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RESUMO

O conhecimento das vias de transmissdo e do ciclo de vida do Neospora
caninum é importante para a implementacdo de medidas de controle da doenca.
Como o DNA de N. caninum foi detectado no sémen fresco e congelado de touros,
estudos avaliaram a transmisséo venérea do N. caninum em bovinos, classificando-
a como via de transmissdo horizontal. Por esse motivo, sdo necessarias medidas de
precaucao para o uso do sémen de touros infectados com N. caninum. O presente
trabalho é dividido em dois capitulos: o primeiro capitulo aborda uma revisao
bibliografica sobre Neosporose na espécie bovina e o segundo capitulo refere-se a
conducéo dos experimentos 1 e 2 com o objetivo de desenvolver um diluente, para
criopreservagao de sémen de touro, eficiente na profilaxia da transmissao venérea
do N. caninum. O experimento 1 corresponde ao teste dos antimicrobianos -
trimetoprim isolado (TRI) e associado a sulfadiazina (SDT) e a sulfametoxazol
(SMT), claritromicina (CLA), eritromicina (ERI), azitromicina (AZl) e clindamicina
(CLI) — o qual foi realizado utilizando cultivo celular inoculado com 10* taquizoitas de
N. caninum que foi avaliado quanto a presenca de taquizoitas livre e ao efeito
citopatico na monocamada por meio de microscopio invertido. Com os resultados
obtidos a partir do teste dos principios ativos e associagdes em cultivo celular, os
antimicrobianos que se mostraram eficientes no controle dos taquizoitas in vitro
foram utilizados no preparo do diluente para o sémen. Cada meio diluidor foi
avaliado quanto a toxicidade em relagao as células espermaticas (experimento 2). O
ejaculado bovino coletado foi dividido em 8 grupos, sendo que 7 grupos receberam
um antibiético no meio diluidor para criopreservagcdo e 1 nao recebeu (grupo
controle). Foram realizadas analises de cinétina espermatica em sistema
automatizado (Computer Assisted Sperm Analysis — CASA), e reagao acrossomal e
potencial mitocondrial das amostras criopreservadas por citometria de fluxo. Os
grupos nao diferiram em relagédo ao grupo controle quanto aos parametros Amplitude
de Deslocamento Lateral de Cauda (ALH), Retilinearidade (STR) e Linearidade
(LIN). Os grupos SDT, SMT e AZl apresentaram menores valores (P<0,05) de
Velocidade de Trajeto (VAP) em relagdo ao grupo controle. A Velocidade
Progressiva (VSL) foi inferior nos grupos SMT e AZI (P<0,05) e a Frequencia de
Batimentos de Cauda (BCF) também foi inferior nos grupos CLI e AZI (P<0,05). Os
valores de Velocidade Curvilinear (VCL) dos grupos SDT, SMT e CLA apresentaram-
se menores que o grupo controle (P<0,05). Em relagcdo a Motilidade Total (MT) e
Motilidade Progressiva (MP), os grupos SMT, ERI e AZl apresentaram menores
valores (P<0,05) quando comparados com o grupo controle. Da mesma forma, os
grupos SMT e AZI apresentaram mais defeitos morfologicos. Quanto a citometria de
fluxo, os grupos SDT, SMT e AZIl apresentaram porcentagens significativamente
maiores (P<0,05) de espermatozoides com reagcado acrossomal em relagédo ao grupo
controle. E os grupos SDT, SMT e CLA apresentaram valores significativamente
menores (P<0,05) de Alto Potencial Mitocondrial (HPM) quando comparados ao
controle. Os antibidticos efetivos contra o N. caninum e que nao foram deletérios aos
espermatozoides, e por isso podem ser adicionados aos meios diluidores para
criopreservagdao de sémen de touros, foram a clindamicina, a claritromicina e o
trimetorpim isolado.

Palavras-chave: Neosporose. Bovinos. Sémen. Antibiético. Diluente.



ABSTRACT

The knowledge of the transmission pathways and life cycle of Neospora
caninum is important for an implementation of disease control measures. As N.
caninum DNA was detected in the fresh and frozen semen of bulls, preview studies
evaluated the venereal transmission of N. caninum in cattle, classifying it as a
horizontal transmission route. For this reason, preventive measures are required for
the use of N. caninum infected bulls semen. The present study is divided into two
chapters: the first chapter is about a literature review on Neosporosis in the bovine
species and the second chapter refers to the conduction of experiments 1 and 2 with
the objective of developing a diluent for cryopreservation of bull semen that is
efficient in the prophylaxis of venereal transmission of N. caninum. The experiment 1
corresponds to the antimicrobial test - trimethoprim isolated (TRI) and associated
with sulfadiazine (SDT) and sulfamethoxazole (SMT), clarithromycin (CLA),
erythromycin (ERI), azithromycin (AZl) and clindamycin (CLI) - was carried out with
cell culture inoculated with 10 tachyzoites of N. caninum which was evaluated for the
presence of tachyzoites and the cytopathic effect in the monolayer using inverted
microscope. With the results obtained from the test of the active principles and
associations in cell culture, the antimicrobials that demonstrate effictive in controlling
the tachyzoites in vitro, were used in the preparation of the diluent for semen. Each
diluent medium were evaluated for toxicity to the sperm cells (experiment 2). The
collected bovine ejaculate was divided into 8 groups, with 7 groups receiving an
antibiotic in the diluent medium for cryopreservation and one not receiving (control
group). Sperm kinetics in automated system (Computer Assisted Sperm Analysis -
CASA), acrosomal reaction and mitochondrial potential performed in flow cytometry
in cryopreserved samples. The groups did not differ in relation to the control group
regarding the amplitude of lateral head displacement (ALH), straightness (STR) and
linearity (LIN) parameters. The SDT, SMT and AZI groups presented lower values
(P<0.05) of average path velocity (VAP) in relation to the control group. The straight-
line velocity (VSL) was lower in the SMT and AZI groups (P<0.05) and the beat/cross
frequency (BCF) was also lower in the CLI and AZI groups (P<0.05). The curvilinear
velocity (LCV) values of the SDT, SMT and CLA groups were lower than the control
group (P<0.05). In relation to total motility (TM) and progressive motility (PM), the
SMT, ERI and AZI groups had lower values (P<0.05) when compared to the control
group. Similary, the SMT and AZI groups showed more morphological defects. As for
flow cytometry, the SDT, SMT and AZI groups presented significantly higher (P<0.05)
percentages of spermatozoa with reacted acrosome than the control group. And the
SDT, SMT and CLA groups presented significantly lower values (P<0.05) of high
potencial mitochondrial (HPM) when compared to the control group. The antibiotics
effective against N. caninum and that were not deleterious to spermatozoa and
therefore can be added to the diluent media for cryopreservation of bull semen were
clindamycin, clarithromycin and trimethoprim.

Key words: Neosporosis. Bovine. Semen. Antibiotic. Diluent.
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1 INTRODUGAO

A principal causa de prejuizo decorrente da neosporose esta relacionada a
falha reprodutiva nos bovinos, relatada em muitos paises (DUBEY; SCHARES,
2011; CAMPERO et al., 2015). Além dos custos diretos envolvidos com a perda
fetal, os custos indiretos incluem assisténcia profissional e gastos associados ao
diagndstico, a diminuicdo da producao de leite e custos de descarte e reposigcédo de
animais (DUBEY; SCHARES, 2006; ORTEGA-MORA et al, 2006).

O custo de cada perda fetal é variavel dependendo da idade e da genética
do animal. As perdas apés o nascimento sio dificeis de serem contabilizadas devido
a auséncia de sinais clinicos, além da falha reprodutiva observada em animais
adultos. Vacas soropositivas pertencentes a rebanhos endémicos apresentam quase
o dobro de chances de abortar quando comparadas com vacas soronegativas
(Bartels et al., 2006). Em um estudo retrospectivo envolvendo um rebanho de 2.000
vacas de leite com histérico de abortamento associado a neosporose, as vacas
soropositivas apresentam 1,6 vezes mais chances de serem descartadas mais
precocemente que as vacas soronegativas (THURMOND; HIETALA, 1996).

Vacas soropositivas produzem aproximadamente 1kg a menos de leite por
dia (THURMOND; HIETALA, 1997). De acordo com Hernandez et al. (2001), estima-
se que a neosporose causa diminuicdo de 3 a 4% na producado de leite, gerando
perdas de US$ 128 por lactagdo por vaca. Romero et al. (2005) reportaram que
vacas soronegativas produzem 84,7 litros de leite a mais em uma lactagdo quando
comparadas com animais soropositivos. Em bovinos de corte, os efeitos sobre o
descarte precoce, o peso de desmame, o ganho de peso médio diario durante o
confinamento e o desempenho reprodutivo também foram estimados (WALDNEr et
al., 1998; LARSON et al., 2004).

