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RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasita distribuido mundialmente causador da doenca toxoplasmose,
ele pode ser transmitido atraves da ingestdo de alimentos contaminados ou por via congénita.
A infeccdo por T. gondii na pecudria causa grandes perdas econémicas em todo 0 mundo devido
principalmente aos abortos e morte fetal. Sabe-se que o T. gondii influencia negativamente a
qualidade do sémen, portanto, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos in vitro de
antigenos de T. gondii na qualidade do sémen bovino. Os espermatozoides foram tratados com
antigenos de T. gondii, em trés concentracdes, alta, média e baixa (8, 4, 2ug/ml). O resultado
obtido através do uso do método de Azul de Toulidina, demostra que o tratamento com 0s
antigenos causa altera¢Ges na integridade da cromatina espermaética. Além disso, foi avaliada a
taxa de fertilizacdo com a utilizacdo da dose média de antigenos, e os resultados obtidos
mostraram que tanto a taxa de clivagem quanto a taxa de blastocisto foram afetadas.
Considerando todos os resultados fica evidente a importancia do controle do T. gondii para
evitar perdas econdmicas e consequéncias sanitarias.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; azul de toluidina; cromatina espermatica.
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1. INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii € um parasita do filo Apicomplexa, eucarioto intracelular
obrigatorio causador da doenca toxoplasmose, que pode infectar praticamente todos os animais
de sangue quente, incluindo humanos, gado e mamiferos marinhos (DUBEY et al., 2020). Por
volta de um terco da populagdo mundial esta infectada com T. gondii, embora a maioria das
infeccOes seja assintomaticas existem aquelas que se desenvolvem para um quadro grave com
risco de vida, principalmente em individuos imunocomprometidos, ou quando contraidas de
forma congénita (LOURIDO, 2019). As principais formas de transmissées da toxoplasmose séo
através da via oral, a partir do consumo de alimentos, vegetais e agua contaminados com
oocistos esporulados de felinos infectados ou consumindo carne crua ou malcozida contendo
cistos de animais cronicamente infectados com T. gondii, além da forma de transmisséo vertical
de uma mée infectada para o feto (MARU et al., 2022).

Este parasita apresenta um ciclo de vida complexo, em que, a fase sexuada, ocorre em
hospedeiros definitivos, os felinos, a partir da ingestdo de cistos contendo bradizoitos levando
a liberacdo de parasitos na mucosa gastrica que migram para o epitélio intestinal, onde se
replicam por esquizogdnica e formam esquizontes. O nucleo dos esquizontes inicia lentamente
sua individualizacdo através da divisdo da membrana plasmatica, originando os merozoitos.
Estes, por sua vez, ddo origem aos gametas, e havendo fecundagdo, formam-se oocistos. Apos
cair no limen intestinal, os oocistos sdo liberados para 0 meio ambiente juntamente com as
fezes destes animais. A ingestdo de alimentos contaminados, tanto com cistos quanto com
oocistos, pode levar a infec¢do de hospedeiros intermediarios, pois estes liberam bradizoitos e
esporozoitos, respectivamente, que em seguida vao se transformar em taquizoitos capazes de
invadir e se disseminar pelas células do individuo, ocorrendo a fase assexuada como descrito
na figura 1 (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX, 2014; AL-MALKI,
2021).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii: vias de transmissdo entre os hospedeiros

intermediarios e definitivos.

Ciclo de vida de Toxoplasma gondii
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Fonte: (MOURA; AMENDOEIRA ; BARBOSA, 2009).
Os ruminantes tém um papel muito importancia na epidemiologia da infec¢éo por T.

gondii em todo o mundo, visto que, o consumo de carne de animais infectados é uma fonte
direta de infeccdo para humanos e felinos (MARU et al., 2022). A infeccdo por T. gondii €
comum em animais produtores de carne pelo mundo todo, e representa um risco para a saude
publica e para a economia das sociedades humanas, pois a indUstria de carne € muito importante
economicamente em todo o mundo (FAZEL et al., 2021).

