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VIABILIDADE DA TRANSMISSAO SEXUAL DE Toxoplas~ma gondii (Nicolle &
_ Manceaux, 1909) PELA BIOTECNICA DA INSEMINACAO ARTIFICIAL EM
FEMEAS BOVINAS (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus) SORONEGATIVAS

RESUMO - A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita, importante em medicina
veterinaria e humana por ocasionar abortos e doencas congénitas em diversas
espécies. A viabilidade da transmissdo sexual do Toxoplasma gondii em vacas,
sorologicamente negativas para a infeccdo por T. gondii, submetidas a inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF) com sémen criopreservado e contaminado com
taquizoitos de T. gondii, por meio das técnicas (RIFI, bioprova e nested PCR).
Inicialmente, utilizou-se a bioprova (em inoculacdo camundongos) objetivando
avaliar a sobrevivéncia de taquizoitos de T. gondii em sémen, criopreservado em
DMSO (2,5%, 5,0%, 7,5%, 8,0% e 10,0%) e congelado em nitrogénio liquido (-
196°C). Foram selecionadas 10 vacas em idade reprodutiva, soronegativas: Brucella
abortus, Neospora caninum, Toxoplasma gondii. Os animais foram submetidos ao
protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) e tratados com dose Unica
de estreptomicina (25mg/Kg) contra leptospirose. Das 10 vacas, cinco foram
inseminadas com sémen convencional (Glicerol 3%) e mantidas como grupo
controle. As outras cinco foram inseminadas com sémen criopreservado com DMSO
(8%), contendo 1x10° taquizoitos de T. gondii. Nas datas experimentais 1, 3, 5, 7,
12, 14, 21, 28, 35, 42, 50, 56, 63, 70, 77 e 100 dias pos-inoculagédo (IATF), exames
clinicos, hematolégicos e sorolégicos e moleculares (nested PCR) foram realizados.
A soroconversdo ocorreu em quatro fémeas bovinas, pertencentes ao grupo que
receberam sémen infectado com taquizoitos de T. gondii (Amostra RH). Decorridos
21 dias poés-inseminacao artificial foi possivel diagnosticar em uma vaca (n° 1008),
deste mesmo grupo, reciproca crescente de titulos sorolégicos variando de 64 até
256 (28°, 35°, 42° DPIA). A partir do 49° até o 100° DPIA, os titulos foram
decrescendo de 128 a 64, caracterizando um processo de cronificacao (titulos IgG
anti-T. gondii 264). Outras trés fémeas bovinas (n° 1108, n°® 2018 e n° 3462)
apresentaram titulos soroldgicos (64) a partir do 56° até 100° DPIA, Apenas uma
fémea do grupo infectado ndo apresentou soroconversdo durante todo estudo.
Nenhum animal pertencente ao grupo controle apresentou anticorpos (IgG) contra T.
gondii ao longo de todo experimento. No 100° DPIA, sete vacas que ndo estavam
gestantes pelo exame ultrassonogréfico, de ambos os grupos foram eutanasiadas e
necropsiadas. Foram colhidos tecidos (cérebro, retina, pulméo, figado, baco,
linfonodos mesentéricos, musculatura — Longissimus dorsi, ovario e utero). Foi
possivel diagnosticar a presenca do parasito por meio do bioensaio e nested PCR. O
parasitismo tissular por T. gondii (bioensaio e nested PCR) foi diagnosticado em
retina, musculatura, cérebro e figado pertencentes as vacas n° 1008, n° 2018, n°
0813, n® 1108 e n° 3462. Em sintese, estes resultados sugerem a viabilidade da
transmisséo, via IATF Toxoplasma gondii em bovinos.