Varios estudos calcularam as perdas econdmicas envolvendo bovinos de
corte (LARSON et al., 2004) e de leite (BARTELS et al., 2006; CHI et al., 2002;
HASLER et al., 2006a; 2006b; REICHEL; ELLIS, 2006). Reichel et al. (2013) relatam
perdas anuais que ultrapassam 1 bilhdo de dodlares em decorréncia das falhas
reprodutivas em todo o mundo. Estima-se que, na Califérnia, a perda econdmica
seja em torno de US$ 35 milhdes por ano devido ao abortamento associado ao

Neospora caninum (BARR et al., 1994). Na Australia e Nova Zelandia, as perdas
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anuais sdo superiores a US$ 100 milhdes (REICHEL, 2000). Na Suica, as perdas
econdmicas envolvendo gado leiteiro foram estimadas em 9,7 euros por ano
(HASLER et al., 2006a; 2006b), sendo a neosporose considerada uma doenga
notificavel desde 2001 (HASLER et al., 2006b). A perda anual também foi
estabelecida no Canada, e Chi et al. (2002) estimam ser em torno de US $ 2.304. Na
Holanda, 76% dos rebanhos soropositivos sem episddios de aborto nao
apresentaram perdas econbmicas, enquanto nos 24% restantes, as perdas
econdmicas aumentaram notavelmente (BARTELS et al., 2006).
Medidas de controle da neosporose em bovinos entdo sendo implantadas
em diferentes paises (CONRATHS; ORTEGA-MORA, 2005; DIJKSTRA et al., 2005;
HADDAD et al.,, 2005; HALL et al., 2005; ORTEGA-MORA et al., 2006) em
decorréncia do impacto econémico gerado nos rebanhos pelas falhas reprodutivas.
Devido aos diferentes fatores de risco envolvendo a transmissao da neosporose € a
ocorréncia do abortamento nas vacas de leite e de corte criadas em diferentes
regides e sob diferentes condicdes de manejo, as estratégias de controle devem
levar em consideragao as caracteristicas referentes ao rebanho, sistema de manejo,
prevaléncia da doenca, via de transmissao predominante e consequéncias geradas
no desempenho reprodutivo e produtivo dos animais (DUBEY et al., 2007). Em
propriedades onde o aborto esta associado a transmissao endoégena do N. caninum,
o controle deve concentrar-se na identificagdo de animais infectados, para posterior
descarte (TREES; WILLIAMS, 2000). Como o DNA de N. caninum foi detectado no
sémen fresco e congelado de touros (ORTEGA-MORA et al., 2003; SILVA et al.,
2004; FERRE et al.,, 2005; SHARIFZADEH et al., 2012), estudos avaliaram a
transmissao venérea deste protozoario em bovinos, classificando-a como via de
transmissao horizontal (SERRANO et al., 2006; Serrano-Martinez et al., 2007). Além
disso, ndo existem até o momento estudos sobre a profilaxia da transmissao
venérea do N. caninum. Desta forma, é necessario desenvolver um trabalho com
objetivo de estabelecer uma forma de precaugéo para o uso do sémen de touros
infectados com N. caninum.
O presente estudo esta dividido em dois capitulos: capitulo | com a revisao de
literatura sobre “Neosporose na espécie bovina”, e o capitulo Il com o titulo
“Profilaxia da transmissdo de Neospora caninum pelo sémen de touros” composto

por dois experimentos (Experimento 1: Teste in vitro dos principios ativos e
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associagdes contra Neospora caninum e Experimento 2: Avaliacao da viabilidade
espermatica apos diluicido em diluente contendo os antimicrobianos eficientes no

controle do N. caninum).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um diluente, para criopreservacao de sémen de touro, eficiente

na profilaxia da transmissao venérea do Neospora caninum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a dose de diferentes principios ativos e associacdes eficazes contra
Neospora caninum em cultivo celular, visando a composicdo de diluentes
para criopreservagao do sémen bovino;

e Avaliar a viabilidade espermatica apos diluicdo e congelagdo do sémen em

meio diluidor contendo os antimicrobianos estabelecidos anteriormente.
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3 NEOSPOROSE NA ESPECIE BOVINA

(Neosporosis in cattle)

RESUMO

O Neospora caninum é o agente etiologico da neosporose e em 1989 foi identificado
como causador de perdas fetais em bovinos. Atualmente, o N. caninum é
responsavel por grande impacto no setor agropecuario devido a problemas
reprodutivos nos rebanhos, sendo a neosporose, uma das principais causas de
abortamento em bovinos. Nessa revisdo sao apresentadas as formas de
transmissao do N. caninum, incluindo a potencialidade da transmissdo venérea
assim como as medidas de prevencao que atualmente sao propostas com o objetivo
de reduzir a contaminagdo dos animais. Além disso, faz referéncias a estudos
recentes envolvendo o impacto da neosporose na bovinocultura mundial.
Palavras-chave: neosporose, transmissao venérea, profilaxia

ABSTRACT

Neospora caninum is the etiological agent of neosporosis and in 1989 it was
identified as cause of fetal losses in cattle. Currently, the N. caninum is responsible
for a great impact in the agricultural sector due to reproductive problems in the herds.
A neosporosis is one of the main causes of abortion in cattle. In this review they are
presented as ways of transmission of N. caninum, including a potential of venereal
transmission as prevention and consumption measures are recommended with the
aim to reduce the contamination of the animals. In addition, it makes references to
recent studies involving the impact of neosporosis on global cattle breeding.

Key words: neosporosis, venereal transmission, prophylaxis

3.1 INTRODUGAO

A neosporose, causada pelo protozoario Neospora caninum, foi associada
ao aborto primeiramente em 1987 em vacas de leite no México e, posteriormente,
muitos estudos confirmaram essa infeccdo como uma causa significativa de
abortamento na espécie bovina (ANDERSON et al., 1991; THORNTON et al., 1991;
NIETFELD et al.,, 1992; THORNTON et al.,, 1994; DUBEY; LINDSAY, 1996;
CAMPERO et al.,, 1998; FONDEVILA et al., 1998; GOTTSTEIN et al.,, 1998;
SCHARES et al., 1998). Reichel et al. (2013) relatam que as perdas anuais
envolvendo a neosporose nos bovinos ultrapassam 1 bilhdo de dolares em
decorréncia das falhas reprodutivas em todo o mundo. Esses custos globais foram
estimados em US$ 852,4 milhdes na América do Norte (EUA, Canada e México),
US$ 239,7 milhdes na América do Sul (Brasil, Argentina), US$ 137,5 milhdes na
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Oceania (Australia, Nova Zelandia) e US$ 68,7 milhdes na Europa (Holanda,

Espanha, Reino Unido).

3.2DESENVOLVIMENTO

3.21 Classificagao do Neospora caninum

O Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e familia Sarcocystidae
(DUBEY et al., 1988). Esse protozoario foi caracterizado primeiramente como agente
causador de doenca em caes em 1984 (BJERKAS et al., 1984) e, posteriormente,
em bezerros em 1987 (OTOOLE; JEFFREY, 1987; PARISH et al., 1987). Foi isolado
em 1988 a partir de cdes com sinais neuroldgicos, sendo entdo classificado como
um novo género e espécie (DUBEY et al., 1988). Em 1989 foi identificado como
responsavel por perdas fetais em bovinos (THILSTED; DUBEY, 1989). Atualmente, o
N.caninum é reconhecido mundialmente como causador de neosporose, principal

causa de abortamento na espécie bovina (DUBEY et al., 2007).

3.2.2 Ciclo biolégico, hospedeiros e epidemiologia

O ciclo biolégico do Neospora caninum (Figura 1) é heteroxeno e compreende
trés estagios infectantes. Dois deles, os taquizoitas e os bradizoitas, sdo estagios
intracelulares e ocorrem nos hospedeiros intermediarios e definitivos. Ja o terceiro é
caracterizado pelos oocistos, que sdo eliminados nas fezes pelos hospedeiros
definitivos (DUBEY et al., 1988; MCALLISTER et al., 1998; DUBEY, 2003). Apesar
de a neosporose ser considerada uma doenga de grande importancia para as
espécies bovina e canina, o N. caninum apresenta uma variedade de hospedeiros
(DUBEY et al., 2007; DUBEY; SCHARES, 2011). Os hospedeiros definitivos sdo os
caes domeésticos e alguns canideos selvagens, como coiotes, dingos e lobos-
cinzentos (MCALLISTER, 1998). Os bovinos e outros animais de sangue quente
atuam como hospedeiros intermediarios (Dubey e Lindsay, 1996; Huang et al.,
2004).
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Figura 1 - Ciclo biolégico do Neospora caninum e formas de transmiss&o nos bovinos. Os
hospedeiros intermediarios podem se infectar horizontalmente pela ingestdo dos oocistos
esporulados eliminados nas fezes pelos hospedeiros definitivos, ou verticalmente durante a gestacgao.
A transmissao transplacentaria pode ser exégena quando a fémea prenha ingere oocistos do
ambiente e enddégena, quando ocorre recrudescéncia dos taquizoitas que alcangam o feto.
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Fonte: Adaptado de Benavides et al., 2014.

Os bradizoitas presentes nos cistos teciduais, quando ingeridos pelos
canideos, sofrem diferenciacdo sexual na mucosa intestinal, transformando-se em
oocistos ndo esporulados que sao eliminados nas fezes (DUBEY et al., 2002). No
ambiente, a esporulagdo dos oocistos ocorre entre 24 e 72 horas, dependendo das
condigdes climaticas (LINDSAY et al., 1999; GONDIM et al., 2002). Esses oocistos
esporulados contendo esporozoitos sdo ingeridos pelos hospedeiros intermediarios
e liberados no trato intestinal, penetrando nas células e transformando-se em
taquizoitas (LINDSAY et al., 1999). Nos hospedeiros intermediarios, os taquizoitas
se multiplicam assexuadamente, e devido a resposta imunologica desses animais,
podem se diferenciar em bradizoitas formando os cistos teciduais (PETERS et al.,
2001). Esses cistos sdo encontrados no sistema nervoso central e nos musculos
(PETERS et al.,, 2001), e podem persistir por toda a vida, resultando em
manifestagbdes clinicas (DUBEY; LINDSAY, 1996). O ciclo de vida se completa
quando os cistos s&o ingeridos pelos canideos (MCALLISTER et al., 1998).