Abdoli, Dalimi e Movahedin (2011), observaram que as infecgdes por toxoplasma
alteram os parametros reprodutivos nos hospedeiros, apresentando um impacto negativo nas
funcOes reprodutivas masculina, de forma direta ou indiretamente, induzindo a apoptose das
células espermatogdnias, resultando em uma reducdo da qualidade do espermatozoide e
consequentemente, diminuicdo da fertilidade. Na Etiopia central foi relatado uma associagéo
significativa entre a soropositividade de T. gondii e aborto em pequenos ruminantes. Além
disso, em ovinos, é possivel que uma infeccdo cause morte embrionéria precoce, morte fetal,
mumificacdo, aborto e natimortos (OMONIJO; KALINDA; MUKARATIRWA, 2022),

impactando perdas econdmicas severas na industria pecuaria.
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O T. gondii pode ser eliminado na forma vidvel e degradado no sémen de animais
infectados. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito direto ou indireto de antigenos de T. gondii
sobre os espermatozoides ejaculados, em especial sobre como esses antigenos influenciam a
cromatina espermatica. As alteracdes na cromatina espermatica podem interferir na fecundacéo
do od6cito, e no desenvolvimento embrionério, causando uma clivagem mais lenta, um
blastocisto com o embrioblasto irregular, uma tendéncia a desenvolver zigotos triploides e
consequentemente, reabsorcao fetal, aborto precoce ou mais raramente, abortos tardios, e essas
alteracdes ndo sdo identificadas pelas técnicas rotineiramente utilizadas na avaliacdo
reprodutiva de touros (SHAMSI; IMAM; DADA, 2011; DADA, 2017).

Um dos métodos utilizados para identificacdo de alteragdes na cromatina espermatica é
a coloracdo de esfregacos de sémen com azul de toluidina (AT). Este é um corante catidnico
que pode apresentar o fendmeno da metacromasia quando muitas de suas moléculas estdo
proximas, permitindo a ressonadncia de elétrons entre elas, fazendo com que ocorra uma
mudanga da cor azul para magenta (BELETTI; MELLO, 1996). Esta propriedade ¢ util para
avaliar anormalidade na condensacdo da cromatina espermatica, pois as moléculas de corante
se ligam aos fosfatos ionizados do DNA. Os espermatozoides com a cromatina normal possuem
a maioria dos fosfatos bloqueados por protamina e, consequentemente, poucas moléculas de
corante se ligam ao DNA. Essa menor interacdo reflete uma coloracdo que varia do verde ao
azul claro. Os espermatozoides com a cromatina menos compactada possuem muitos sitios de
ligacGes para as moléculas de corante, resultando em uma coloracdo que varia do azul escuro
ao magenta. Este método identifica apenas os graus mais graves de alteracdo da cromatina, além
disso, a sensibilidade da técnica pode ser aumentada por hidrélise &cida antes da coloragdo, pois
0s espermatozoides normais, com alta compactacdo da cromatina, dificilmente sdo afetados
pela hidrolise, diferente daqueles espermatozoides que possuem a cromatina espermatica com
baixo grau de alteracdo, que teriam suas protaminas parcialmente extraida por hidrdlise,
permitindo assim que as moléculas de AT se liguem aos fosfatos de DNA. Desta forma, a
hidrélise aumenta a sensibilidade do método. A avaliacdo dos espermatozoides corados com
AT realizada por avaliacdo visual possui alto grau de subjetividade, o que pode ser minimizado
pela avaliagdo computacional de imagens digitais, tornando o método muito mais objetivo e
com alta repetibilidade (BELETTI; COSTA; GUARDIEIRO, 2005).

A possibilidade de transmissdo de antigeno de T. gondii através do sémen pode implicar
profundas repercussdes no comércio de sémen bovino. A inseminacdo artificial € um
procedimento importante para 0 melhoramento genético e para a producdo bovina, milhdes de

doses de sémen bovino congelado séo trocadas anualmente em todo 0 mundo, 0 que aumenta a
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possibilidade de espalhar diferentes doencas entre as populacgdes de gado (PHILPOTT, 1993).
Pensando nisso, € necessario ampliar os estudos sobre a toxoplasmose em bovinos, com o
objetivo de melhorar a compreensao da infeccao na espécie, assim como, suas implicacGes para
a saude publica.

Dessa forma, seria importante verificar como antigenos sollveis de T. gondii
eventualmente encontrados no sémen de touros infectados interferem na cromatina espermatica
e como essas possiveis alteracfes cromatinicas podem influenciar a producdo in vitro de

embrides.

2. OBJETIVO GERAL

Obijetiva-se com o presente trabalho avaliar como a contaminacgéo de Toxoplasma gondii
provoca alteracdes na cromatina dos espermatozoides bovinos, utilizando-se o método de
coloragéo de esfregagos de sémen corados com azul de toluidina e sua influéncia nos processos

de fecundacéo e desenvolvimento embrionario inicial in vitro.