Palavra-chave: Criopresevacao, Amostra RH, Toxoplasmose, nested PCR.
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VIABILITY OF SEXUAL TRANSMISSION OF Toxoplasma gondii (Nicolle &
Manceaux, 1909) THROUGH THE ARTIFICIAL INSEMINATION
BIOTECHNOLOGY IN SERONEGATIVE BOVINE (Bos taurus taurus x Bos
taurus indicus) FEMALES

ABSTRACT - Toxoplasmosis is a cosmopolitan zoonosis, highly relevant in human
and veterinary medicine for causing abortion and congenital diseases in several
animal species. This study evaluated, using different techniques (indirect
immunofluorescence assay, bioassay and nested PCR), the viability of sexual
transmission of Toxoplasma gondii in cows, serologically negative for the T. gondii
infeccion, submitted to fixed time artificial insemination (FTAI) with cryopreserved
semen, infected with tachyzoites of T .gondii. Initially, bioassays (inoculation in mice)
were performed, seeking to analyze the survival of T. gondii tachyzoites in semen,
cryopreserved in DMSO (2.5%, 5.0%, 7.5%, 8.0% and 10.0%) and frozen in liquid
nitrogen (-196 °C). Ten cows at reproductive age were selected, all serologically
negative: Brucella abortus, Neospora caninum, Toxoplasma gondii. Animals
underwent the protocol for fixed time artificial insemination (FTAI) and were treated
with a single dose of streptomycin (25 mg/Kg) against leptospirosis. From these ten
cows, five were inseminated with conventional semen (3% Glycerol) and kept as a
control group. The five remaining animals were inseminated with semen
cryopreserved with DMSO (8%), containing 1x10° T. gondii tachyzoites. On
experimental days 1, 3, 5, 7, 12, 14, 21, 28, 35, 42, 50, 56, 63, 70, 77 and 100 after
inoculation (FTAI), clinical, hematological and serological exams and molecular tests
(nested PCR) were conducted. Seroconversion occurred in four bovine females
which belonged to the group which received semen infected with T. gondii
tachyzoites (RH strain). 21 days post artificial insemination (DPAI), it was possible to
diagnose, in one animal (number 1008) from the same group, mutual increasing of
serological titles, varying from 64 to 256 (28", 35", and 42" DPAI). Starting on the
49™ up until 100° DPAI, titles constantly decreased from 128 to 64, characterizing a
cronification process (IgG anti-T. gondii tittles = 64). Three other bovine females
(numbers 1108, 2018 and 3462) presented serological titles (64) starting on the 56™
until the 100" DPAI. Only one animal from the infected group did not presented
serological conversion throughout the study. No animals from the control group
presented antibodies (IgG) against T. gondii throughout the entire experiment. On the
100" DPAI, seven cows which were not diagnosed as pregnant on the
ultrasonography exam, belonging to both groups, were euthanized and necropsied.
Tissue samples (brain, retina, lungs, liver, spleen, mesenteric lymph nodes, muscles
— Longissimus dorsi, ovary and uterus) were collected during necropsy. It was
possible to diagnose presence of the parasite by means of bioassays and nested
PCR. Tissue parasitism by T. gondii (bioassays and nested PCR) was diagnosed on
retina, muscles, brain and livers obtained from cows 1008, 2018, 0813, 1108 and
3462. In summary, these results suggest the viability of transmission, through TFAl,
of Toxoplasma gondii in bovines.

Keywords: Cryopreservation, RH Sample, Toxoplasmosis, nested PCR.



1. INTRODUCAO

Apenas uma espécie de Toxoplasma foi descrita, denominada Toxoplasma
gondii. Membro do filo Apicomplexa, ordem Coccidea, sendo um protozoario
intracelular obrigatério que acomete diversos hospedeiros vertebrados incluindo
humanos (GARCIA et al., 2006; SHARIF et al., 2007; DUBEY, 2010).

O protozoério T. gondii é agente de uma infec¢do disseminada na populacao
adulta mundial com taxas de prevaléncia de 20 a 90%. A soroprevaléncia esta
diretamente ligada as condigbes sanitarias e indices socioeconémicos (HILL &
DUBEY, 2002; SPALDING et al., 2003).

O T. gondii tem como suas principais vias de transmisséo a transplacentaria
(taquizoitos circulantes) exacerbam com mais frequéncia no terco final de gestacéo
(DUBEY e TOWLE, 1996); transmissédo sexual (via sémen) (MOURA et al., 2005;
LOPES et al., 2009; SCARPELLI et al., 2009 e SANTANA et al., 2010); ingestao de
agua descritos em alguns trabalhos (ARMINI et al., 1998; 1999), de alimentos
contaminados com oocistos esporulados oriundos de fezes de gato e, ainda,
ingestao de cistos teciduais em carnes cruas e/ou mal cozidas (SILVA et al., 2000).