21

Existem evidéncias de que a epidemiologia da neosporose varia em relagao
ao gado de leite e ao gado de corte. Essa diferenga pode ser atribuida a forma como
esses animais sdo criados. Ja foi demonstrado que quando o rebanho é criado
intensivamente esta sujeito ao aumento da soroprevaléncia do N. caninum
(SANDERSON et al.,, 2000; OTRANTO et al., 2003). Muitos estudos tém
demonstrado a menor prevaléncia da infeccdo em bovinos de corte quando
comparada aos bovinos leiteiros (QUINTANILLA-GOZALO et al., 2000; MOORE et
al., 2002; BARTELS et al., 2006; DUBEY et al., 2007). Assim como, De Meerschman
et al. (2000) relatam que vacas de corte infectadas apresentam menor risco de

abortamento em relagdo as vacas de leite soropositivas.

3.2.3 Transmissao do Nespora caninum

O Neospora caninum pode ser transmitido para os bovinos por meio da
transmissao horizontal ou da transmissao vertical transplacentaria durante a
gestagdo (BENAVIDES et al., 2014). A transmiss&o horizontal ocorre pela ingestao
de oocistos esporulados (DUBEY et al.,, 2007). Muitos estudos epidemiologicos
encontraram uma associagao entre a soroprevaléncia e a presenga de caes no
ambiente, sugerindo que esses animais podem contribuir com a disseminagéo da
neosporose para os bovinos (PARE et al., 1998; BARTELS et al., 1999; WOUDA et
al., 1999; ABREU et al.,, 2014). A transmissao vertical transplacentaria pode ser
classificada em exdgena ou enddégena. A transmissdo exdgena ocorre quando a
fémea prenha adquire a infeccdo apdés a ingestdo de agua ou alimentos
contaminados com oocistos, e posteriormente, os parasitas infectam os tecidos do
feto. Ja a transmissao enddégena é devido a recrudescéncia dos bradizoitas pela
ruptura dos cistos teciduais nas fémeas persistentemente infectadas durante a
gestacdo, com consequente disseminagado dos taquizoitas, resultando em infecgéo
fetal (TREES; WILLIAMS, 2005; BENAVIDES et al 2014).

Em rebanhos endémicos, a maioria dos bezerros nascidos de vacas
soropositivas apresenta sorologia apdés o nascimento, sendo a taxa de
soropositividade similar entre bezerros e animais adultos. Esses bezerros infectados
pela via congénita tornam-se persistentemente infectados (WILLIAMS et al., 2000;
DUBEY et al., 2006; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006; ROSBOTTOM et al.,
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2007). Desta forma, a transmissado da neosporose pelas geragdes de bovinos parece
ser a principal forma de manutencao da infeccédo no rebanho (PARE et al., 1994;
BJORKMAN et al. 1997; ANDERSON et al., 1997; THURMOND et al.,, 1997;
SCHARES et al., 1998; WOUDA et al., 1998).

As vias lactogénica e venérea sao outras formas possiveis de transmissao da
neosporose. O DNA do N. caninum foi detectado no colostro (Moskwa et al., 2007) e
a sua transmissdo foi demostrada experimentalmente (UGGLA et al.,, 1998;
DAVISON et al., 2001). No entanto, a transmissao lactogéncia do N. caninum ainda
nao foi relatada em condigdes naturais (DIJKSTRA et al. 2001a, b).

O DNA de N. caninum também foi detectado no sémen fresco e congelado de
touros utilizando a técnica de PCR (ORTEGA-MORA et al., 2003; SILVA et al., 2004;
FERRE et al., 2005; SERRANO-MARTINEZ et al., 2007a; SHARIFZADEH et al.,
2012; DOOSTI et al.,, 2015). Serrano et al. (2006) demonstraram que novilhas
inseminadas com sémen contaminado com 107 taquizoitas do N. caninum
apresentaram soroconversao. E a taxa de prenhez do grupo inseminado com sémen
infectado foi inferior (11,1%) ao grupo controle (66,6%), indicando que a transmissao
horizontal através do sémen é possivel. Ademais, Serrano-Martinez et al. (2007b)
estudaram o potencial da transmissdo venérea utilizando sémen contaminado com
quantidades diferentes de taquizoitas do N. caninum, 0; 10?%; 5x103; 5x10* e 5x10°,
para inseminagao artificial de cinco grupos de fémeas incluindo vacas e novilhas. Os
resultados obtidos indicaram que a infeccdo intrauterina por sémen contaminado
causou respostas de anticorpos especificos contra o parasita em algumas fémeas.
Além disso, a taxa de prenhez foi menor nos grupos inseminados com sémen
contaminando com as maiores concentragcdes de neospora, indicando que o N.

caninum é uma provavel causa de morte fetal precoce em novilhas inoculadas.

3.2.4 Neosporose no Brasil

A neosporose €& uma importante causa de problemas reprodutivos,
acarretando perdas econdmicas significativas no setor agropecuario e muitos
estudos tém demonstrado que é uma doencga prevalente no Brasil. De acordo com
Favero et al. (2017), mais 30,9% das vacas de rebanhos localizados em Santa

Catarina apresentam titulos de anticorpos contra N. caninum. No entanto, essa
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soroprevaléncia € a mais alta quando comparada a outros estados do sul do pais,
bem como a outras regides do Brasil com caracteristicas geograficas diferentes. No
Parana, a prevaléncia foi de 15,1% em vacas de leite e 7,7% em bovinos de corte
(GUIMARAES et al., 2004). A doencas também é considerada prevalente (91,2%)
em vacas de leite em Minas Gerais (GUEDES et al., 2008). Para Dubey e Shares
(2011), a prevaléncia da neosporose difere entre paises, dentro de uma mesma
regiao e também entre rebanhos de corte e de leite. Isso pode ser decorrente da
forma como os animais séo criados (MOORE, 2005).

No Brasil, existem estudos relatando o isolamento do parasito a partir de
amostras de feto bovino (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; 2004), de bezerro
(GARCIA-MELO et al.,, 2009) e de bovino adulto (OLIVEIRA et al., 2017), nos
estados do Parana, Goias e Sao Paulo, respectivamente. Carvalho-Patricio et al.
(2013) detectaram DNA de N. caninum em cérebro de bovinos adultos com sinais
neurologicos pertencentes a diferentes rebanhos do Parana, demonstrando a ampla
distribuicdo do parasito. Em um trabalho recente, foi feito isolamento e
caracterizagao molecular de N. caninum a partir de rim e cérebro de um feto bovino
de 4 meses de idade (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2018).

3.2.5 Mecanismo do abortamento

Dubey et al. (2007) afirmam que vacas de qualquer idade podem abortar a
partir dos 3 meses de gestagao, sendo que a maioria ocorre entre os 5 e 7 meses. O
risco é significativamente maior quando a contaminagao da fémea ocorre durante o
segundo terco da gestacdo (LOPEZ-GATIUS et al., 2004). A infeccdo durante o
primeiro trimestre de gestacao esta geralmente associada a colonizagao da placenta
pelo N. caninum e ao desenvolvimento de lesbes inflamatérias e areas de necrose,
com subsequente morte, seguida de reabsor¢gdo embrionaria, autdlise ou
mumificagao fetal (DUBEY et al., 1992; WILLIAMS et al., 2000; MACALDOWIE et al.,
2004; ROJO-MONTEJO et al., 2009). No entanto, a infecgdo de vacas nesse estagio
de prenhez nem sempre resulta em morte fetal e essas fémeas podem gerar
bezerros aparentemente normais, mas que apresentam sorologia positiva e
evidéncias da infeccao (WILLIAMS et al., 2000; GONDIM et al., 2004;
MACALDOVWLE et al., 2004; MCCANN et al., 2007; CASPE et al., 2012).
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O fato da infeccao durante o primeiro trimestre da gestacao resultar em
morte fetal ou auséncia completa de sinais clinicos foi descrito como uma resposta
“all or nothing” (BENAVIDES et al., 2014), visto que a producdo de citocinas e a
lesdo direta do feto pela multiplicacdo dos taquizoitos podem determinar a
sobrevivéncia ou a morte fetal (INNES, 2007; ROSBOTTOM et al., 2008, 2011;
ALMERIA et al., 2010). O risco de abortamento na segunda prenhez foi considerado
menor por ThurmonD e Hietala, (1997). No entanto, de acordo com Dubey e Lindsay
(1996) na maioria dos casos, as vacas que abortam um feto em decorréncia da
neosporose terdo abortos adicionais ou fetos infectados em gestagdes
subsequentes.

A resposta imune do feto desempenha um papel importante no
desenvolvimento da infecgcdo. De acordo com Bartley et al. (2012), a resposta imune
especifica do feto contra N. caninum foi encontrada a partir do 100° dia de gestagao.
Em um estudo feito por Benavides et al. (2012), quando as vacas foram infectadas
no dia 210 da gestagado, nao houve abortamento e também nao foram observadas
lesdes nos bezerros, sugerindo um controle da infeccdo pelas respostas imunes
maternas e fetais.

ApOs a parasitemia materna desencadeada por uma infeccdo exégena ou
apos recrudescéncia de uma infeccao endogena durante a gestacdo (DUBEY et al.,
2007), o N. caninum se estabelece nas carunculas antes de atravessar a vilosidade
placentaria fetal. Para que o aborto ocorra, o feto ou a placenta devem ser
danificados (GIBNEY et al., 2008), induzindo a liberagdo de prostaglandinas
maternas que, por sua vez, causam lutedlise e aborto. O dano fetal pode ocorrer
devido a multiplicagéo de N. caninum nos tecidos do feto (GIBNEY et al., 2008) ou
ainda devido a insuficiéncia de oxigénio e a nutricdo em decorréncia das lesdes
placentarias (DUBEY et al., 2006; INNES, 2007; LOPEZ-GATIUS et al. , 2007,
GIBNEY et al., 2008; ALMERIA et al., 2010).