2.1.  Objetivos especificos
1- Avaliar possiveis alteracdes na cromatina de espermatozoides de touro que entraram
em contato com antigenos sollveis de T. gondii;
2- Avaliar como espermatozoides que entraram em contato com antigenos soltveis de

T. gondii se comportam no processo de producéo in vitro de embrides bovinos.
3. METODOLOGIA
3.1 Obtencao das amostras de sémen
Foram utilizadas amostras congeladas de uma partida de sémen de touro Nelore
adquirida em central de processamento de sémen. Essa partida ja foi testada no laboratoério de
Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), demonstrando

excelentes resultados na producéo in vitro de embrides.

3.2 Producao do antigeno de T. gondii
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O antigeno soltvel do Toxoplasma (STAgQ) foi produzido conforme descrito em estudos
anteriores, com pequenas modificagcdes. Resumidamente, suspensdes de T. gondii, cepa RH,
obtidas de cultura de células foram ajustadas para 1 x 108 taquizoitos/mL, submetidas a ciclos
de congelamento-descongelamento e sonicacdo na presenca de inibidores de protease. A
preparacéo foi centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4°C; os sobrenadantes foram coletados e
as aliquotas foram armazenadas a -20 °C até serem usadas como STAg (SANTANA et al.,
2021).

3.3 Meios de diluicdo do sémen

A diluicdo e manutencdo dos espermatozoides foi feita com meio TALP-Sperm
(Tyrode-albumina-lactato-piruvato, acrescido de 0,2 mM piruvato sédico e 83 pg/mL
amicacina), rotineiramente utilizado em laboratérios de producdo in vitro de embrifes bovinos.
Para verificar os efeitos dos antigenos sobre o0s espermatozoides, as amostras de sémen bovino
foram descongeladas e diluidas em meio TALP-Sperm por uma hora, a 37 °C, 5% de CO2, com
trés concentracdes de antigenos de T. gondii: alta (8 pug/ml), média (4 pg/ml), baixa (2 pg/ml)

e como controle, as amostras também foram tratadas apenas com o meio (sem antigeno).

3.4 Técnica de coloracdo de Azul de Toluidina para analise da integridade da cromatina

espermatica

Foram realizados esfregacos de sémen tratados com as diferentes concentragcdes de
antigeno (8, 4, 2 pg/ml e controle), os quais foram fixados em etanol-acido acético 3:1 (v/v)
por um minuto e posteriormente em etanol 70% por trés minutos. Apos a fixacdo, os esfregacos
passaram por hidrolise acida em &cido cloridrico 4N por 25 minutos e posteriormente lavados
em &gua destilada. Apés secagem, os esfregagcos foram corados colocando-se uma gota de
solugdo de Azul de Toluidina (AT) 0,025%, em tampdo &cido citrico-fosfato (tampéo
Mcllvaine) pH 4,0. Imediatamente foi colocada uma laminula sobre a lamina e selada com
esmalte e trés minutos mais tarde, uma média de 100 imagens digitais de cada esfregaco foi
capturada utilizando um microscopio Olympus BX51 com uma camera Olympus DP70 ligada
a um microcomputador PC pelo sistema de captura DP Controller.

3.5 Analise de imagem computacional dos espermatozoides.
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As analises de imagens computadorizadas foram divididas em duas etapas: segmentacdo
das cabecas e andlise quantitativa da descompactacéo porcentual média da cromatina de cada
cabeca. Para a segmentacdo das cabecas foi utilizado um software desenvolvido em ambiente
de programacdo MATLAB e executado pelo programa Octave (HIRAIWA, 2015). E para
avaliacdo da descompactacdo porcentual média da cromatina foi utilizado um software
desenvolvido em ambiente de programagéo SCILAB (BELETTI; COSTA; GUARDIEIRO,
2005).

3.6 Producao in vitro de embrides (PIVES).

Foram realizadas 8 rotinas de producdo in vitro de embrido denominando-se os dias
como -1, zero, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 onde no dia zero realizou-se a contaminacdo dos
espermatozoides com antigenos soltveis de T. gondii (Tab. 1). As rotinas foram realizadas de
acordo com o protocolo do Laboratério de Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de
Uberlandia (LUCIO et al., 2016).

