. Segundo este autor os equinos infectados e previamente tratados com imidocarb nao
apresentaram nenhum sinal clinico da doenga. Os mesmos autores ainda citam que os equinos
altamente infectados experimentalmente tiveram queda no hematdcrito em torno de 20 a 30%.
Em um estudo semelhante, Nogueira et al. (2005) observaram que apenas 0s equinos
infectados e ndo tratados com imidocarb tiveram queda de hematdcrito relevante, mas que nao
ultrapassaram 15%. Cunha et al. (1998) obtiveram queda relevante de hematdcrito em animais
inoculados experimentalmente com 7. equi comparado com o controle negativo. Os dados
referentes aos valores de hemoglobina encontram-se dentro da normalidade, com médias de
11,70 e 12,02 antes e apds o tratamento respectivamente, ndo diferindo significativamente.
Verificou-se que os valores maximos antes e apos o tratamento foram de 13,1 e 13,3 e os
valores minimos antes e ap6s o tratamento foram de 10,2 e 10,8 respectivamente.
Hailat et al. (1997) ap6s serem submetidos a exercicio extenuante, equinos que apresentavam
sinais clinicos e positividade ao esfregago sanguineo apresentaram diminui¢do nos valores de
hemoglobina comparados aos animais portadores cronicos e animais livres de babesiose.

O trabalho de De Waal et al. (1987) com animais infectados experimentalmente
também mostrou uma queda nos parametros de hematimetria (Hm), hemoglobinometria (Hg)
e hematocrito (Ht) tanto em animais infectados com 7. equi como em animais infectados com
B. caballi. Em concordancia, Camacho et al. (2005) encontraram uma significativa
diminui¢do da hematimetria (Hm), hemoglobinometria (Hg) e hematocrito (Ht) de animais
com sintomatologia clinica e com presenca do parasita no esfregaco sanguineo, comparados
com o controle negativo sem sinais clinicos.

As médias sobre o volume globular médio das doadoras antes e apoOs o tratamento com
dipropionato de imidocarb foram de 45,92 e 45,7. Estes resultados estdo dentro dos padrdes
esperados para espécie equina, ndo apresentando diferencas significativas (p> 0,05) entre as
médias. Valores maximos antes e apoOs tratamento de 48,5 e 48,5 e valores minimos antes e
apos tratamento de 42,1 e 42,7. Em relagdo a Concentracdo de hemoglobina globular média
antes e apds tratamento com dipropionato de imidocarb foram de 33,50 e 33,73. Esses
valores se encontram dentro da normalidade hematoldgica para equinos, e ndo diferem
significativamente entre si, identificaram-se valores maximos antes e apoOs tratamento de 36,3
e 34,5, valores minimos de 32,4 e 33 antes e apds o tratamento respectivamente. Os resultados
também apresentados por Hailat et al. (1997) nao demonstraram diferengas significativas no
volume globular médio (VGM) e na Concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM),
em todos os animais envolvidos no experimento antes € apos o tratamento com dipropionato
de imidocarb.

Os dados relativos sobre as médias de plaquetas e proteinas plasmaticas totais das
doadoras foram de 151.230,77 e 154.230,77 e 6,75, 6,89, ndo havendo diferenca significativa
antes e apds o tratamento, os valores maximos antes € apos o tratamento foram de 211.000,
214.000 e 7,4, 7,8, os valores minimos antes e ap6s tratamento foram de 72.000, 85.000 e 5,8,
5,8. Os valores estdao dentro dos parametros normais para equinos € nao diferem
significativamente. Nizoli (2005) em estudo avaliando equinos infectados e sadios concluiu
que ndo houve diferencas significativas entre as contagens diferenciais de leucodcitos,
hematdcritos e proteinas plasmaticas totais entre animais cronicamente infectados e sadios.

As médias obtidas sobre o leucograma encontram-se na tabela 4. A contagem de
leucdcitos das doadoras, antes do tratamento foi de 12.900,00 e apdés o tratamento de
11.646,15 esses valores demonstram que houve uma redugao dos leucocitos com o uso do
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dipropionato de imidocarb em ¢éguas portadoras crdnicas, visto que a média antes do
tratamento excediam os limites considerados normais e apds o tratamento os animais voltaram
a normalidade dos padrdoes hematoldgicos, os valores maximos antes e apds o tratamento
foram de 16700 e 14600 e os valores minimos foram de 10200 e 8900 respectivamente.

Knowles (1996) observou que os resultados dos exames diferenciais de leucocitos das
doadoras demonstraram padrdes normais na comparacao entre animais positivos e negativos.
Este achado tem sido citado quando se trata de animais cronicamente infectados, enquanto
que animais com sintomatologia clinica da infec¢do demonstram alteragdes, principalmente
em leucodcitos conforme descrito por Rudolph et al. (1975).