De acordo com Monney e Hemphill (2014), existem diferentes padrdes de
aborto associado ao Neospora caninum: epidémico e endémico. O padrao
epidémico é definido por surtos temporarios de aborto (DAVISON et al., 1999),
sendo decorrente da infeccdo primaria de fémeas nao infectadas expostas ao
mesmo tempo a uma fonte comum de contaminagc&o (MCALLISTER et al., 2000). No

padrao endémico, os abortos ocorrem de forma intermitente durante meses ou anos
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e sao decorrentes de fémeas persistentemente infectadas que transmitem o parasita
para sua progénie (HALL et al., 2005).

Uma manifestagao incomum da infecgéao fetal por N. caninum é o nascimento
a termo de bezerros com anormalidades envolvendo o sistema nervoso. Esses
sinais neurolégicos sao manifestados desde defeitos proprioceptivos até uma
paralisia completa. (DUBEY; LINDSAY, 1996). Além do aborto e da infecgao
congénita, as perdas econdmicas sdo também decorrentes do aumento no intervalo
entre partos, da reducado na producao de leite e das taxas elevadas de descarte de
animais com baixa eficiéncia reprodutiva (THURMOND; HIETALA, 1997; TREES et
al., 1999; BARTELS et al., 2006).

3.2.6 Medidas de controle da doenga

O conhecimento da epidemiologia e do ciclo de vida do Neospora caninum
€ essencial para o desenvolvimento e implementacao de estratégias de controle da
doenga. Essas medidas foram propostas por Reichel e Ellis (2006); Dubey et al.
(2007); Eiras et al. (2011) e Guido et al. (2016) e incluem: abate e substituicdo de
animais soropositivos, técnicas de manejo, inseminagao artificial de fémeas
soropositivas com sémen de touros zebuinos e transferéncia de embrido. Estudos
estao sendo direcionados para a produg¢ao de vacinas contra o parasita para uso em
animais de producdo (AGUADO-MARTINEZ et al., 2009; ROJO-MONTEJO et al.,
2011; WEBER et al., 2013; HECKEr et al., 2013) e em cdes (MCALLISTER et al.,
2016), uma vez que esses animais sao responsaveis por contribuir com a
disseminagao da doenca para os bovinos. No entanto, até o presente momento, as
vacinas nao sao eficazes.

Em rebanhos bovinos infectados por N. caninum, os programas de controle
sdo baseados na prevencado da transmissao vertical pela eliminagcdo de animais
soropositivos e diminuigao da transmissao horizontal de N. caninum, principalmente,
pelo impedimento do acesso dos hospedeiros definitivos, que sado fontes de
contaminagao pois eliminam oocistos nas fezes (DUBEY et al., 2007), as areas de
pastagens dos bovinos. As medidas de manejo como remogao de tecidos

potencialmente infectados do ambiente, tais como fetos abortados e placenta, que
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podem servir como fonte de infeccado para os hospedeiros susceptiveis séo
recomendadas (ANDERSON et al., 2000).

Apesar de nao impedir a transmissdo transplacentaria endogena de N.
caninum ao feto, o uso de sémen infectado de touros de racas de corte na
inseminacao de vacas de leite soropositivas levou a menores taxas de aborto
quando comparado ao uso de sémen de touros leiteiros infectados (LOPEZ-GATIUS
et al., 2005; ALMERIA et al., 2009). Almeria et al. (2009) relatam que as taxas de
aborto foram 32,2% e 15,2% para vacas soropositivas inseminadas com sémen de
touros de raca Holstein-Frisian e de raca de corte, respectivamente. A menor taxa de
aborto pode decorrer do efeito favoravel do cruzamento na fungdo de protecao
placentaria, devido a maior concentragdo de glicoproteinas associadas a gestacao
(PAG).

A transferéncia de embrides provenientes de doadoras soropositivas para
receptoras soronegativas tem sido sugerida como uma alternativa para prevenir a
transmissao transplacentaria endogena de N. caninum (BAILLARGEON et al., 2001;
CAMPERO et al., 2003). De acordo com Bielanski et al. (2002), os embrides de pré-
implantacédo com a zona pelucida intacta estdo protegidos da invasao de N. caninum
e podem ser transferidos, desde que sejam processados de acordo com as
recomendagdes da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS).
Recomenda-se que as receptoras sejam testadas antes da transferéncia (PAZ et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2010), uma vez que a infecgao congénita e o abortamento
podem ocorrer em receptoras soropositivas (OLIVEIRA et al., 2010).

Além disso, acredita-se que a transmissdo venérea de N. caninum pode
repercutir no comércio de sémen de touros, uma vez que a inseminacao artifical é
uma biotecnologia reprodutiva e milhées de doses de sémen sdo comercializadas
em todo o mundo (PHILPOTT, 1993). Embora a detecgédo de N. caninum no sémen
nao implique necessariamente na presenca de estagios infecciosos do parasita, os
resultados indicam a necessidade de medidas de controle e prevengao para o uso
do sémen de touros infectados.

Uma vez que as medidas de controle sejam implementadas, é essencial
monitorar o status do rebanho e evitar a reintroducédo da doenga. Medidas de
monitoramento podem incluir testar periodicamente um numero representativo de

animais, por meio de sorologia individual ou monitorar o leite em massa para a
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presenca de anticorpos especificos contra N. caninum em rebanhos leiteiros. Como
as vacas e as novilhas de reposig¢ao representam risco de reintrodugao da doenga,
esses animais devem ser adquiridos de propriedades livres de N. caninum (GUIDO
et al., 2016).

3.3CONCLUSAO

Apesar de atualmente muitos estudos serem direcionados a tentativas de
controle e prevencado da neosporose nos rebanhos, a doencga ainda € responsavel
por um grande impacto econbmico na pecuaria. Até o momento nédo existe uma
medida que seja efetiva no controle do Neospora caninum, mas acredita-se que a
associacgao entre diversas medidas possa melhorar de alguma forma a transmissao

da doenca entre os animais.
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4 PROFILAXIA DA TRANSMISSAO DO NEOSPORA CANINUM PELO
SEMEN DE TOUROS

(Prophylaxis of bull’'s semen Neospora caninum transmission)

RESUMO

O conhecimento das vias de transmissao e do ciclo de vida do Neospora caninum é
importante para a implementacao de medidas de controle da doenga. Como o DNA
de N. caninum foi detectado no sémen fresco e congelado de touros, estudos
avaliaram a transmissao venérea do N. caninum em bovinos, classificando-a como
via de transmissdo horizontal. Por esse motivo, sdo necessarias medidas de
precaucgao para o uso do sémen de touros infectados com N. caninum. O objetivo do
presente trabalho foi desenvolver um diluente, para criopreservacao de sémen de
touro, eficiente na profilaxia da transmissdo venérea do N. caninum. O teste dos
antimicrobianos (experimento 1) - trimetoprim isolado (TRI) e associado com
sulfadiazina (SDT) e sulfametoxazol (SMT), claritromicina (CLA), eritromicina (ERI),
azitromicina (AZl) e clindamicina (CLI) — foi realizado utilizando cultivo celular
inoculado com 10* taquizoitas de N. caninum sendo avaliado quanto a presencga de
taquizoitas livres e ao efeito citopatico na monocamada por meio de microscopio
invertido. Com os resultados obtidos a partir do teste dos principios ativos e
associacdes em cultivo celular, os antimicrobianos que se mostraram eficientes no
controle dos taquizoitas in vitro foram utilizados no preparo do diluente para o
sémen. Cada meio diluidor foi avaliado quanto a toxicidade em relagdo as células
espermaticas (experimento 2). O ejaculado bovino coletado foi dividido em 8 grupos,
sendo que 7 grupos receberam um antibiético no meio diluidor para criopreservagao
e 1 n&o recebeu (grupo controle). Foram realizadas analises de cinética espermatica
em sistema automatizado (Computer Assisted Sperm Analysis — CASA), e reacao
acrossomal e potencial mitocondrial das amostras criopreservadas por citometria de
fluxo. Os grupos néo diferiram em relagao ao grupo controle quanto aos parametros
Amplitude de Deslocamento Lateral de Cauda (ALH), Retilinearidade (STR) e
Linearidade (LIN). Os grupos SDT, SMT e AZIl apresentaram menores valores
(P<0,05) de Velocidade de Trajeto (VAP) em relagdo ao grupo controle. A
Velocidade Progressiva (VSL) foi inferior nos grupos SMT e AZl (P<0,05) e a
Frequencia de Batimentos de Cauda (BCF) também foi inferior nos grupos CLI e AZI
(P<0,05). Os valores de Velocidade Curvilinear (VCL) dos grupos SDT, SMT e CLA
apresentaram-se menores que o grupo controle (P<0,05). Em relagdo a Motilidade
Total (MT) e Motilidade Progressiva (MP), os grupos SMT, ERI e AZ| apresentaram
menores valores (P<0,05) quando comparados com o grupo controle. Da mesma
forma, os grupos SMT e AZl apresentaram mais defeitos morfologicos. Quanto a
citometria de fluxo, os grupos SDT, SMT e AZl apresentaram porcentagens
significativamente maiores (P<0,05) de espermatozoides com reagado acrossomal em
relacdo ao grupo controle. E os grupos SDT, SMT e CLA apresentaram valores
significativamente menores (P<0,05) de Alto Potencial Mitocondrial (HPM) quando
comparados ao controle. No entanto, os grupos CLI e CLA apresentaram valores
superiores de HPM. Os antibioticos efetivos contra o N. caninum e que nao foram
deletérios aos espermatozoides, e por isso podem ser adicionados aos meios
diluidores para criopreservacdo de sémen de touros, foram a clindamicina, a
claritromicina e o trimetorpim isolado.
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Palavras-chave: neosporose, bovinos, sémen, antibiético, diluente