Diferentes inquéritos revelam que mais de 25% dos ovinos e dos suinos estao
infectados, sendo a carne de porco considerada a origem da transmissdo mais
comum nos Estados Unidos e sul do Brasil (HOLLAND, 2003). Outras formas de
infeccdo humana pelo T. gondii, menos frequentes, porém possiveis, podem ocorrer
por meio de acidentes laboratoriais (WONG & REMINGTON, 1993; HERWALDT,
2001), transfusdo sanguinea e transplante de é6rgédos (FIGUEROA-DAMIAN, 1998;
MUNIR et al., 2000; MONTOYA & LIESENFELD, 2004), ou ingestao de leite cru
CHIARI et al. 1984; RIEMANN et al., 1975; SACKS et al.,1982; HILL & DUBEY,
2002).

A toxoplasmose animal ocorre pelo fato dos hospedeiros definitivos e
intermediarios servirem de forma direta e indireta uma fonte de infecgcdo ao homem,
e pelos distarbios reprodutivos como abortos, mortalidade neonatal e efeitos
congénitos derivados da infeccdo por Toxoplasma gondii representarem prejuizos
significativos em animais destinados ao consumo humano de valores e animais de
companhia (BRESCIANI et al., 1999; SWADOGO et al., 2005; YU et al., 2007).
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Normalmente o T. gondii parasita seus hospedeiros sem a manifestacao de
sinais clinicos, porém é capaz de desencadear doenca severa, principalmente na
forma congénita (DUBEY, 1993).

A toxoplasmose congénita € a principal forma da doenca em humanos e
ocorre em mulheres que tenham um primo-contato com o0 agente durante a
gestacdo. O parasito infecta a placenta e, posteriormente, o feto (FRENKEL, 1990).
Como resultado, tal feto pode apresentar lesées severas (BOWERMAN, 1991).
Caso o recém-nascido seja normal, podera posteriormente apresentar alteracdes
como retardamento mental ou disturbios psicomotores (DREESEN, 1990).

Em pacientes imunocomprometidos (HIV+, oncoldgicos, transplantados ou
com imunodeficiéncias genéticas e diabetes), a toxoplasmose manifesta-se com
elevada frequéncia, resultando em uma alta morbidade e mortalidade (HO-YEN,
1992; ISRAELSKI & REMINGTON, 1993; LEWDEN et al., 2005; KHURANA et al.,
2005). Sendo considerada uma doenca oportunista (LUTF & REMINGTON, 1988)
gue provoca a reativacao dos cistos, principalmente os cerebrais, produzindo grave
encefalite (HALONEN et al., 2001; KHETSURIANI et al., 2002; MAMIDI et al., 2002).
POTASMAN et al. (1987) observaram uma frequéncia de encefalite por T. gondii
entre 6 e 10% de portadores soropositivos (HIV) nos EUA. No Brasil, a infec¢do pelo
T. gondii afeta 50% das criancas e 80% das mulheres com maturidade sexual que
apresentam anticorpos para o este coccideo (DUBEY et al., 2012).

A pesquisa com a utilizacdo de animais de producdo ou de companhia tem
por intuito maior, promover descobertas que visem resguardar a integridade fisica e
sanitaria destes. A bovinocultura mostra-se como um dos sistemas de criacdo que
muito se desenvolveu em biotécnicas aplicadas a reproducdo nos ultimos anos e
gue, consequentemente, passa a necessitar de medidas sanitarias eficientes, ndo so
no aspecto do melhoramento genético dos rebanhos. Desta forma, o estudo da
toxoplasmose na espécie bovina relacionada aos métodos e medidas sanitarias das

biotécnicas da reproducédo torna-se de suma importancia.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Toxoplasmose

Parasitos do género Toxoplasma sdo protozoarios coccidios intracelulares
obrigatérios (SHERDING, 1998), descritos pela primeira vez por Nicolle & Manceaux
(1908), que isolaram este agente no roedor Ctenodactylus gundi no norte da Africa.
Inicialmente, este parasito foi chamado de Leishmania gondii, sendo posteriormente
denominado Toxoplasma gondii (do grego toxon = arco e plasma = corpo) devido a
forma de “quarto crescente” ou “meia lua” do parasito e gondii referéncia ao roedor
onde o parasito foi isolado (BLACK e BOOTHROYS, 2000; DUBEY, 1998).