Segundo Knowles (1996) ainda ndo estd bem definida como ¢ a resposta imune
mediada por células para o controle da parasitemia de 7. equi, mas existe uma correlagao
estabelecida entre a inibicdo da migracdo de leucocitos e o grau de parasitemia.
Adicionalmente, durante o inicio da infec¢do, 7. equi concentra sua acdo sobre o sistema
mononuclear fagocitico (fase linfoproliferativa), para posteriormente provocar una severa
anemia, ja que podem alcangar elevados niveis de parasitemia, proximos a 80% de eritrocitos
parasitados. Em ambos 0s casos estdo presentes os processos auto-imunes manifestados com
fenomenos de eritrofagocitose, descritos por Levine (1985) e Schein (1988). Em
concordancia, Hailat et al. (1997) encontraram um aumento de leucdcitos nos animais com
sinais clinicos e positivos no exame de esfregago sanguineo, segundo os autores este resultado
pode ser explicado, pois os animais foram submetidos a exercicios intensos o que pode ter
causado lesdes musculares elevando assim os leucocitos. Foi observado um aumento
significativo em monocitos nas amostras positivas quando comparadas com as negativas.

Tabela 4. Valores observados dos parametros leucocitarios (Leucocitos, Linfocitos,
Monocitos, Neutrofilos, Eosindfilos) de doadoras de embrido naturalmente infectadas por
Theileria equi nao tratadas e tratadas com dipropionato de imidocarb.

Doadoras nao Doadoras Valores de referéncia

tratadas tratadas
Leucocitos Média 12900,00° 11646,15b 6.000- 12.000 (células/pL)
(céls/nL) DP! 1733,97 1740,51
Linfocitos Média 5379,08" 5421,54° 1.500-5.000 (células/pL)
(céls/nL) DP! 1357,71 1717,33
Monécitos Média 270,62° 714,77° 0-600 (células/nL)
(céls/nL) DP! 171,00 1394,02
Neutroéfilos Média 6742,85" 5524,54" 3.000-6.000(células/pnL/
(céls/nL) DP! 770,69 1008,35
Eosinéfilos Média 518,92% 432,23% 0-800(células/pL)
(céls/nL) DP! 283,62 318,27

"Desvio padrio; Linhas com letras iguais ndo diferem significativamente (p>0,05).

Em relacdo aos linfocitos foi verificada média antes do tratamento de 5379,08 e apos o
tratamento de 5421,54, valores maximos ¢ minimos antes do tratamento de 8684 ¢ 3604 e,
apés, o tratamento de 8468 e 3100 respectivamente, estas médias ndo diferiram
significativamente.
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Os dados referentes a contagem de mondcitos das doadoras antes do tratamento foram
de 270,62 e apds o tratamento de 714,77, os resultados ndo diferem significativamente
segundo teste t (p>0,05), porém no grupo tratado, estdo acima dos parametros normais para
equinos, com valores maximos antes e apds tratamento de 501 e 5320 e valores minimos antes
e apos tratamento de 0 e 0. Esses valores corroboram com Rudolph et al. (1975) e Portz et al.
(2007) que observaram monocitose em resposta a infec¢do por T.equi em equinos adultos da
raca PSI. A fagocitose dos parasitos por monocitos e neutrofilos ¢ um fendmeno comum,
portanto, ocorre um aumento esperado de células fagocitarias em doengas causadas por
protozoarios.

Segundo Coles (1984) a monocitose ocorre em diversas condi¢des, como algumas
doencas infecciosas (Ex. brucelose) e doengas cronicas acompanhadas por reagdes
granulomatosas, porém nenhum animal apresentou sintomatologia caracteristica de doenca.

A principal funcdo dos monocitos e dos macréfagos € a fagocitose, especialmente de
particulas grandes tais como debris celulares, sendo os unicos capazes de fagocitar grandes
microorganismos como protozoarios (KERR, 2003).

Quanto as médias de neutrdfilos das doadoras antes do tratamento de 6742,85 e ap6s o
tratamento de 5524,54, houve diferencas significativas nas médias (p< 0,05), valores
maximos e minimos antes do tratamento de 8195 e 5508 e apds o tratamento de 6600 e 3600
respectivamente.

Rudolph et al. (1975) e Portz et al. (2007) afirmaram que a fagocitose dos parasitos
por neutréfilos ¢ um fendmeno comum, portanto ocorre um aumento esperado de células
fagocitarias em doengas causadas por protozodarios.

As médias obtidas na contagem de eosinofilos foram de 518,92 e 432,23, ndo havendo
diferenca significativa antes e apds o tratamento, os valores maximos antes e apds o
tratamento foram de 1002 e 1080 e os valores minimos antes e apds tratamento foram iguais a
Zero.