ABSTRACT

The knowledge of the transmission pathways and life cycle of Neospora caninum is
important for an implementation of disease control measures. As N. caninum DNA
was detected in the fresh and frozen semen of bulls, preview studies evaluated the
venereal transmission of N. caninum in cattle, classifying it as a horizontal
transmission route. For this reason, preventive measures are required for the use of
N. caninum infected bulls semen from artificial insemination centers. The objective of
this present study was developing a diluent for cryopreservation of bull semen that is
efficient in the prophylaxis of venereal transmission of N. caninum. The antimicrobial
test (experiment 1) - trimethoprim isolated (TRI) and associated with sulfadiazine
(SDT) and sulfamethoxazole (SMT), clarithromycin (CLA), erythromycin (ERI),
azithromycin (AZl) and clindamycin (CLI) - was carried out with cell culture inoculated
with 10* tachyzoites of N. caninum which was evaluated for the presence of
tachyzoites and the cytopathic effect in the monolayer using inverted microscope.
With the results obtained from the test of the active principles and associations in cell
culture, the antimicrobials that demonstrate effictive in controlling the tachyzoites in
vitro, were used in the preparation of the diluent for semen. Each diluent medium
was evaluated for sperm cell toxicity (experiment 2). The collected bovine ejaculate
was divided into 8 groups, with 7 groups receiving an antibiotic in the diluent medium
for cryopreservation and one not receiving (control group). Sperm kinetics in
automated system (Computer Assisted Sperm Analysis - CASA), and acrosomal
reaction and mitochondrial potential performed in flow cytometry in cryopreserved
samples. The groups did not differ in relation to the control group regarding the
amplitude of lateral head displacement (ALH), straightness (STR) and linearity (LIN)
parameters. The SDT, SMT and AZI groups presented lower values (P<0.05) of
average path velocity (VAP) in relation to the control group. The straight-line velocity
(VSL) was lower in the SMT and AZI groups (P<0.05) and the beat/cross frequency
(BCF) was also lower in the CLI and AZI groups (P<0.05). The curvilinear velocity
(LCV) values of the SDT, SMT and CLA groups were lower than the control group
(P<0.05). In relation to total motility (TM) and progressive motility (PM), the SMT, ERI
and AZI groups had lower values (P<0.05) when compared to the control group.
Similary, the SMT and AZI groups showed more morphological defects. As for flow
cytometry, the SDT, SMT and AZI groups presented significantly higher (P<0.05)
percentages of spermatozoa with reacted acrosome than the control group. And the
SDT, SMT and CLA groups presented significantly lower values (P<0.05) of high
potencial mitochondrial (HPM) when compared to the control group. However, the
CLI and CLA groups presented higher values of HPM. The antibiotics effective
against N. caninum and that were not deleterious to spermatozoa and therefore can
be added to the diluent media for cryopreservation of bull semen were clindamycin,
clarithromycin and trimethoprim.

Key words: neosporosis, bovine, semen, antibiotic, diluents
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4.1 INTRODUCAO

O conhecimento das vias de transmissdo e do ciclo de vida do Neospora
caninum é importante para a implementacdo de medidas de controle da doenca que
incluem abate e substituicdo de animais soropositivos, técnicas de manejo, dentre
outras (REICHEL; ELLIS, 2006; DUBEY et al., 2007). Em rebanhos bovinos
infectados por N. caninum, os programas de controle sdo baseados na prevencéao da
transmissao vertical, pela eliminacdo de animais soropositivos, e diminuicdo da
transmissao horizontal, principalmente, pelo controle do acesso da populacdo dos
hospedeiros definitivos considerados fontes de contaminacéo pois eliminam oocistos
nas fezes (DUBEY et al., 2007) as areas de pastagens dos bovinos. As medidas de
manejo como remocao de tecidos potencialmente infectados do ambiente, tais como
fetos abortados e placenta, que podem servir como fonte de infeccdo para os
hospedeiros susceptiveis, sdo recomendadas (ANDERSON et al., 2000).

A saude reprodutiva dos machos constitui fator decisivo para programas de
inseminagao artificial. Como o DNA de N. caninum foi detectado no sémen fresco e
congelado de touros (ORTEGA-MORA et al., 2003; CAETANO-DA-SILVA et al.,
2004; FERRE et al., 2005; SHARIFZADEH et al., 2012), estudos avaliaram a
transmissdo venérea do N. caninum em bovinos, classificando-a como via de
transmissao horizontal (SERRANO et al., 2006; SERRANO-MARTINEZ et al., 2007).
Sabendo que a neosporose € uma importante causa de problemas reprodutivos,
acarretando perdas econbmicas significativas no setor agropecuario, sao
necessarias medidas de precaucgao para o uso do sémen de touros infectados com
N. caninum. E devido a inexisténcia de trabalhos envolvendo a profilaxia da
transmissao venérea do N. caninum, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um

diluente de sémen de touro eficiente para o controle da transmissao do N. caninum.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Experimento 1: Teste in vitro dos principios ativos e associagoes

eficazes contra Neospora caninum

4.2.1.1 Manutengao do cultivo celular e dos taquizoitas de Neospora caninum

Taquizoitas da cepa NC-1 de Nespora caninum, mantidos no Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria da UFPR, foram inoculados em cultivo de células
VERO (African Green Monkey kidney cells) em frascos Roux de 25 cm? e mantidos
em estufa a 37°C com 5% CO.. De duas a trés vezes na semana, a monocamada do
cultivo celular foi avaliada em microscépio invertido (Olympus — CK2) para
verificacdo do efeito citopatico, causado pela multiplicacdo dos taquizoitas, em
aumento de 200x. Para a troca de meio do cultivo celular, utilizou-se meio de
crescimento F-10 HAM (Sigma, Aldrich) com pH ajustado para 7,4 e suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina G potassica, 50 ug/mL de
sulfato de estreptomicina, e 1,25 ug/mL de anfotericina B. Quando o tapete celular
apresentava-se 50 a 80% destruido, os taquizoitas eram transferidos para um novo

frasco de cultivo.

4.2.1.2 Recuperacao dos taquizoitas, preparo dos antimicrobianos e teste em cultivo

celular

Para a recuperacao dos taquizoitas, o tapete celular dos frascos de cultivo celular
foi raspado e o conteudo transferido para tubos Falcon estéreis. E para a liberagao
dos taquizoitas intracelulares, foi feita passagem do conteudo por uma agulha 21G,
com o intuito de induzir a ruptura das células. A suspensado contendo taquizoitas,
células e meio foi centrifugada a 3000 RPM por 5 minutos, € 0 sobrenadante
removido. Os taquizoitas foram lavados duas vezes com solugao fisiologica 0,9%

estéril e novamente centrifugados.
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O numero de taquizoitas recuperados foi determinado por contagem em camara
de Neubauer® (Figura 2). O volume final da suspensao foi ajustado para 104
taquizoitas em 100ul de solugéao fisiologica 0,9%. Apds a contagem, cada frasco de
cultivo, com a monocamada de células VERO estabelecida, foi inoculado com 10*
taquizoitas totalizando 8 frascos de cultivo celular. Desses, em 7 frascos foi
adicionado seu respectivo antimicrobiano ao meio de manutengdo F-10 HAM

(Sigma, Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino, nos dias de troca.

Figura 2 - Taquizoitas de Neospora caninum (setas) na camara de Neubauer® (400x).
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FONTE: arquivo pessoal.

Os antimicrobianos foram pesados em balanga analitica (RADWAG — AS
220/C/2) e devido a baixa solubilidade em agua, foram dissolvidos em 300ul de
Dimetil Sulféxido (Dimesol®) para entdo serem diluidos em agua destilada. Como o
minimo de pesagem da balanga € 10mg, foi necessaria a realizagdo de diluigdo
seriada para obter a concentracdo final desejada do antimicrobiano na solugao.
Previamente a adicdo ao meio, o antimicrobiano diluido foi filtrado em filtro de

0,22um. Um frasco nao recebeu antimicrobiano atuando como controle. Apds a



42

inoculagdo dos taquizoitas de N. caninum, os frascos foram avaliados diariamente
por 7 dias em Microscopio invertido (Olympus — CK2) para verificagdo da presencga
de taquizoitas e do efeito citopatico na monocamada de células

Vero em aumento de 200x (Figura 3).

Figura 3 - Efeito citopatico na monocamada de células Vero e taquizoitas livres de Neospora caninum

(setas) no grupo controle (200x).

FONTE: arquivo pessoal.