Tabela 1 - Dinamica da producdo in vitro de embrides bovinos, onde todo dia 0 ocorre a

fertilizag&o in vitro (FIV).

DIAS ATIVIDADES

-1 Aspiragao folicular pds-mortem
Sele¢do e maturagao in vitro (MIV) de ovocitos
zero Fertilizagdo in vitro (FIV) de ovécitos maturados (apds 22h de maturagdo)
1 Desnudamento (de 18 a 22h apds a fecundagdo) e inicio do cultivo in vitro dos
provaveis zigotos
2 Observacdo da taxa de clivagem (48h apds a FIV)
Embrides com = 2 células
Embrides com = 4 células
Embrides com = 8 células
Mérula

Blastocisto inicial

N o o AW

Contagem dos blastocistos (iniciais, expandidos, eclodidos)

Fonte: autoria propria.

3.6.1 Obtencao e selecédo de ovocitos
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Os ovarios foram obtidos a partir de vacas abatidas e doados pelo abatedouro comercial
da cidade de Araguari (MG) e foram transportados para o Laboratério de Biologia da
Reproducdo em uma garrafa térmica com soro fisioldgico a 37°C. Em seguida, os ovarios foram
lavados em solucéo fisiologica e mantidos em banho maria a 37°C para a aspiracao folicular.

Os foliculos antrais ovarianos foram aspirados com o auxilio de seringas de 10mL e
agulha 18G. O fluido ovariano foi transferido para tubos de 50mL, onde passaram por um
processo de sedimentacdo por aproximadamente 15 minutos. O sedimento foi depositado em
placas de poliestireno de 90 x 15 mm e foi realizado, com o auxilio de microscopio
estereoscopico, o rastreamento de complexos ovdcitos cumulo (COCs) de grau |, que sdo
aqueles que possuem ooplasma com granulagdes finas e homogéneas, preenchendo o interior
da zona pelucida e com coloracdo escura, com auséncia de vacuolos, e células do camulos
compactadas e com varias camadas, e COCs grau Il, que sdo aqueles com ooplasma
minimamente heterogéneo, com auséncia de vacuolos, e com células do cumulos compactadas
com mais de trés camadas (STOJKOVIC et al., 2001).

3.6.2 Maturacao in vitro (MIV)

Os ovacitos de grau | e 11 selecionados, foram lavados em meio TCM - 199 HEPES (0,2
mM piruvato sédico, 10 mM HEPES é&cido, 10 mM de HEPES sddico, 5 mM bicarbonato de
sodio, 83 pg/mL de amicacina, suplementado com 10% de soro fetal bovino) e uma vez em
meio de maturacdo TCM 199 com bicarbonato (0,2 mM piruvato sédico, 26 mM bicarbonato
de sodio, 83 pug/mL de amicacina, 1 pg/mL de FSH, 5 pg/mL de LH, suplementado com 10%
de soro fetal bovino). Foram transferidos de 15 a 20 ovocitos por gota de 100 puL de meio de
maturacdo, cobertas com 6leo mineral em placas de petri de poliestireno de 60 x 15 mm, e
foram mantidos por cerca de 22 horas em estufa na temperatura de 38,5°C, com 100% de

umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar.

3.6.3 Selecao espermética

Para selecionar os espermatozoides viaveis, apds uma hora de incubagdo no meio com
antigenos de T. gondii, o conteddo foi depositado sobre gradientes de Percoll preparado
previamente em um tubo Falcon de 15 mL, composto pela camada superior de Percoll 45%
(500 pL de Percoll 90% e 500 pL de meio TALP-Sperm (Tyrode-albumina-lactato-piruvato,

acrescido de 0,2 mM piruvato sédico e 83 pg/mL amicacina)) e a camada inferior de 1 mL de
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Percoll 90% (Percoll, solugdo 10x, solucdo estoque 2mM CaCl,, solucdo estoque 0,4 mM
MgClz, 0,1 mM DL-acido lactico e 20 mM bicarbonato de sodio). O gradiente contendo o
sémen foi centrifugado por 30 minutos a 2400 rpm, apresentando um sedimento viavel que foi

reservado.

3.6.4 Fertilizacéo in vitro (FIV)

Os ovocitos maturados foram lavados trés vezes em meio Fert-TALP e foram
transferidos para gotas de 100 uL do mesmo meio, cobertas com 6leo mineral em placas de
petri de poliestireno de 60 x 15 mm. As gotas foram distribuidas aleatoriamente a fim de compor
0S grupos experimentais, que é o touro do experimento contaminados com T. gondii e 0 mesmo
touro sem a contaminagdo como controle.