Nao foram observados neutréfilos bastdes na contagem diferencial de leucocitos em
¢guas doadoras de embrido antes e apos tratamento com dipropionato de imidocarb.

Segundo Failace (2006) o hemograma ¢ um exame muito utilizado na clinica médica
equina, sendo um indicador de alteragdes que podem nao ser percebidas ao exame clinico,
além de servir como procedimento para avaliar a satide animal e auxiliar na obtencdo de um
diagnostico. A avaliacdo dos elementos celulares do sangue, quantitativamente e
qualitativamente, fornece informagdes indispenséaveis ao controle evolutivo das doengas.

Todos os parametros sobre o eritrograma das receptoras de embrido encontram-se na
tabela 5. Os valores observados encontram-se dentro da normalidade esperada para a espécie
equina. Os resultados avaliados sobre as variagdes das médias das hemacias nas receptoras de
embrido foram de 7,59 e 7,56 para o grupo de receptoras ndo tratadas e tratadas
respectivamente. Verificou-se que o valor maximo ¢ minimo do grupo nao tratado foi de 9,22
e 6,46 e o valor maximo e minimo do grupo tratado foi de 9,56 e 6,27 respectivamente. Estes
resultados nao apresentam diferengas significativas entre si.
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Tabela 5. Valores de média e desvio padrao dos parametros hematologicos (Hemaécias,
Hematocrito, Hemoglobina, Volume Globular Médio, Concentracio de Hemoglobina
Globular Média, Plaquetas e Proteinas) de receptoras de embrido naturalmente infectadas por
Theileria equi nao tratadas e tratadas com dipropionato de imidocarb.

Parametros Receptoras nao Receptoras Valores de referéncia
tratadas tratadas
Hemadcias Média 7,59 7,56 6 - 12 (x10° céls/ pL)
(10° céls/pL) DP! 0,76 1,01
C e o Média 34,79% 34,327 32 -48%
Hematocrito (%) DP! 3,46 4.68
. Média 11,68° 11,6 10- 18 (g/dL)
Hemoglobina (g/DL) DP! 1,29 1,67
Volume Globular Média 45,89° 45,43 34 - 58fL
Médio (L1) DP' 2,17 2,75
Concentracgio de Média 33,527 32,79% 31-37 (g/dL)
Hemoglobina
Globular Média DP' 0,78 4,48
(g/dL)
Plaquetas (céls/uL) Médlia 189700* 181900° 100.000- 600.000
DP 44064,67 37719,04
T a a 6-8,5 (g/dL
Proteina (g/dL) Média 7,54 7,63 (/L)
DP' 0,65 0,56

'Desvio padrio; * Linhas com letras iguais nio diferem significativamente (p>0,05).

No parametro hematocrito nas receptoras de embrido, ndo houve diferenca
significativa entre as médias dos grupos de receptoras ndo tratadas 34,79 e tratadas 34,32
respectivamente. Foram observados valores maximos nas receptoras ndo tratadas de 41,6 e
tratadas de 41,7 e valores minimos de 29,9 para as ndo tratadas e 27,7 para receptoras
tratadas.

Os padrdes de hemoglobina apresentam-se com médias de 11,68 no grupo de
receptoras nao tratadas e 11,6 em receptoras de embrides tratadas, estes valores nao diferiram
significativamente (p>0,05). Verificou-se que os valores maximos para o grupo nao tratado e
para o grupo tratado foram de 14,5 e 13,6 e os valores minimos foram de 10 e 9,1 para os
grupos de receptoras ndo tratadas e tratadas respectivamente.

Os dados analisados sobre as médias do volume globular médio das receptoras de
embrido ndo tratadas e tratadas foram de 45,89 e 45,43, respectivamente, ndo apresentando
diferencas significativas entre as médias. Valores maximos sem tratamento e ap0Os tratamento
de 49,4 e 49,7 e valores minimos sem tratamento e apds tratamento de 41,6 e 40,3
respectivamente. As médias obtidas sobre a CHGM das receptoras nao tratadas e tratadas
com dipropionato de imidocarb foram de 33,52 e 32,79, esses valores se encontram dentro da
normalidade hematologica para equinos, ¢ ndo diferem significativamente entre si,
identificaram-se valores maximos nos grupos nao tratados e tratados de 34,9 e 36,4 e valores
minimos de 32,1 e 14,6 para os grupos nao tratados e tratados.