Os agentes antimicrobiano testados foram duas sulfonamidas (Sulfadiazina —
Sigma, Audrich, e Sulfametoxazol — Sigma, Audrich); um inibidor da diidrofolato
redutase/ timidilato sintetase (Trimetoprim - Trimethoprim®); trés macrolideos
(Claritromicina — Sigma, Audrich, Eritromicina — Eritromicina Inpharma®,
Azitromicina — Sigma, Audrich); uma lincosamida (Clindamicina — Sigma, Audrich). O
Trimetoprim foi testado isoladamente e em associacdo com as Sulfonamidas
totalizando 7 grupos com antimicrobianos. As concentracdes utilizadas dos referidos
principios ativos foram estabelecidas por Lindsay et al. (1994) e Lindsay et al. (1996)

em cultivo celular, conforme a tabela 1.
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Tabela 1 - Grupos experimentais de antimicrobianos testados em cultivo celular de Neospora
caninum e seus respectivos principios ativos e concentragdes finais.

antci;n:Lijcprcc)JT)iiios Principios ativos Concentracéo final
Controle - -
SDT Sulfadiazina e Trimetoprim 10,0pg/mL + 1,0pug/mL
SMT Sulfametoxazol e Trimetoprim 10,0pg/mL + 1,0pg/mL
CLI Clindamicina 0,01pg/mL
ERI Eritromicina 0,10pg/mL
CLA Claritromicina 0,10pg/mL
TRI Trimetoprim 10,0pg/mL
AZI Azitromicina 1,0pg/mL

SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI:
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina.

4.2.1 Experimento 2: Avaliacao da viabilidade espermatica apdés diluicdo em

diluente contendo os antimicrobianos eficientes contra Neospora caninum

4.2.1.1 Coleta do sémen, descrigao da técnica e avaliagdo espermatica

Foi utilizado um touro da raga Nelore (Bos taurus indicus) de 96 meses de idade
pesando 900Kg, alojado em baia individual no Hospital Veterinario da Universidade
Federal do Parang, localizado em Curitiba, PR, Brasil. O touro foi mantido com dieta
a base de silagem de milho e feno de azevém, com disponibilidade de agua e sal
mineral ad libitum. O animal foi previamente avaliado quanto a normalidade dos
parametros androlégicos (CBRA, 1998).

O ejaculado foi coletado pelo método de estimulagdo manual do pénis. Para a
realizacdo desta técnica, o reprodutor foi submetido ao processo de
condicionamento, que consistiu na realizagdo de massagem perineal e estimulagao
manual do pénis duas vezes por semana com intervalos regulares, durante trés
meses consecutivos. Esses procedimentos ocorriam sempre no mesmo horario,
mesmo ambiente e foram realizados pela mesma pessoa. Ao término de cada

sessdo o touro recebeu uma recompensa (alimento) e foi solto em piquete.
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Previamente as coletas, o prepucio foi higienizado com ducha de agua morna
(36°C) mediante introdugao de um tubo flexivel no éstio prepucial e entdo, seco com
papel toalha. A coleta pelo método de estimulagdo manual nao foi feita na presenca
de vaca em estro e nao necessitou de contencdo do animal. A técnica consistiu em
massagem da regido perineal, com movimentos de cima para baixo, até que o
animal apresentou erecao com exposi¢cao da extremidade livre do pénis no Ostio
prepucial. Apds a erecao, foi exercida pressdo com os dedos na glande até que o
animal respondeu com movimentos de friccdo. No momento da propulsdo, o corpo
do pénis foi segurado e pressionado com a mao enluvada, para mimetizar a vagina
da vaca, e o copo coletor foi posicionado na extremidade livre do pénis para coleta
do ejaculado (Figura 4). Apds a coleta, a amostra foi acondicionada em banho maria
a 36°C e avaliada quanto as caracteristicas macroscopicas e microscopicas do
sémen, de acordo com CBRA (1998).

Figura 4 - Técnica de coleta de sémen por estimulagdo manual do pénis no touro (A: massagem na
regido perineal; B: pressao digital da glande; C: coleta do ejaculado no momento da propulsdo).

FNTE: Arquivo pessbal.

4.2.1.2 Preparo do diluente de sémen com os principios ativos selecionados a partir

do teste em cultivo celular

Com os resultados obtidos a partir do teste dos principios ativos e
associagdbes em cultivo celular realizado em triplicata (experimento 1), os
antimicrobianos que se mostraram eficientes no controle dos taquizoitas in vitro
foram utilizados no preparo do diluente para o sémen. Foi utilizado meio diluidor

Tris-gema composto pelas fragées A e B. Para cada 100mL de diluente preparou-se
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1,75g de acido citrico; 3,028g de Tris-Hidroximetilaminometano; 1,25g de frutose;
2% de gema de ovo e qg.s.p de agua destilada contendo os antimicrobianos testados
para atingir o volume final. A fragdo B também foi adicionado 7% de glicerol como
crioprotetor (Paufler e Mitautoren, 1974).

Cada grupo recebeu um antimicrobiano que foi pesado em balanga analitica
(RADWAG — AS 220/C/2) e devido a baixa solubilidade em agua, foi dissolvido em
300pl de Dimetil Sulfoxido (Dimesol®) para entdo ser diluido em agua destilada.
Como o minimo de pesagem da balanga era 10mg, foi necessaria a realizacdo de
diluicdo seriada para obter a concentragao final testada do antimicrobiano no
experimento anterior para o preparo do diluente. Os grupos foram dispostos de

acordo com a tabela 2.

Tabela 2 - Grupos experimentais de antimicrobianos com seus respectivos principios ativos utilizados
no preparo do diluente para criopreservagao de sémen de touro.

Grupos de

antimicrobianos Principios ativos Concentragao final
Controle - -
SDT Sulfadiazina e Trimetoprim 10,0pug/mL + 1,0ug/mL
SMT Sulfametoxazol e Trimetoprim 10,0pug/mL + 1,0ug/mL
CLI Clindamicina 0,01ug/mL
ERI Eritromicina 0,10pg/mL
CLA Claritromicina 0,10pg/mL
TRI Trimetoprim 10,0pg/mL
AZI Azitromicina 1,0pg/mL

SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI:
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina.

4.2.1.3 Processamento e congelagdo do sémen

ApOs a coleta e avaliagdo do sémen, a amostra foi fracionada em oito grupos
experimentais (mesma partida), sendo que a cada grupo foi adicionado o diluente
Tris-gema-glicerol (fracdo A e fracdo B) contendo o antimicrobiano referente ao
grupo. Ao grupo controle nao foi adicionado antimicrobiano. Apds a diluicdo do

sémen, os grupos foram novamente avaliados e entdo envasados em palhetas de
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0,25mL com concentragdo de 30x108 espermatozoides vidveis cada, devidamente
identificadas e lacradas com alcool polivinilico.

Apos o envase e fechamento, as palhetas foram submetidas ao periodo de
estabilizacdo em container de transporte (Botutainer®) a 5°C por quatro horas. Apos
esse periodo, as palhetas foram dispostas horizontalmente sobre um suporte de
aluminio a uma distancia de 5 cm do vapor de nitrogénio liquido em uma caixa de
isopor (51 x 45 x 45 cm) por 15 minutos. Em seguida, as palhetas foram imersas em
nitrogénio liquido e apdés o término do processo de congelagdo foram
acondicionadas em raques e colocadas em canisteres no botijdo criogénico, para

posterior avaliacdo espermatica.

4.2.1.4 Avaliagao espermatica apds descongelagao

Cada grupo experimental foi avaliado em ftriplicata, sendo que as palhetas
foram submetidas a analise apds descongelacdo em banho maria a 37°C por 30
segundos (CBRA, 1998). As avaliagbes pos-descongelagdo foram: morfologia
espermatica em formol salina, cinética espermatica pela analise computadorizada e
ocorréncia de reagdao acrossomal e fungdo mitocondrial das células espermaticas

pela citometria de fluxo.

4.2.1.5 Morfologia espermatica em formol salina

Para avaliacao das caracteristicas morfolégicas dos espermatozoides uma
aliquota de 20uL de sémen foi diluida em 2mL de solu¢do tamponada de formol
salina, e entdo foi estocada a temperatura de 4 a 5°C para posterior leitura. A
morfologia espermatica foi avaliada em microscopia de contraste de fase em
aumento de 1000x sob imersao através de preparagbes umidas, classificando 200
células por preparagao (BLOM, 1973). Os defeitos foram agrupados e classificados

como de acrossoma e de cauda.
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4.2.1.5.1 Analise computadorizada da cinética espermatica

Para a analise computadorizada da cinética espermatica utilizou-se o CASA
(“Computer Assisted Sperm Analysis”, “Hamilton Thorne Motility Analyser” - HTMA —
IVOS 12). Apos a descongelagéao de cada palheta, uma gota de 20uL de sémen de
cada um dos grupos experimentais foi colocada na cadmara de Makler aquecida a
38°C para as analises das variaveis espermaticas. As analises foram realizadas em
setup, ajustado para as caracteristicas seminais de bovinos e foram avaliados
aleatoriamente trés campos de cada amostra. As variaveis espermaticas avaliadas
foram: motilidade espermatica total (MT, %), motilidade espermatica progressiva
(MP, %), velocidade de trajeto (VAP, um/s), velocidade progressiva (VSL, pm/s),
velocidade curvilinear (VCL, um/s), deslocamento lateral de cabeca (ALH, um),
frequéncia de batimento da cauda (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade
(LIN, %).