A Toxoplasmose é uma doenca de carater zoondtico e cosmopolita, tendo
importancia na medicina veterinaria e humana, por ser um agente promotor de
abortamento e de doenca congénita em diversas espécies de hospedeiros
intermediarios. Seu agente € um protozodrio denominado Toxoplasma gondii de
ciclo de vida facultativamente heter6xeno e com capacidade de infectar todas as
espécies de animais homeotérmicos (TENTER et al., 2000).

Os gatos domésticos em particular e os demais felideos constituem os
principais hospedeiros definitivos desta afec¢cdo zoondtica (HUTCHISON, 1965;
FARIA et al., 2007), enquanto outros animais de sangue quente mostram-se como
hospedeiros intermediarios (GARCIA et al., 2006; SILVA et al., 2007).

No seu ciclo evolutivo, o T. gondii desenvolve-se em trés formas principais:
taquizoitos, de rapida multiplicacdo e que ocorrem na infeccdo aguda; bradizoitos,
localizados em cistos teciduais e presentes na infeccdo crénica e oocistos, produto
final da reproducdo sexuada e que ocorre somente no trato digestério dos felideos,
seus hospedeiros definitivos. Os oocistos sdo eliminados para o meio ambiente
juntamente com as fezes dos felideos onde, apés esporulagéo, tornam-se infectante
como descrito na Figura 1 (MILLER et al., 1972).

AplOs a ingestdo de cistos teciduais pelos felideos, a parede cistica é
destruida por enzimas proteoliticas do estdbmago e do intestino delgado. Os
bradzoitos sdo liberados e penetram na parede intestinal, iniciando o
desenvolvimento de varias geracdes de T. gondii. Ocorrem cinco estagios evolutivos
enteroepiteliais, ou esquizontes distintos, tipo A, B, C, D e E (FERGUSSON, 2004;
SPEER & DUBEY, 2005; DUBEY, 2009; FERGUSON, 2009)
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A disseminacgdo ocorre pelo rompimento das células infectadas seguidas da
invasdo das células vizinhas, distribuindo-se praticamente por todo organismo via
circulacdo sanguinea. Em tais circunstancias pode ainda, difundir-se de uma célula
a outra, ou ainda, ser disseminados por macréfagos, linfocitos ou granulécitos, além
de circular na corrente sanguinea na forma livre. Somente as células nucleadas sédo
parasitadas por taquizoitos, os quais possuem uma maior afinidade pelos sistemas
musculares e nervosos, onde se multiplicam com rapidez até destrui-las (MILLER et

al., 1972; DUBEY e FRENKEL, 1972).

Ciclo de vida de Toxoplasma gondii
pedeiro deﬁ"l’t’
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Figura 1. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii: vias de transmissdo entre 0s
hospedeiros intermediarios e definitivos (MOURA, AMENDOEIRA &
BARBOSA, 2009).

Dependendo do estado imunolégico do hospedeiro, de ocorrer a retro-
conversdo de bradizoitos em taquizoitos, fazendo com que o hospedeiro volte a
manifestar a fase aguda da doenca e, consequentemente, ter disseminacdo de
cistos teciduais para novos 6rgdos (RUSSEL et al. 2002; DARDE, 2004),

As consequéncias da transmisséo transplacentaria ou congénita ira depender

da idade gestacional no momento da infecg¢do, variando desde o aborto a lesdes
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neurolégicas ou oculares no nascimento, ou ainda pode ocorrer uma infeccédo
latente, no qual os sinais clinicos irdo se manifestar meses ou anos apds o
nascimento (MONTOYA & LIESENFELD, 2004; KRAVETZ & FEDERMAN, 2005).