Do sedimento previamente separado, a partir da selecdo espermatica, foram retiradas
duas aliquotas de 5 pL para determinar a motilidade progressiva e a concentragcdo em camara
de Neubauer. A concentracdo foi ajustada para 25 mil espermatozoides viaveis/uL e foram
utilizados 8uL para fecundar cada gota, que em seguida foram incubados por 18 a 20 horas em

atmosfera de 5% de CO2, com a umidade de 100% e temperatura de 38,5°C.

3.6.5 Cultivo in vitro (CIV)

Aproximadamente 24 horas apés a fertilizacdo in vitro, os provaveis zigotos foram
desnudados mecanicamente por pipetacdes sucessivas e foram lavados por trés vezes em gotas
de 100 pL de meio SOF (acrescido de 0,2 mM piruvato sodico, 5 mg/mL BSA, 2,5% de soro
fetal bovino e 83 pug/mL de sulfato de amicacina) em seguida, foram transferidos para gotas de
100 pL do mesmo meio e cobertas com 6leo mineral em placas de poliestireno de 60 x 15 mm,
onde foram cultivados por 6 dias em estufa, com atmosfera de 5% de CO», temperatura de
38,5°C e 100% de umidade.

A taxa de clivagem foi determinada 48 horas apos a fertilizacdo in vitro através da
contagem dos zigotos que apresentavam duas ou mais células com o auxilio de microscopio
estereoscopico.

A contagem dos blastocistos foi realizada no setimo dia apds a fecundacdo. A taxa de
blastocisto foi determinada em relacdo ao nimero de embrides que iniciaram a clivagem e

chegaram a esse estagio de desenvolvimento.
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3.6.6 Andlise estatistica

Para identificar as possiveis diferencas entre as condicOes testadas, foi realizado o teste
Kolmogorov-Smirnov para verificar a distribuicdo dos dados. Posteriormente foi utilizado o
teste “One-way ANOVA” e como poés teste foi utilizado o teste exato de Fisher para
comparacdo entre os trés tratamentos. Os dados foram considerados estatisticamente

significativos quando P < 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Descompactacdo da cromatina espermatica

Foi avaliado a descompactacdo da cromatina espermatica provocada pela presenca de
antigenos sollveis de T. gondii no sémen de touros. Para esta avaliacdo foi feita a analise de
imagem computacional de esfregacos de sémen corados com azul de toluidina pH 4.0, ap6s
hidrélise &cida. A avaliagdo demonstrou que os tratamentos com dose média e alta (4 e 8 pg/ml)
apresentaram maior quantidade de alteracGes cromatinicas espermaticas em comparagdo ao
controle (*p < 0,05) (Fig.2).

Figura 2 - Efeito dos antigenos de T. Gondii na descompacta¢do da cromatina espermatica. *
p<0,05.

Descompactacio porcentual média

Fe
| * I Controle
: 2 pgiml
g pef
e 4 pstml
% o G gl
1=
0

Fonte: Autoria propria.
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4.2 Taxas de clivagem e de blastocistos na producéo in vitro de embrides (PIVE).

Foram avaliados os efeitos da dose média (4 pg/ml) de antigenos soltveis de T. gondii
na taxa de clivagem e de blastocisto na PIVE. Os resultados mostraram que 0s espermatozoides
tratados com os antigenos sollveis ndo apresentaram alteracdes significativas na taxa de
clivagem em relacdo ao controle (NS) (*p > 0,05) (Fig. 3A). Ja a taxa de blastocisto teve uma

reducdo em comparagéo ao controle (*p < 0,05) (Fig. 3B).

Figura 3 - Taxa de clivagem (A) e de blastocistos (B) de espermatozoides contaminados

com T. gondii em relacdo ao controle (sem contaminacéo).
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Fonte: Autoria prépria.

5 DISCUSSAO

A partir dos resultados do presente trabalho, pode-se observar que os antigenos sollveis
de T. gondii, quando em contato com espermatozoides ejaculados normais, podem levar a
alteracbes da cromatina espermatica (descompactacdo cromatinica), dependendo da
concentracdo destes antigenos. (Figura 2).