4.2.1.5.2ltometria de fluxo

A avalicdo espermatica por citometria de fluxo foi realizada em equipamento
BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA) equipado com lasers
de excitacdo: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissdo 530/30nm e 695/40nm;
vermelho 640-nm, 40 mW com filtro 660/20nm; e o violeta 405-nm, 100 mW, com o
filtro 450/50nm. Para a avaliagdo da integridade das membranas plasmatica e
acrossomal e funcdo mitocondrial das células espermaticas pela citometria de fluxo,
utilizou-se a associagdo das seguintes sondas: Hoechst 33342 (H342, Sigma —
Aldrich); lodeto de Propidio (IP, Sigma — Aldrich); Aglutinina de Pisum sativum
conjugada ao Isotiocionato de Fluoresceina (FITC-PSA, Sigma - Aldrich) e
MitoStatus Red (BD Pharmigen) (FREITAS-DELL’AQUA et al., 2012; CAMARGO et
al., 2016).
Para cada 200uL de sémen de cada grupo foram adicionados 1,5uM de IP;
7,0uM de H342; 1,0ng de FITC-PSA e 20nM de Mitostatus Red. Essas amostras
foram homogeneizadas e incubadas por 15 minutos em banho maria a 37°C e entéo

submetidas a citometria de fluxo para leitura. No minimo 10.000 células
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espermaticas foram analisadas em cada grupo e os dados foram avaliados pelo
software BD FACSDiva™ software v 6.1.

ApOs a leitura, os espermatozoides foram avaliados e classificados conforme a
integridade das membranas plasmatica e acrossomal em: membranas plasmatica e
acrossomal integras (MPAI); membrana plasmatica integra e membrana acrossomal
lesada (MPIAL); membrana plasmatica lesada e membrana acrossomal integra
(MPLAI) e; membranas plasmatica e acrossomal lesadas (MPAL). Para a avaliagao
da porcentagem de espermatozoides com reagcdo acrossomal foram somados os
MPIAL e MPAL e para a avaliagdo da porcentagem de espermatozoides com
membrana plasmatica lesada foram somados MPLAI e MPAL de acordo com
Celeghini et al. (2008). Para analise do potencial mitocondrial (HPM) foram utilizados
os valores de mediana de intensidade de fluorescéncia dentro do grupo MPAI,

segundo Camargo et al., (2016).

4.2.2 Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk. As variaveis apresentaram distribuicdo anormal sendo
entdo utilizado o teste de varidncia RM ANOVA on Rankes, seguido pelo método
Dunnett’'s para comparagdo dos grupos experimentais com o grupo controle. O
programa estatistico utilizado foi o Sigma Plot ™ 12.0 (software Systat, San Jose,

CA), com nivel de significancia de 5%.

4.2.3 Comité de ética de uso animal

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal do Parana, UFPR, Curitiba-PR, em 03 de novembro de 2016,
sob protocolo n° 113/2016.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Experimento 1: Teste in vitro dos principios ativos e associagoes

eficazes contra Neospora caninum

Todos os antimicrobianos testados (claritromicina, eritromicina, azitromicina,
clindamicina e o trimetoprim isolado e em associacdo com a sulfadiazina e o
sulfametoxazol) apresentaram eficacia em relacdo ao controle dos taquizoitas
inoculados nos frascos de cultivo celular. Grupos de taquizoitas intracelulares,
ruptura do tapete celular e taquizoitas livres foram observados somente no grupo
controle no decorrer de uma semana da inoculagao, enquanto nos frascos contendo
o meio de manutengdo com os diferentes antimicrobianos testados (CLA, ERI, AZI,

CLI, TRI, SDT, SMT), essas alteragdes nao ocorreram (Figura 5).
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Figura 5 - A: Tapete celular integro e auséncia de taquizoitas livres de Neospora caninum no grupo
experimental AZI. B: Efeito citopatico, presenca de taquizoitas livres e taquizoitas intracelulares no
grupo controle com 5 dias de cultivo celular (200x).

FONTE: Arquivo pessoal.
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4.3.2 Experimento 2: Avaliacao da viabilidade espermatica apds diluicao em

diluente contendo os antimicrobianos

A média £ desvio padrdo da motilidade total, motilidade progressiva, defeitos
HPM e MP

espermatozoides estdo descritas na tabela 3. Em relagdo a MT e MP, os grupos

de acrossoma e de cauda, reacao acrossomal, lesada dos
SMT, ERI e AZI apresentaram menores valores (p<0,05) quando comparados com o
grupo controle. Da mesma forma, os grupos SMT e AZI apresentaram mais defeitos
de acrossoma e de cauda. Em relagdo a citometria de fluxo, os grupos SDT, SMT e
AZ| (p<0,05) de

espermatozoides com reagao acrossomal e com membrana plasmatica lesada em

apresentaram porcentagens significativamente maiores

relacdo ao grupo controle. E os grupos SDT, SMT e CLA apresentaram valores

significativamente menores (p<0,05) de HPM quando comparados ao controle.

Tabela 3 - Média + desvio padrdo da MT (motilidade total) (%), MP (motilidade progressiva) (%),
Defeitos de acrossoma (%), Defeitos de cauda (%), Espermatozoides com reagdo acrossomal (%),
Espermatozoides com MP lesada (%) e HPM (alto potencial mitocondrial) (%) das amostras
descongeladas de sémen dos grupos experimentais.

Grupos MT MP Defeitos Defeitos Reacgéo MP HPM

(n=3) (%) (%) de de acrossomal lesada (%)
acrossoma cauda (%) (%)
(%) (%)

Controle  65,7+2,08 46,7+1,53  3,3310,58 6+1 29,840,1 53,2+0,75  32,7+0,58
SDT 631 39,3+0,58  2,67+0,57 812 39,4+0,55* 68,4+2,05* 23,6+0,58*
SMT 28,3+1,53* 17,6+2,08* 11,7+£3,51* 19+1* 66,1+1,15* 93,4+0,93*  3,2+0,3*
CLI 61,7£1,53 39,7£1,15 6,3+0,58 412 33,240,05 58,8+0,21 33,910,4
ERI 51+1* 31,3+1,53* 410 5,3+1,53 36,3+0,15  60,2+0,55 32,8+1,15
CLA 612 37+1 1,3+1,15 4,3+0,58 37,5£0,55 64,8+0,15 24,7+0,8*
TRI 62,3+2,08 3910 3,7£1,15 71,73 36,8+-0,7 67,8£1,8  37,1%0,26
AZ| 29,7+0,58* 16,3+1,15* 8,3x1,15* 22,3%7,01* 47,6+1,45* 77,7#1,4* 30,6%+11,52

SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI:
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina; MP: Membrana plasmatica.
*Valores apresentaram diferenca significativa em relagéo ao controle (p<0,05).

Os grupos com adicao de antimicrobianos nao diferiram em relagcdo ao grupo
controle quanto aos parametros ALH, STR e LIN. Os grupos SDT, SMT e AZI
apresentaram menores valores (p<0,05) de VAP em relagé&o ao grupo controle. VSL

foi inferior nos grupos SMT e AZI (p<0,05) e BCF também foi inferior nos grupos CLI
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e AZl (p<0,05). Os valores de VCL dos grupos SDT, SMT e CLA apresentaram-se

menores que o grupo controle (p<0,05) (tabela 4).

Tabela 4 - Média *+ desvio padrdo da VAP (velocidade de trajeto) (um/s), VSL (velocidade
progressiva) (m/s), VCL (velocidade curvilinear) (um/s), ALH (amplitude de deslocamento lateral de
cauda) (um), BCF (frequencia de batimento de cauda) (hz), STR (retinearidade) (%) e LIN
(linearidade) (%) das amostras descongeladas de sémen dos grupos experimentais.

Grupos VAP VsL VCL ALH BCF STR LIN
(n=3) (um/s) (m/s) (um/s) (km) (Hz) (%) (%)
Controle ~ 49,4+0,95 44,6:0,42 67,6+0,35 3,410,31 16,8:0,23 191 192
SDT 36,7¢0,9*  353%1,05 52,7#1,05* 3,0£095 16,44#0,1  17+0,58  18+0,58
SMT 35,4+1,75* 30,64£0,55* 52,4+0,45* 3,0£0,45 16,4:0,25 17+0,58  18+2
CLI 41,3+0,3  33,6x1,4  62,240,32 29+0,06 153:0,06* 17+0,58 170
ERI 475+0,5  42,6+0,4  64,6+0,85 34+045 16,3+0,3  17+0,58 180,58
CLA 39,4+0,56  36,2+0,6  553:0,3* 32#0,2 156+0,21 180 181,53
TRI 47,1#0,8  44,6:0,26  61,3:0,6 3,4+0,06 16,8+0,1  18+0,58 191
AZI 37,9:0,85*  32,6+0,5*  57,7+1  3,2#0,12 14,5:0,5* 170 19+1

SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI:
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina.
*Valores apresentaram diferenca significativa em relagéo ao controle (p<0,05).

4.4 DISCUSSAO

No teste in vitro, os antimicrobianos claritromicina, clindamicina, azitromicina e
eritromicina mostraram-se eficientes no controle da multiplicacdo dos taquizoitas de
N. caninum. Esses principios ativos foram testados por Lindsay et al. (1994) que da
mesma forma observaram eficacia contra N. caninum. Posteriormente, Lindsay et al.
(1996) testaram o sinergismo entre sulfonamidas e DHFR/TS (inibidor da diidrofolato
redutase/ timidilato sintetase). No presente trabalho, foram avaliadas as associagoes
entre duas sulfonamidas (sulfadiazina e sulfametoxazole) e o trimetoprim, e os
resultados obtidos corroboram a eficiéncia das concentracbes testadas
anteriormente.