Quando a toxoplasmose € adquirida pela gestante no primeiro trimestre, a
incidéncia da infecgdo crénica € muito baixa (4,5%) e se eleva nos dois ultimos
trimestres 17,3% e 75%, respectivamente. O grau de severidade vai depender da
idade fetal, quando associada ao inicio da gestacdo € caracterizada por
abortamentos ou sequelas mais severas, quando a infecgdo congénita ocorre
tardiamente as sequelas sao relativamente menos severas (AMENDOEIRA &
CAMILLO-COIRO, 2010).

No entanto, foi observado que mulheres que ja apresentavam
soropositividade antes da gravidez geralmente ndo transmitem a doenca a seus
fetos. Quando a infeccdo materna ocorre no primeiro trimestre da gestacdo, a
ocorréncia de transmissdo vertical € menor que no terceiro trimestre, porém a

gravidade da doenca no neonato é maior (KASPER et al., 2002).

2.2 Toxoplasmose em Bovinos

O primeiro diagnostico de infec¢cdo natural por T. gondii em bovinos foi na
Alemanha por Houersdorf & Holtz (1952) citado por Sanger et al., (1953). A infeccao
em ruminantes ocorre pela ingestdo de oocistos presente nos alimentos e solo
contaminados (DUBEY, 1986). Em rebanhos a infecgdo pode estar consorciada a
ingestdo de grdos contaminados por oocistos deste parasito e estabulacdo de
bovinos em alocacdes contaminadas com excretas de felideos aumentando o risco
de infeccdo (MEIRELES, 2001).

Os bovinos apresentam uma relativa resisténcia a infeccdo, visto que as
ocorréncias de cistos na musculatura sdo menos frequentes e permanecem por um
menor periodo quando comparado a outras espécies (DUBEY, 1994).

O T. gondii aparentemente apresenta-se ser menos infectante para vacas em
gestacdo quando comparados aos pequenos ruminantes, porcas e cadelas
gestantes STALHEIM et al. (1980).

Isolamento parasitario e transmissdo congénita foram comprovadas pela

presenca do T. gondii em fetos de vacas gestantes. Observaram que a sorologia é
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um método eficaz para o diagnéstico e que titulos ascendentes indicam a infecgcédo
recente (AMATO NETO et al., 1995). Amostras de soro de rebanho leiteiro pela RIFI
encontraram resultados de positividade de 48,51% e 26,00% no estado do Parana,
rspectivamente (MARANA et al. 1995; OGAWA et al. 2005).

Em estudo de prevaléncia de anticorpos anti-T.gondii em bovinos utilizando a
RIFI, foi comprovada maior titulagdo foi de 4046 (49%) e os titulos mais frequentes
foram 128 (80,10%) e 256 (73,94%), cerca de 98% dos bovinos apresentaram
titulacbes menores ou iguais a 1024, o que possibilita inferir a infeccdo cronica da
doenca e presenca de cistos teciduais que podem permanecer por periodos de até
1191 dias nos bovinos (DUBEY e THULLIZ, 1993).

Estudos realizados com infeccbes experimentais por diversas vias de
inoculacao e diversos estadios (oocistos, bradizoitos, taquizoitos e cistos teciduais)
do T. gondii em bezerros descrevem como principais sintomatologias hipertermia,
distarbios respiratérios, secre¢des ocular e nasal, hiperemia de conjuntiva (COSTA
et al., 1977).

COSTA et al., (1977) em bezerros infectados com oocistos e cistos de T.
gondii administrados por via oral, demonstraram parasitemia até 62 dias apos a
infeccdo e detectados anticorpos anti-Toxoplasma por meio dos testes de corante de
Sabin-Feldman e pela RIFI.

A presenca de T. gondii em tecidos reprodutivos e amostras seminais de
bovinos infectados com oocistos e taquizoitos, pela metodologia da bioprova e PCR
(Reacao em cadeia de polimerase) sugerindo a ocorréncia da transmissao sexual de
T. gondii na espécie bovina SCARPELLI et al.,(2009).

2.3 Importancia dos Crioprotetores na manutencao de espécimes

As mudancas ciclicas de temperaturas do sistema de criopreservacdo em
ultras-baixas temperaturas, variando de -196°C até -100°C podem acarretar na
morte dos microrganismos estocados, fato que pode ser associado a movimentagéo
e transporte de amostras criopreservadas (VYSEKANTSEYV et al., 2005).