A contagem de plaquetas obteve média de 189.700 para o grupo de receptoras nio
tratadas e 181.900para o grupo de receptoras tratadas, valores maximos do grupo sem
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tratamento de 274.000 e 253.000 para o grupo com tratamento e valores minimos de 113.000
e 119.000 para o grupo de receptoras ndo tratadas e tratadas respectivamente. Em relacdo as
proteinas plasmaticas totais, as médias foram de 7,54 e 7,63 para o grupo ndo tratado e
tratado, o valor maximo para o grupo sem tratamento foi de 8,9 e 8,8 para o grupo tratado e os
valores minimos de 6,5 e 6,4 para os grupos nao tratados e tratados.

Takeet et al. (2009) em uma descricdo de caso clinico, avaliou dois garanhdes com
T.equi e observou que os animais apresentavam historico de coélica, anorexia e polidipsia
poucos dias apds torneio de polo, o exame fisico dos animais apresentou membrana ocular
palida, linfadenite submandibular, desidratagdo leve, descarga ocular e presenca de
carrapatos, 0s animais apresentavam anemia macrocitica normocrémica . Os  garanhdes
foram tratados com 3 aplicagdes de 4 mg/kg de dipropionato de imidocarb em intervalos de
72 horas e com repeti¢do de uma dose um més apoés o tratamento inicial. Foram realizados
exames de sangue nos quais apds o tratamento observou-se melhora na contagem de
hemaécias, hemoglobina e hematdcrito, antes do tratamento estes valores estavam abaixo da
normalidade e apds o tratamento atingiram valores padrdes, observou-se também decréscimo
dos valores de VGM e CHGM, que atingiram a normalidade em ambos os equinos apos o
tratamento. No presente estudo as receptoras de embrido sdo portadoras cronicas € nao
apresentam sintomatologia de babesiose, o que pode ser visualizado através do hemograma
completo, no qual ndo se observou diferencas significativas na série vermelha, e todas a
fémeas apresentaram padrdes normais de hematologia. Verificou-se discreta queda em todos
0s parametros apds o tratamento com dipropionato de imidocarb, com excessdo da
concentragdo de proteina plasmatica total.

Todos os parametros da série branca das receptoras de embrido encontram-se na tabela
6 e estdo dentro da normalidade esperada para a espécie equina. As médias obtidas sobre a
contagem de leucocitos das receptoras de embrido nao tratadas foi de 11.100 e do grupo
receptoras tratadas 11.395, ndo havendo diferenga significativa entre as médias, observou-se
valores méaximos para o grupo nao tratado e tratado de 14300 e 15700, respectivamente, e
valores minimos 8.000para o grupo nao tratado e 8.300 para o grupo tratado.
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Tabela 6. Valores observados dos parametros leucocitarios (Leucocitos, Linfocitos,
mondcitos, Neutrofilos, Eosinéfilos) de receptoras de embrido naturalmente infectadas por
Theileria equi ndo tratadas e tratadas com dipropionato de imidocarb.

Parametros Média/DP  Receptoras ndo  Receptoras Referéncias
tratadas tratadas
Leucécitos (céls/uL) I\/I[)elc)i%a 118111 (?(;9 11815522 6000- 12000 (células/pL)
Linfocitos (céls/uL) I\/I[)elc)i%a 4;6137%%53 13336)968 1500-5000 (células/pL)
& H . a . b )
Mondcitos (céls/uL) Ngﬁ% 4 224(‘;(‘)’5252 ;‘ 257 ’;6 0-600 (células/uL)
i , Média 5714,25° 5909,5° 3000-6000(células/pL/
Neutrofilos (céls/pL) DP! 1315.13 1522.02
Média a b 0-800(células/pL)).
Eosinofilos (céls/nL) 392,6 668,65
DP' 255,02 406,71

'Desvio padrio, *Linhas com letras iguais ndo diferem significativamente (p> 0,05).

As médias da contagem de linfécitos do grupo de receptoras nao tratadas e do grupo
tratado foram de 4.630 e 4.339, respectivamente. O valor maximo para o grupo sem tratamento
foi de 6.105 e 6.950 para o grupo tratado e os valores minimos de 2.136 ¢ 1.875 para os grupos
ndo tratados e tratados, ndo houve diferenga significativa entre as médias estudadas.

Os dados referentes a contagem de monocitos das receptoras de embrido obtiveram
médias antes do tratamento de 244 e apds o tratamento de 477, apesar dos parametros estarem
dentro da normalidade esperada, as médias diferem significativamente segundo teste t, com
valores maximos para o grupo nao tratado de 882 e para o grupo tratado de 1260 e valores
minimos nulos para o grupo nao tratado e para o grupo tratado.