A utilizacdo de espermatozoides tratados com antigenos na concentracdo de 4 pg/ml
mostrou que estes espermatozoides pouco sdo prejudicados na sua capacidade fecundante, o
que foi verificado pela ndo alteracéo da taxa de clivagem, mas interfere de forma expressiva no
desenvolvimento embrionario, o que foi verificado pela diminuicdo da taxa de blastocisto

(Figura 3). A piora nos resultados da producdo in vitro de embrides pode ser devido a diversos
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problemas causados nos espermatozoides pelos antigenos sollveis de T gondii e ndo
identificados neste trabalho. Contudo, ja foi comprovado que alteragcBes cromatinicas leves
podem nado interferir na capacidade fecundante dos espermatozoides, mas quando estes
espermatozoides conseguem fecundar um ovdcito, isso pode interferir no desenvolvimento
embrionario (BELETTI, 2013; SHAMSI; IMAM; DADA, 2011). Portanto, a descompactacao
cromatinica provocada pelo tratamento com os antigenos na concentracdo de 4 pg/ml sdo
totalmente compativeis com os resultados obtidos na producéo in vitro de embrides.

A toxoplasmose € uma doenca considerada um problema de sadde global com
aproximadamente um bilhdo de pessoas infectadas, (AHMADPOUR et al., 2019). De acordo
com Saki (2020) existe uma relagéo entre a toxoplasmose e espermatozoides morfologicamente
anormais, mas isso seria por acdo direta deste parasita na espermatogénese. Este parasita gera
perdas econdmicas na pecuaria devido a diversos distdrbios reprodutivos, como morte
embrionaria precoce, aborto, natimorto e morte neonatal, principalmente em pequenos
ruminantes e geralmente atribuidas a acdo do T gondii no trato reprodutor feminino (BUXTON
et al., 2007; DUBEY; JONES, 2008). Os resultados do presente trabalho demonstraram que
essas perdas (morte embrionaria precoce, aborto, natimorto e morte neonatal) podem nao ser
somente provocadas por a¢do do T. gondii na fémea durante a gestacdo, mas também podem
ser causadas pelas alteracGes cromatinicas espermaticas provocadas pelos antigenos soltveis
deste protozoario quando entram em contato com os espermatozoides ejaculados.

A descompactacdo intensa da cromatina espermatica pode gerar graves consequéncias,
como anormalidade da cabeca do espermatozoide causando problemas em sua hidrodinamica,
e com isso, levando a uma motilidade inadequada que interfere diretamente no processo de
fertilizacdo, enquanto as alteracbes espermaticas menos graves podem conter danos ao DNA
que ndo interferem na capacidade fecundante do espermatozoide, mas impossibilitam a unido
dos pré-nacleos masculino e feminino, e consequentemente, inviabilizam a formacao do zigoto.
Além disso, pequenas alteracfes na cromatina podem interferir em etapas posteriores do
desenvolvimento embrionario, 0 que pode levar a problemas genéticos e até mesmo a morte
fetal (BELETTI, 2013). No presente trabalho, as PIVEs realizadas com espermatozoides
tratados com antigenos apresentaram falhas no desenvolvimento embrionario. Essas
consequéncias podem estar relacionadas as alteragdes leves da cromatina espermatica, que pode
ndo interferir na fecundagéo e no desenvolvimento embrionario inicial, mas podem interferir
em etapas futuras do desenvolvimento embrionario e causar a morte embrionaria (BELETTI,

2013). Portanto, fica entendivel que a integridade da cromatina do espermatozoide é de extrema
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importancia para o sucesso embrionario e para a manutencdo da boa saude da prole (ARRUDA
etal., 2015).

Enfim, fica evidente que a presenca de antigenos de T. gondii no sémen de touros
infectados pode interferir diretamente na fertilidade do touro e aumentar as perdas embrionarias

provocadas por alteragcGes cromatinicas espermaticas.

6 CONCLUSAO

Os antigenos solUveis de Toxoplasma gondii sdo capazes de promover alteracdes na
cromatina espermatica bovina, e essas alteracfes podem interferir na taxa de prenhez e perdas

embrionarias de rebanhos bovinos.

REFERENCIAS

AHMADPOUR, E. et al. Diagnosis of Toxoplasma gondii infection in pregnant women using
automated chemiluminescence and quantitative real time PCR. Asian Pacific Journal Of
Tropical Medicine, [s.l.], v. 12, n. 1, p. 26, 2019. DOI: http://dx.doi.org/10.4103/1995-
7645.250341.