A medida que a temperatura se aproxima de 0°C, a atividade celular é

interrompida, resultando na reducdo do seu metabolismo e, consequentemente,
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elevacao da viabilidade da célula ap6s o descongelamento as fun¢des organicas sao
retomadas (BARBAS & MASCARENHAS, 2009).

Os agentes crioprotetores exercem funcdo de reducdo do estresse fisico e
quimico oriundo do congelamento e do degelo das células. Para que um crioprotetor
seja considerado ideal em suas caracteristicas fisico-quimicas, deve ser de baixo
peso molecular, alta solubilidade em agua e baixa toxicidade celular (LIMA, 2011).

MERYMAN (1971) classificou os aditivos quanto sua capacidade de
penetracdo em materiais bioldégicos, em dois grupos crioprotetores penetrantes ou
intracelulares - metanol, etilenoglicol, propilenoglicol, dimetilformaldeido,
metilacetamida, DMSO (dimetilsulfoxido) e glicerol; e crioprotetores ndo penetrantes
ou extracelulares - mono, oligopolissacarideos, manitol, sorbitol, dextrana,
metilcelulose, polietilenoglicol.

Dimetilsulfoxiddo (DMSO) — (CH3)2SO é um composto polar com peso
molecular de 78,13 g/mol que demonstra propriedades radioprotetoras aos
organismos (FERNANDES et., 2002). O grupamento S-O (sulfoxido) presente em
sua molécula € quimicamente inerte, caracterizado por sua alta eficiéncia e rapida
penetracdo celular. Os primeiros relatos da atividade crioprotetora do DMSO foram
em estudos com eritrécitos e espermatozoides e, de forma gradual, foi se inserindo
na criopreservacgio de microrganismos (MASSUMOTO, 1997; HUBALEK, 2003).

Os resultados na utilizacdo do DMSO em algumas espécies de protozoarios
se apresentam melhores em comparag¢ao a outros agentes crioprotetores, como por
exemplo, T. gondii (DUMAS, 1974), Leishmania tropica (CALLOW & FARRANT,
1973) e Babesia spp. (HENTRICH & BOSE, 1993; HUBALEK, 2003) outros

exemplos também estédo descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Registros de preservacdo do Toxoplasma gondii em varias temperaturas

com ou sem crioprotetor.

Estaqio do Temperatura de Periodo de
Espécie 910 armazenagem Crioprotetor Estocagem Autores
Parasito :
(°C) (Dias)
-20 Glicerol 75 Myata, 1973b
Toxoplasma e
gondii (RH) Taquizoitos -20 S/C 1 Myata, 1973b
-75 S/IC 30 Miyata,1973b
-70 Glicerol 711 Mackie, 1972
- | -75 DMSO 730* Kwantes et al., 1967
ogoopnzﬁma Taquizoitos
-196 DMSO 450* Resseler et al., 1965
-196 Soro 160 Smith, 1973
Toxgooprigﬁma Oocisto 20 sic 28 Frenkel & Dubey, 1973
Toxoplasma Cisto -20 S/C 200 Robl, 1965
gondi 75 DMSO 730* Kwantes et al., 1967

* Aproximadamente estimada a partir da data mostrada em semanas, meses ou anos.
S/C- Sem crioprotetor.
DMSO - Dimetilsulfoxido.

HUBALEK (2003) descrevem que as concentracdes de DMSO como
crioprotetor variam de 1 a 32%.
AGUIAR et al., (2012) destacam a escassez de estudos na area de

criopreservacdo de muitos microrganismos, aliado a expressiva importancia da

estocagem microbiologica.

2.4 Importancias dos Crioprotetores na manutencédo de Sémen

As funcBes desempenhadas pelos crioprotetores no congelamento de sémen
de diversas espécies correspondem a evitar a formacéo de cristais grandes de gelo
intracelular, reduzir o estresse osmotico através da reposicdo de agua para
manutenc¢ao do volume celular, interagir com ions e macromoléculas, reduzir o ponto
de congelamento da agua, assim como servir de tampao para ajustes de possiveis
alteracdes do potencial de hidrogénio - pH (MEDEIROS et al., 2002).