As médias da contagem de neutrofilos para o grupo de receptoras ndo tratadas foi de
5.714 e do grupo de receptoras tratadas foi de 5.909 nao houve diferencas significativa nas
médias, valores maximos e minimos do grupo nao tratado foram de 8618 e 3040 e do grupo
tratado foram de 9625 e 3552 respectivamente. O valor referente a média da contagem de
eosinodfilos do grupo de receptoras nao tratadas foi de 392 e do grupo tratado foi de 668,
apesar de esses dados estarem dentro do padrdao de normalidade para a espécie equina, eles
diferiram significativamente entre si. Os valores maximos observados para o grupo sem
tratamento e com tratamento foram de 1068 ¢ 1680 e os valores minimos foram nulo para o
grupo nao tratado e 113 para o grupo tratado respectivamente.

Takeet et al., (2009) observou aumento de leucdcito em um dos equinos do
experimento, corroborando com os resultados desse estudo, entretanto o segundo animal
apresentou diminuicao da taxa de leucocitos apos o tratamento, ambos os valores estavam
dentro da normalidade para a espécie. O mesmo autor observou em animais tratados para
T.equi decréscimo da contagem de neutréfilos para os valores de normalidade, apds os
tratamentos, mostrando eficicia do produto, observou aumento nas taxas de linfocitos e em
contrapartida, observou diminuigdo na contagem de monocitos e eosindfilo apds os
tratamentos, o que nao foi observado no presente estudo. Entretanto, todas as éguas presentes
no estudo em questdo em nenhum momento apresentaram sintomatologia clinica para T.equi.
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Nao foram observados neutrofilos bastdes na contagem diferencial de leucécitos em
éguas receptoras de embrido antes e apds tratamento com dipropionato de imidocarb.

Segundo Schein (1988), equinos infectados por 7. equi desenvolvem uma soélida
imunidade que protege contra a doenga clinica no caso de re-exposi¢cdes ao parasito. Esta
protecao tem sido atribuida a continua estimulacdo do sistema imune por parasitos que
persistem no organismo durante a fase cronica da enfermidade, mesmo em baixas
parasitemias. Segundo Bruning (1996) o tratamento de 7. equi com dipropionato de imidocarb
tem demonstrado remover o parasita da circula¢do, porém, os equinos infectados permanecem
portadores por toda a vida, sendo estes responsaveis pela propagacdo e manutengdo da
infecc¢ao.

4.3 Parimetros Reprodutiva em Eguas Antes e Apés Tratamento com
Dipropionato de Imidocarb

Previamente ao tratamento com dipropionato de imidocarb, 53,84% (14/26) das éguas
doadoras infectadas naturalmente por 7. equi apresentaram coleta embriondria positiva. Apds
o tratamento, o nimero de éguas doadoras com coleta positiva aumentou para 65,38%
(17/26). Mesmo com esta superioridade numérica observada pds-tratamento, a realizacdo do
teste qui-quadrado ndo demonstrou diferenga significativa (p>0,05).

A recuperagdo embriondria pode ser afetada por inimeros fatores inerentes ao
programa de TE, como por exemplo: dia da coleta do embrido, idade da doadora, fertilidade
da doadora, qualidade do sémen e experiéncia do técnico.

Segundo Squires et al. (2003) a taxa de recuperacdo embrionaria estd entre 50 e 75%.
Alguns estudos demonstram variacdes nas taxas de recuperacdo embriondria de: 50,9% e
59,5% Fleury et al. (2001a), 63,4% em 658 coletas, Jacob et al (2002), e 60% de Gusmao et
al. (2010).

Em um estudo Squires e Seidel (1995) observaram uma queda em relagdo a taxa de
recuperagdo de embrides de acordo com a idade da doadora, em éguas jovens (2 a 4 anos) a
média observada de recuperacdo embrionaria foi de 85%; em éguas adultas (4 a 18 anos) de
64,4% e para éguas velhas de 24,1%.

O dia da coleta foi avaliado por Fleury (1998), que verificou taxas de recuperacao
embrionaria de 49,3%; 58,0 % e 54,5% em coletas realizadas, no sétimo, oitavo € nono dia
pos ovulagdo. Quando as coletas foram realizadas em D7 e D8, Fleury et al. (2001a)
obtiveram recuperagao de 37,5% e 62,8%.

Entretanto, dados relativos a um programa comercial de TE em equinos no Brasil com
grande niimero de coletas, ndo verificaram diferencas significativas na taxa de recuperagdo
embrionaria nos dias D7, D8 e D9 pds-ovulacao 49,3%; 58,0% e 54,5%, respectivamente
reforcando as informagdes previamente mencionadas segundo Fleury e Alvarenga (1999).

Santos et al. (2008a) utilizaram seis (D6), sete (D7), oito (D8) e nove (D9) dias apos
ovulacdo, obtiveram taxa de recuperacdo embriondria de 40,0% (14/35), 57,9% (136/235),
68,1% (243/357) e 63,0% (17/27), respectivamente, encontrando diferenca significativa
(p<0,05) entre os dias de coleta D6 e D7 em relagdo ao DS.