ABDOLLI, A.; DALIMI, A.; MOVAHEDIN, M. Impaired reproductive function of male rats
infected with Toxoplasma gondii. Andrologia, [s.l.], v. 44, p. 679-687, 18 nov. 2011. DOI:
http://dx.doi.org/10.1111/].1439-0272.2011.01249.x.

AL-MALKI, E. S. Toxoplasmosis: stages of the protozoan life cycle and risk assessment in
humans and animals for an enhanced awareness and an improved socio-economic

status. Saudi Journal Of Biological Sciences, [s.l.], v. 28, n. 1, p. 962-969, jan. 2021. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.sjbs.2020.11.007.

ARRUDA, R. et al. Morfologia espermatica de touros: interpretacdo e impacto na fertilidade.
Revista Brasileira de Reproduc¢do Animal, [s.l.], v.39, n.1, p. 47-60, 2015. Disponivel em:
http://www.cbra.org.br/pages/publicacoes/rbra/v39n1/pag47-60%20(RB572).pdf.

BELETTI, M. E. Cromatina espermatica: quebrando paradigmas. Revista Brasileira de
Reproducéo Animal, [s.l.], v. 37, n. 2, p. 92-96, 2013. Disponivel em:
http://www.cbra.org.br/pages/publicacoes/rbra/v37n2/pag92-96%20(RB465).pdf.

BELETTI, M. E.; COSTA, L. F.; GUARDIEIRO, M. M. Morphometric features and
chromatin condensation abnormalities evaluated by toluidine blue staining in bull
spermatozoa. Brazilian Journal of Morphological Science, [s.l.], v.22, n.2, p. 85-90, 2005.

BELETTI, M. E.; MELLO, M. L. S. Comparison between the toluidine blue stain and the
Feulgen reaction for evaluation of rabbit sperm chromatin condensation and their relationship
with sperm morphology. Theriogenology, [s.l.], v. 62, n. 3-4, p. 398-402, ago. 2004. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2003.10.016.



http://dx.doi.org/10.4103/1995-7645.250341
http://dx.doi.org/10.4103/1995-7645.250341
http://dx.doi.org/10.1111/j.1439-0272.2011.01249.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.sjbs.2020.11.007
http://www.cbra.org.br/pages/publicacoes/rbra/v39n1/pag47-60%20(RB572).pdf
http://www.cbra.org.br/pages/publicacoes/rbra/v37n2/pag92-96%20(RB465).pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2003.10.016

23

BUXTON, D. et al. Toxoplasma gondii and ovine toxoplasmosis: new aspects of an old story.
Veterinary Parasitology, [s.l.], v. 149, n. 1-2, p. 25-28, out. 2007. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/].vetpar.2007.07.003.

DADA, R. Sperm DNA damage diagnostics: when and why. Translational Andrology And
Urology, [s.1], v. 6, n. 4, p. 691-694, set. 2017. DOI:
http://dx.doi.org/10.21037/tau.2017.05.26.

DUBEY, J; JONES, J. Toxoplasma gondii infection in humans and animals in the United
States. International Journal For Parasitology, [s.l.], v. 38, n. 11, p. 1257-1278, set. 2008.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpara.2008.03.007.

DUBEY, J.P. et al. Public health and economic importance of Toxoplasma gondii infections
in goats: the last decade. Research In Veterinary Science, [s.1.], v. 132, p. 292-307, out. 2020.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.06.014.

FAZEL, R. et al. PCR-based detection of Toxoplasma gondii from cattle in southern
Iran. Comparative Immunology, Microbiology And Infectious Diseases, [s.l.], v. 77, p.
101677, ago. 2021. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.cimid.2021.101677.

HIRAIWA, SH. Classificacdo das altera¢des cromatinicas de espermatozoides bovinos e
sua correlacdo com a eficiéncia na producéo in vitro de embrides. Dissertacdo (Mestrado
em Medicina Veterinaria) — Universidade Federal de Uberlandia, 2015.

LOURIDO, S. Toxoplasma gondii. Trends In Parasitology, [s.l.], v. 35, n. 11, p. 944-945,
nov. 2019. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.pt.2019.07.001.

LUCIO, A. C. et al. Selected sperm traits are simultaneously altered after scrotal heat stress
and play specific roles in in vitro fertilization and embryonic development. Theriogenology,
[s.l.], v. 86, n. 4, p. 924-933, set. 2016. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2016.03.015.