Dentre os crioprotetores alcodlicos utilizados para a criopreservacao

espermatica, destacam-se, o glicerol, o etilenoglicol e o DMSO (FICKEL et al.,
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2007); entre as amidas, citam-se a acetamida, a lactamida (KASHIWAZAKI et al.,
2006), a dimetilformamida (OLIVEIRA et al., 2006) e a dimetilacetamida
(CALDERAM et al., 2008).

VISWANATH et al. (2000) verificaram que o0s componentes basicos dos
diluentes de congelamento correspondem a substancias iGnicas e nao-idnicas que
mantém a osmolaridade e tamponam o meio; a gema de ovo e o leite atuam como
uma fonte de lipoproteina de alto peso molecular para proteger contra o choque
térmico; acucares, glicerol, 1,2-propanodiol ou dimetilsulfoxido (DMSO) como
crioprotetores; e outros aditivos como enzimas antioxidantes e antibioticos.

A utilizacdo de DMSO na tentativa de substituir o glicerol na criopreservacao
de sémen vem demonstrando bons resultados, principalmente em espécies de
peixes, 0 DMSO na concentracao de 10% e 5% demonstram resultados satisfatorios
em algumas espécies com altas taxas de motilidade péds-descongelamento
(MURGAS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; SANCHES et al. 2008).

O DMSO na concentracédo a 4% obteve resultados equivalentes ao glicerol no
congelamento de espermatozoides de galos (FONTGIBELL e FRANCESCH, 1998).
Em relacdo a espécies mamiferas, KUNDU et al. (2001) obtiveram bons resultados
na associagdo de glicerol e DMSO na espécie caprina.

Devido ao incremento da inseminacgdo artificial no Brasil é de grande
importancia a sanidade das amostras de sémen criopreservado, que se utilizam dos
mesmos crioprotetores destinados a manutencdo de amostras de organismos
patogénicos e zoonoticos, entre os quais o T. gondii. Tal fato pode viabilizar a
disseminacdo da toxoplasmose a partir de sémen colhido de reprodutores

portadores de infeccéo toxoplasmica (aguda ou crénica).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a viabilidade da transmissao sexual experimental do T. gondii em
vacas reprodutoras, sorologicamente negativas para T. gondii, submetidas a
inseminacao artificial com sémen criopreservado e contaminado experimentalmente
com taquizoitos deste coccidio e criopreservado de acordo com a biotécnicas

utilizadas na reproducéo de bovinos, fato inédito na literatura consultada.

3.2 Especificos

3.2.1 Machos:

Pesquisar a conservacdo e sobrevivéncia do T. gondii no sémen
criopreservado com DMSO por 24 horas e congelado no nitrogénio liquido (-196°C),

para aplicacdo da biotécnica da inseminacao artificial em tempo fixo.

3.2.2 Fémeas:

Monitorar clinica e laboratorialmente vacas, em idade reprodutiva, expostas a
inseminacao artificial por sémen criopreservado e contaminado experimentalmente
com T. gondii.

Avaliar por meio da Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), a resposta
imune humoral das fémeas po6s-inseminacao artificial.

Pesquisar a presenca de T. gondii em tecidos de vacas submetidas a IATF,
utilizando sémen contaminado por este protozodrio, por meio da bioprova e nested
PCR.

Inferida a ocorréncia ou ndo da transmisséo, por inseminacao artificial, de T.

gondii na espécie bovina.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cronograma das atividades realizadas

Touro (negativo sorologicamente)

Toxoplasma gondii Neospora caninum

Brucella abortus Leptospira interrogans

Colheita de Sémen (PCR convencional)

Sémen processado com
DMSO nas concentragdes
(2,5%, 5,0%, 7,5%, 8,0% e 10,0%)

Contaminados com T.gondii
(1x10° taquizoitos/dose inseminante
0,25mL/20x10° espermatozoides)
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Criopreservagao
(Refrigeracé@o e Congelacéo)

Inoculagéo intraperitoneal dos
camundongos (Quantificacéo dos
taquizoitos e avaliacéo dos titulos
sorolégicos)

Avaliacdo pds-descongelacao
(24 horas ap6és)