Realizando levantamento retrospectivo de quatro estagdes reprodutivas em éguas da
raca Mangalarga Marchador entre trés e vinte e seis anos de idade, Jacob et al. (2010)
obtiveram 62% (504/809) de recuperagdo embrionaria com coletas de embrides entre D7 e
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DO.

No periodo de duas estagdes reprodutivas (2005-2006), Kumar et al. (2008) obtiveram
taxa de recuperagdo embriondria em D7 de 81,19% (95/117), utilizando éguas de quatro a
quatorze anos.

Mesmo utilizando garanhdes com sémen dentro dos padrdes desejados, pode haver
influéncia na taxa de recuperacdo embrionaria. Em uma andlise com 34 garanhdes de
diferentes ragas e 1274 ciclos, promovendo a recuperagao dos embrides em D6, D7 e D8 pos-
ovulacdo das doadoras, foi obtida uma variagdo na taxa de recuperagdo embrionaria de 26,3%
a 100% (SAMPER, 2000). Também foi observada diferenca significativa em um trabalho
utilizando cinco garanhdes, cujo resultado obtido variou entre 28,6% a 84% na recuperagdo
embrionaria (FLEURY et al., 1997). Os mesmo autores em 2001 utilizaram quatro garanhdes
com fertilidade comprovada, e observaram taxa de recuperagdo embriondria entre 44,4% a
73,7%. Diferengas nas taxas de recuperagdo embriondria também foi reportado por Gomes et
al. (2001), utilizando seis garanhdes cujo sémen estava dentro dos padrdes exigidos pelo
CBRA obtiveram diferencas significativas (p<0,05) entre 2 garanhdes com variagao nas taxas
de recuperagdo de 46,7% a 78,6% .

Os garanhdes utilizados em ambos os grupos da presente pesquisa apresentavam
fertilidade comprovada, reduzindo assim a influéncia do sémen sobre as taxas de recuperagao
embrionaria.

Mortensen et al. (2009), ao avaliarem a influéncia do exercicio fisico por 30 minutos
em temperatura superior a 30°C e umidade relativa superior a 50%, obtiveram diferenca
significativa sobre a taxa de recuperacdo embrionaria. A taxa de recuperacao obtida no grupo
controle foi de 63% (22/35) e no grupo exercitado de 34% (11/32) (P<0.05). Os autores
afirmam que o aumento da temperatura promovido pelo exercicio fisico promoveu alteragdes
na dinamica do ciclo estral, pois houve alteracao na fun¢do ou liberacdo de gonadotrofinas.
Esses valores demonstram a grande influéncia que o estresse pode causar sobre a eficiéncia
reprodutiva em um programa de TE, devido a liberagao de glicocorticoides.

O stress causado em animais portadores de babesiose com sinais clinicos da doenga
tratados com dipropionato de imidocarb em dose terapéutica (4mg/kg, q72h, em 4 aplicacdes)
pode promover grande reducdo na taxa de recuperacao embriondria. Além disto, este firmaco
pode levar a quadros de colica, salivagdo, irritabilidade, hipermotilidade gastrointestinal,
insuficiéncia renal, hepatica, entre outras. Porém, fazendo uso de doses profilaticas (1,2
mg/kg) em éguas portadoras cronicas ndo causaram efeito colateral indesejavel negativo nos
animais, bem como nao diminuiu a taxa de recuperacdo embriondria conforme demonstrado
no presente trabalho.

Viérios fatores influenciam diretamente na taxa de gestacdo em um programa TE,
dentre os mais importantes estdo aqueles relacionados com a receptora (manejo e sele¢do), a
qualidade do embrido, dia de inovulagdo, e o fator técnico. Programas Comerciais de TE no
Brasil conduzidos por profissionais criteriosos e experientes na raca Mangalarga Marchador
(JACOB et al., 2002; 2010; GOMES et al.,, 2004) vem mostrando que o método de
transferéncia transcervical gera taxas de gestacdo em torno de 70% em concordancia com os
pesquisadores citados, Rocha et al. (2007) ao avaliar seis estagdes reprodutivas obtiveram
média geral para 15 dias de gestacao de 73,4%.

A taxa de gestagdo aos 15, 30, 45 e 60 dias no grupo ndo tratado foi de 70% (14/20)
ndo havendo perda embriondria. No grupo tratado a taxa de gestacdo aos 15 dias foi de 85%
(17/20) e aos 30, 45 e 60 dias a taxa de gestacdo foi 80% (16/20), pois houve perda
embriondria aos 30 dias de gestacdo em uma das éguas tratadas. Nao houve diferenca
significativa (P>0,05) sobre as taxas de gestacao.