MARU, M. et al. Toxoplasma gondii infection in slaughtered domestic ruminants in
Northwest Ethiopia: occurrence, bioassay and virulence assessment. Journal Of Parasitic
Diseases, [s.l.], v. 46, n. 2, p. 429-439, 22 jan. 2022. DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s12639-
022-01466-6.

MELLO, M. L. S. Induced metachromasia in bull spermatozoa. Histochemistry, [s.l.], v. 74,
n. 3, p. 387-392, 1982. DOI: http://dx.doi.org/10.1007/bf00493438.

MILLER, D.J. Review: the epic journey of sperm through the female reproductive
tract. Animal, [s.l.], v. 12, p. 110-120, 2018. DOI:
http://dx.doi.org/10.1017/s1751731118000526.

MONTOYA, Jg; LIESENFELD, O. Toxoplasmosis. The Lancet, [s.l.], v. 363, n. 9425, p.
1965-1976, jun. 2004. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(04)16412-x.

MOURA, M. A.; AMENDOEIRA, M. R. R.; BARBOSA, H. S. Primary culture of intestinal
epithelial cells as a potential model for Toxoplasma gondii enteric cycle studies. Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz, [s.l.], v. 104, n. 6, p. 862-864, set. 2009. DOI:
http://dx.doi.org/10.1590/s0074-02762009000600007.

OMONNO, A. O.; KALINDA, C.; MUKARATIRWA, S. Toxoplasma gondii Infections in
Animals and Humans in Southern Africa: a systematic review and meta-analysis. Pathogens,
[s.I.], v. 11, n. 2, p. 183, 28 jan. 2022. DOI: http://dx.doi.org/10.3390/pathogens11020183.



http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2007.07.003
http://dx.doi.org/10.21037/tau.2017.05.26
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpara.2008.03.007
http://dx.doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.06.014
http://dx.doi.org/10.1016/j.cimid.2021.101677
http://dx.doi.org/10.1016/j.pt.2019.07.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2016.03.015
http://dx.doi.org/10.1007/s12639-022-01466-6
http://dx.doi.org/10.1007/s12639-022-01466-6
http://dx.doi.org/10.1007/bf00493438
http://dx.doi.org/10.1017/s1751731118000526
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(04)16412-x
http://dx.doi.org/10.1590/s0074-02762009000600007
http://dx.doi.org/10.3390/pathogens11020183

PHILPOTT, M. The dangers of disease transmission by artificial insemination and embryo
transfer. British Veterinary Journal, [s.l.], v. 149, n. 4, p. 339-369, jan. 1993. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/s0007-1935(05)80075-2.

ROBERT-GANGNEUX, F. It is not only the cat that did it: how to prevent and treat
congenital toxoplasmosis. Journal Of Infection, [s.l.], v. 68, p. 125-133, jan. 2014. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinf.2013.09.023.

SANTANA, S. S. et al. A peptide originated from Toxoplasma gondii microneme 8
displaying serological evidence to differentiate recent from chronic human
infection. Parasitology International, [s.l.], v. 84, p. 102394, out. 2021. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.parint.2021.102394.

SHAMSI, M. B.; IMAM, S. N.; DADA, R. Sperm DNA integrity assays: diagnostic and
prognostic challenges and implications in management of infertility. Journal Of Assisted
Reproduction And Genetics, [s.l.], v. 28, n. 11, p. 1073-1085, 9 set. 2011. DOI:
http://dx.doi.org/10.1007/s10815-011-9631-8.

SPANO, M. et al. Sperm chromatin damage impairs human fertility. Fertility And Sterility,

24

[s.l.], v. 73, n. 1, p. 43-50, jan. 2000. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0015-0282(99)00462-8.

STOJKOVIC, M. et al. Mitochondrial Distribution and Adenosine Triphosphate Content of
Bovine Oocytes Before and After In Vitro Maturation: correlation with morphological criteria
and developmental capacity after in vitro fertilization and culturel. Biology Of Reproduction,
[s.l.], v. 64, n. 3, p. 904-909, 1 mar. 2001. DOI: http://dx.doi.org/10.1095/biolreprod64.3.904.



http://dx.doi.org/10.1016/s0007-1935(05)80075-2
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinf.2013.09.023
http://dx.doi.org/10.1016/j.parint.2021.102394
http://dx.doi.org/10.1007/s10815-011-9631-8
http://dx.doi.org/10.1016/s0015-0282(99)00462-8
http://dx.doi.org/10.1095/biolreprod64.3.904