Um ponto imprescindivel € que os principios ativos utilizados nos diluidores de
sémen nao devem apresentar toxicidade para as células espermaticas. O efeito
adverso tem sido associado a alguns antibiéticos (Back et al., 1975), pois estes
podem afetar a funcionalidade e a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides. Até o presente momento n&o existem trabalhos testando a
interacao de clindamicina, claritromicina, azitromicina, trimetoprim isolado e em

associagao as sulfas com as células espermaticas.
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No presente estudo, o grupo ERI apresentou valores de MT e MP inferiores ao
grupo controle, porém os espermatozoides nado apresentaram mais defeitos de
acrossoma e de cauda. De acordo com Stallcup e McCartney (1953) e Back et al.
(1975), a eritromicina se mostrou deletéria para os espermatozoides de mamiferos
quando adicionada aos diluentes de sémen. Os grupos SMT e AZl apresentaram
menores valores de motilidade e maior porcentagem de defeitos de acrossoma e de
cauda. A correlagdo negativa existente entre motilidade e defeitos espermaticos
descrita por Saacke et al., 2000, justifica esses resultados. Desta forma, esses
antibidticos ndo sdo recomendados para uso nos diluidores de sémen pois segundo
Maia et al., (2009), a MT e MP tém correlagao positiva com a viabilidade espermatica
e valores inferiores podem prejudicar a fertilidade do sémen. Esses parametros
estao intimamente relacionados a capacidade de a célula espermatica atingir o sitio
de fecundagao (DORADO et al., 2011), assim, baixos valores de motilidade resultam
em baixas taxas de prenhez. Muitos antibidticos adicionados aos extensores
seminais ndo afetam a motilidade espermatica (Varner, 1991), fato observado com
os demais principios ativos testados. Com base nos achados deste estudo, os
antimicrobianos SMT, ERI e AZI devem ser evitados na formulagédo do meio diluidor
de sémen por afetarem negativamente a motilidade espermatica.

A avaliagdo da ocorréncia de reagdo acrossomal e integridade da membrana
plasmatica dos espermatozoides € feita pela associacdo de sondas fluorescentes
(JOHANNISSON et al., 2009; DORADO et al., 2013; DEL OLMO et al., 2013). A
reacdo acrossomal, caracterizada pela liberacdo das enzimas presentes no
acrossoma, € um evento importante que permite a penetragédo do espermatozoide
na zona pelucida e fusdo com a membrana plasmatica do oécito no momento da
fertilizacdo (VERSTEGEN et al., 2002). E a membrana plasmatica exerce papel
fundamental para a sobrevivéncia do espermatozoide (PARKS; GRAHAM, 1992),
pois € responsavel pela manutengcao da osmolaridade da célula espermatica. Desta
forma, é ideal que a membrana plasmatica esteja integra e o0 acrossoma,
preservado, bem como suas enzimas (BRAUNDMEIER; MILLER, 2001; KASTELIC;
THUNDATHIL, 2008). Os grupos SDT, SMT e AZl apresentaram maiores
porcentagens de espermatozoides com reagdo acrossomal e com membrana
plasmatica lesada, provavelmente, como consequéncia da alteracdo da

osmolaridade e do pH, e da presenca de espécies reativas ao oxigénio (ROS) no
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meio diluidor. Nesse caso, possivelmente ocorreria falha na fertilizagdo caso se
utilizasse sémen em meio diluidor contendo esses antimicrobianos.

No presente estudo, observou-se que os grupos SMT e AZl apresentaram
reducdo na motilidade espermatica acompanhada de maiores porcentagens de
espermatozoides com reacao acrossomal, corroborando os resultados obtidos por
Silva et al. (2006), os quais observaram uma correlagdo negativa entre reacgao
acrossomal e motilidade espermatica progressiva pés-descongelamento de sémen
caprino.

Em relagdo a fungdo mitocondrial das células espermaticas, os grupos
experimentais SDT, SMT e CLA apresentaram menores valores de HPM,
significando que as mitocéndrias dos espermatozoides desses grupos possuem
menor capacidade de produgcdo de ATP destinada a movimentagdo da cauda. De
acordo com Troiano et al. (1998), existe uma correlagao significativa entre potencial
mitocondrial e motilidade. Embora no presente trabalho ndo tenha sido realizado
comparagao entre parametros, somente o grupo SMT apresentou menores valores
de HPM, MT e MP, simultaneamente.

Os grupos SDT, SMT, AZl e CLA apresentaram redugéo nas velocidades (VAP,
VSL e VCL) quando comparados ao grupo controle. Isso pode decorrer do baixo
potencial mitocondrial apresentado pelos mesmos grupos, exceto o grupo AZI.
Amirat et al. (2004) e Celeguini et al. (2008), em seus estudos com diferentes meios
diluidores para criopreservacdo de sémen, observaram diferencas nas velocidades
dos espermatozoides possivelmente pelas diferencas na densidade dos diluidores
ou pela presengca de particulas maiores que influenciam a velocidade dos
espermatozoides o que pode justificar os dados encontrados no presente trabalho.
Em relacdo ao parametro BCF, os grupos CLI e AZI também apresentaram menores
valores enquanto os demais grupos mostraram-se semelhantes ao controle.
Segundo Hoflack et al. (2007), valores elevados para BCF e STR resultam em
movimentos espermaticos progressivos mais rapidos devido a maior forga
propulsora. No entanto, somente o grupo AZl apresentou simultaneamente valores
menores de BCF e VSL, enquanto o grupo CLI apresentou valor menor de BCF mas
com VSL semelhante a do grupo controle. Visto isso, supdem-se que a clindamicina
e a azitromicina podem ser compostos que inibem a frequéncia de batimentos de

cauda. O parametro ALH esta relacionado com a capacidade de o espermatozoide



55

penetrar na zona pelucida do oécito (VERSTEGEN et al.,, 2002). No presente
trabalho, todos os grupos mostraram-se semelhantes estatisticamente com o grupo
controle, sendo entdo, ndo possivel julgar os grupos em relagdo a esse parametro
espermatico que tem efeito sobre a fertilizacao.

Desta forma nas condi¢coes deste estudo, os antibidticos que apresentaram
melhores resultados foram a clindamicina e o trimetoprim isolado e, portanto, podem
ser adicionados ao meio diluidor de sémen bovino. Esses principios ativos nao
diferiram estatisticamente quando comparados ao grupo controle em relagdo aos
parametros de viabilidade espermatica. No entanto a claritromicina ainda se mostrou
aplicavel pois mesmo diminuindo a capacidade das mitocdndrias na producado de
ATP, o grupo que recebeu esse antimicrobiano apresentou similaridade em relagéo
a motilidade e aos defeitos de acrossoma com o grupo controle, parametros esses
importantes na fertilidade do macho.

Em decorréncia da preocupagdo com a resisténcia antimicrobiana dos
microrganismos, recomenda-se que os reprodutores bovinos sejam testados antes
de serem utilizados nos programas de inseminacgao artificial. Desta forma, aqueles
principios ativos testados, que foram eficientes no controle do N. caninum nesse
experimento, devem ser usados somente nos diluentes de sémen de reprodutores
soropositivos para o protozoario em questdo. Enquanto para os demais touros

soronegativos para N. caninum, pode-se utilizar os antibioticos convencionais.

4.5 CONCLUSOES

Conclui-se que os antibidticos efetivos contra o Neospora caninum e que nao
foram deletérios aos espermatozoides foram a clindamicina, claritromicina e
trimetoprim isolado. Portanto, esses principios ativos podem ser adicionados aos
meios diluidores para criopreservagao de sémen de touros soropositivos. Os demais
antimicrobinanos testados (trimetoprim associado a sulfadiazina e ao
sulfametoxazole, eritromicina e azitromicina) ndo sdo recomendados pois afetaram

diretamente a viabilidade espermatica, nas condi¢gdes deste experimento.
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ANEXO 2 - CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS.
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UFPR

Certificamos que o protocole mimero 11320146, referente a0 projeto “Profilaxia da neosporose no sémen de
toures” sob a responsabilidade de Romilde Rommalde Weiss — que envelve a producio, manafencio efou
utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica on ensing — encontra-se de acords com os preceitos da Lei n® 11.794, de § de Outubro, de 2008, do
Decreio o° 6.800, de 15 de julbe de 2009, e com as nommas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagio Animzl (CONCEA), e foi sprovade pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMATS
(CEUA) DO 5ETOR. DE CIENCIAS AGRARTAS DA UNIVERSIDADE FEDERATL DO PARANA - BRASIL,
com grau 2 de invasividade, em reuniio de 03/11/2016.

s S

HitHHHH UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS

COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANTMATS

CERTIFICADO
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Vizéncia do projeto Taneiro/2017 até Feversiro/ 2018
Especie/Linhagem Bovis sp (boving) / Nelore

Mimmero de animesis 1

PeapTdade 1200 kg / 7 anos

SEND Blacho

Crigem Fazends em Conselbeiro Mairinck — PR

CERTIFICATE

We certify that the protocol mmmber 11372016, regarding the project “Neosporosis's prophylam: in bull
semen”, mnder Romilde Romuoalde Weiss supervision — which inchodes the production, maintenance andfor
utilizaticn of animals from Chordata phylum, Vertebrats subphylom (except Humans) for scientific or teaching
purposes — is in accordance with the precepis of Law o 11.794, of  October, 2008, of Decree n° 6.800, of 15
Fuly, 2009, and with the edited moles from Conselhbo Macionsl de Comtrole da Experimentacio Animal
(CONCEA), and it was spproved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL
SCIEMCES CAMPUS OF THE UNIVEERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of the State of
Parana, Brazil), with degree 2 of invasziveness, in session of 03/11/2016.

Duration of the project January 2017 until Febmary 2018
Specie/Line Bovis sp (bovine) / Nelore

Number of animals 1

Wheizht'Age 1200 kg / 7 years

Sex Male

Origin Farm m Conselheirg Mainnck — PR

Curitiba, 3 de novembro de 2016.

Simone Tostes de Oliveira Stedile
Coordenadora CEUA-SCA