35



Santos et al. (2008a) obtiveram 63,6% de gestagdo aos 60 dias de 382 embrides
transferidos para receptoras entre D2 e DS; Jacob et al. (2010) alcancaram 60% de gestacao
aos 60 dias (274/454). No presente estudo nao foi considerado o dia no qual a receptora foi
inovulada, uma vez que varios trabalhos demonstram nado haver diferengas significativas entre
D3 e DS.

O efeito da idade da égua doadora de embrido sobre as taxas de prenhez foram
investigados por Vogelsang e Vogelsang (1989). Estes autores verificaram que embrides de
éguas entre 2 e 8 anos resultaram em maior taxa de gestacao (70%, 59/84) comparados ao de
éguas entre 9 e 17 anos (51%, 50/97,) e maiores que 18 anos (55%, 50/90,). Contrariamente,
Carney et al. (1991) relataram que embrides de éguas entre 2 a 6 anos, 7 a 12 anos, 13 a 18
anos e éguas com mais que 19 anos resultaram em taxas de prenhez similares (p>0,05). No
presente experimento, as receptoras utilizadas tinham idade entre trés e 12 anos, o que
também nao teria influéncia na taxa de gestacdo, estando de acordo com os resultados
reportados acima.

Fleury et al. (2001b) avaliaram a influéncia do garanhao sobre as taxas de gestacdo em
duas estagdes reprodutivas, obtendo de 50% a 80,7% de gestac¢do. Os autores ndo encontraram
diferencas significativas (P>0,05) sobre as taxas de gestacdo. Em um estudo similar, também
avaliando a taxa de gestacdo utilizando seis garanhdes, Gomes et. al. (2001) ndo observaram
diferenca significativa nas taxas de gestacao aos 14 e 60 dias. Os valores obtidos na taxa de
gestacdo do presente estudo corroboram com os resultados acima, uma vez que 0s mesmos
garanhdes foram utilizados em ambos os grupos.

Em relagdo ao método de deposicdo do sémen no Utero, os autores ndo observaram
diferenca significativa (P>0,05) nos indices de gestacdo comparando-se a monta natural
(87,5%) e a inseminacdo artificial com sémen fresco (73,7%) ou refrigerado (80,3%). No
presente estudo a Mn e IA foram utilizadas nos dois grupos, portanto este fator nao
influenciou nos resultados obtidos.

Utilizando da técnica da bainha coberta, que consiste na utilizagdo de uma pipeta de
inovulagdo revestida por uma camisa sanitaria para a transferéncia do embrido, Squires et al.
(1982) obteve taxa de gestacao de 54%, e quando utilizou a bainha sem estar protegida, a taxa
de gestacdo foi de 23%. Utilizando da mesma técnica, Wilson et al. (1987), Pastorello et al.
(1996) obtiveram taxa de gestacdo de 77% e 80% respectivamente. As inovulagdes no
presente estudo foram realizadas utilizando-se pipeta de IA revestida por camisa sanitaria
(IMV®), e obtendo taxas de gestagdo compativeis com as técnicas ja relatadas.

A taxa de prenhez e perda embriondria podem ser influenciadas em receptoras que
estiverem perdendo peso durante a estacdo reprodutiva, mesmo com boa condi¢do corporal.
Receptoras submetidas a nutricdo de boa qualidade obtiveram 70% de prenhez (50/71) e 5,6%
de perda embrionaria; receptoras submetidas a nutricdo de baixa qualidade obtiveram 35,56%
de prenhez (85/239) e 21,1% de perda embrionaria (SAMPER, 2000). No presente trabalho,
as éguas utilizadas apresentavam escore corporal 5 (escala de 1 a 9), aproximadamente entre
350 e 450kg ou seja estavam em boa condi¢do corpdrea estando de acordo com (SAMPER,
2000), apesar do grupo tratado ter tido uma perda embrionaria.

Ao avaliar taxa de prenhez e perda embrionaria precoce em um programa comercial
de TE ndo cirurgica em éguas da raca Mangalarga Marchador durante seis estagdes
reprodutivas, Rocha et al. (2007) obtiveram aos 30, 45 e 60 dias de gestagdo, taxas de 69,9 e
4,8%; 66,7 € 9,0%; e 64,5 e 12,2%, respectivamente.

A estimativa da taxa de perda embrionaria precoce entre 4 e 14 dias apos a ovulagao
estd em torno de 9% para éguas normais (P<0,001) e para éguas subfertéis a perda ¢ de
aproximadamente 62% (BALL et al., 1989). Segundo Carnevale et al. (2000) a incidéncia de
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morte embriondria precoce foi de 15,5% (65/419) dos 12 a 50 dias de gestag@o. Neste mesmo
experimento, o autores relatam que as taxas de perda embriondria foram significativamente
maiores nas receptoras utilizadas de D7 a D9 dias em relagao as inovuladas em D5 e D6 apos
ovulagao.

Portanto, as éguas do grupo tratado apresentaram melhora numérica de 15% na taxa de
gestacdo aos 15 dias e de 10% aos 30, 45 e 60 dias de gestacdo em relagdo ao grupo nao
tratado.
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5. CONCLUSOES

J Com base nas observagdes obtidas conclui-se que a prevaléncia de equinos
positivos a Theleria equi, demonstrou que a regido ¢ uma area endémica para theileriose;

o As analises do eritrograma e do leucograma ndo constituem um parametro
seguro para se discriminar positividade na fase cronica da infec¢do por Theileria equi.

. O tratamento com dipropionato de imidocarb ndo promoveu melhora
significativa (p>0,05) nas taxas de recuperacao embrionaria e taxas de gestagao aos 15, 30, 45
e 60 dias.

o Numericamente houve uma melhora de 11,54% na taxa de recuperagdo
embrionaria, 15% na taxa de gesta¢dao aos 15 dias e 10% na taxa de gestacdo aos 30,45 e 60
dias do grupo tratado com dipropionato de imidocarb em rela¢ao ao grupo nao tratado.
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7. ANEXOS
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Anexo A. Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de Theileria equi pela técnica
de nested PCR em ¢éguas doadoras de embrido antes do tratamento com dipropionato de
imidocarb. Linha 1 marcador de peso molecular; Linha 2, controle positivo; Linha 3, controle
negativo; Linha 4 a 16 representam amostras de doadoras positivas antes do tratamento com
dipropionato de imidocarb.
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Anexo B. Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Theileria equi pela técnica
de nested PCR em éguas doadoras de embrido tratadas com dipropionato de imidocarb. Linha
1 marcador de peso molecular; Linha 2, controle positivo; Linha 3, controle negativo; Linhas
5,6, 8, 11 representam amostras de doadoras positivas , Linhas 4, 7, 9,10, 12, 13, 14, 15, 16
representam amostras de doadoras negativas ambas apos o tratamento com dipropionato de
imidocarb.
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Anexo C. Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Theileria equi pela técnica
de nested PCR em éguas receptoras de embrido do grupo ndo tratado no inicio do
experimento.Linha 1 e 24 marcador de peso molecular; Linha 2, controle positivo; Linha 3,
controle negativo; Linha 4 a 23 representam amostras de receptoras de embrido positivas do
grupo nao tratado no inicio do experimento.
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Anexo D. Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de Theileria equi pela técnica
de nested PCR em éguas receptoras de embrido do grupo nao tratado no final do experimento.
Linha le 24 marcador de peso molecular ; Linha 2, controle positivo; Linha 3, controle
negativo; Linhas 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 representam amostras
de receptoras positivas, Linhas 6, 7, 13, 14 representam amostras de receptoras negativas do
grupo ndo tratado no final do experimento.
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Anexo E. Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Theileria equi pela técnica
de nested PCR em éguas receptoras de embrido do grupo tratado no inicio do experimento.
Linha 1 e 24 marcador de peso molecular; Linha 2, controle positivo; Linha 3, controle
negativo; Linhas 4 a 23 representam amostras de receptoras de embrido positivas do grupo
tratado no inicio do experimento.
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Anexo F. Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de Theileria equi pela técnica de
nested PCR em éguas receptoras de embrido do grupo tratado no final do experimento. Linha
le 24 marcador de peso molecular; Linha 2, controle positivo; Linha 3, controle negativo;
Linhas 5, 6, 9, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20 representam a Linhas representam amostras de
receptoras positivas , Linhas 4, 7, 8§, 10, 11, 14, 15, 21, 22, 23 representam amostras de
receptoras negativas ambas ap0s o tratamento com dipropionato de imidocarb.
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Anexo G. Valores de referéncia dos parametros hematologicos de equinos, segundo Merck
Veterinary manual- Hematologic Reference Ranges (2010).

Eritrograma Leucograma Qutros
Hemacias  (10° 6,00- Leucocitos 6.000- Plaquetas 100.000-
cels/uL) 12,00 (céls/uL) 12.000 (céls/uL) 600.000
Hematoécrito (%)  32,00- Mielocitos 0 Proteinas 6,0-8,5
48,00 (céls/uL) (g/dL)
Hemoglobina 10,0- Metamieldcitos 0
(g/dL) 18,0 (céls/uL)
VGM 34,0- Bastoes (céls/uL)  0-100
(fentolitros) 58,0
CHGM (%) 31,0- Segmentados 3000-6000
37,0 (céls/uL)
Linfocitos 1.500-5.000
(céls/uL)
Monocitos 0-600
(céls/ul)
Eosinofilos 0-800
(céls/ul)
Basofilos 0-300
(céls/ul)
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