Concentracéo
selecionada
DMSO 8%

Cinco vacas pertencente

ao grupo infectadas com

Toxoplasma gondii
(DMSO 8%)

Cinco vacas pertencente
ao grupo controle
(Glicerol 3%)

Inseminacdo artificial em
tempo fixo IATF — dez
fémeas bovinas
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Parametros avaliados e exames realizados

Avaliagdes dos parametros clinicos (T°C, FC, FR e MR)
(D-1 a0 D77)

Exames hematoldgicos (D-1 ao D77 e D100)

Resposta humoral (Reciprocas de titulos soroldgicos
= anti-T.gondii), (D-1 ao D77 e D100)

-
—

Parasitemia (inoculacdo da camada leucocitaria em
r— camundongos, (D-1 ao D77 e D100)

Necropsia das vacas, D100/Colheita de tecidos
= (cérebro, retina, pulméao, figado, baco, linfonodos

LIS

Bioprova em camundongos

nested PCR (gene 18S) I (Sorologia — RIFI) I
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4.2 Aprovacio da Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA)

Este estudo foi realizado obedecendo todos os requisitos de bem estar e
saude animal. Para isso foi utilizado o menor nimero possivel de individuos por
grupo experimental.

Todo manejo das fémeas bovinas experimentais foram realizadas de acordo
com o projeto previamente submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais - CEUA/ FCAV/ UNESP, Campus Jaboticabal, SP (Protocolo n° 026341/13).

4.3 Amostra de T. gondii

Foi utilizada a amostra "RH” isolado tipo | (SABIN, 1941), mantida por meio de
peridédicas replicacdes intraperitoneais de taquizoitos em camundongos suicos
albinos (Mus musculus), de 20 e 25 g de peso corporeo, mantidos ao “CPPAR -
Centro de Pesquisas em Sanidade Animal’ da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias, UNESP - Campus de Jaboticabal.

4.4 Obtencao dos taquizoitos de T. gondii

Para a obtencdo dos taquizoitos e padronizacdo dos inoculo que
posteriormente foram adicionados ao sémen bovino, procedeu-se da seguinte forma:
camundongos albinos suicos, fémeas, com idade de 35 dias, receberam, por via
subcutédnea, exsudato peritoneal (contendo T. gondii) colhidos de outros
camundongos previamente inoculados com taquizoitos de T. gondii da amostra RH.
Frequentemente, alguns destes camundongos foram eutanasiados e posicionados
em decubito dorsal. Ap6s 0 acesso a cavidade abdominal, foi feito um lavado
intraperitoneal com injecao de 1,0 mL de solucéo salina fisioldgica estéril e posterior
aspiracao deste conteudo. Com o auxilio de microscopia de luz (objetiva de 40X), a
concentracdo, viabilidade e morfologia dos taquizoitos foram avaliadas para
obtencdo dos inéculos. A padronizacdo desta metodologia permitiu a obtencdo de
taquizoitos, em concentracdes variadas, presentes no exsudato intraperitoneal dos

camundongos previamente infectados por T. gondii (COSTA et al., 1977).
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4.5 Confeccéo das laminas com antigenos para RIFI

Para a realizacdo da RIFI foram utilizados, como antigeno, taquizoitos da
amostra RH de T. gondii, mantidos em solucéo salina estéril acrescida de heparina
(25 mL de heparina sédica em 50 mL de solucdo salina), obtidos de camundongos
no segundo dia pds-infeccao e inativados por formol a 0,5%, em estufa a 37°C por
30 minutos. Apds centrifugacdo (um minuto a 160 g), para sedimentar as impurezas,
0 sobrenadante recolhido foi novamente centrifugado (10 minutos a 2000 g), sendo
descartado o novo sobrenadante. O sedimento foi entdo ressuspenso em PBS e
centrifugado mais uma vez. Apdés nova ressuspensao do sedimento, o mesmo foi
avaliado (microscopia Optica, objetiva de 40X) pela quantificacdo de taquizoitos e
entdo diluido em PBS até obter-se uma média de 20 a 30 taquizoitos por campo.
Dez microlitros desta suspensdo de taquizoitos foram colocados em “pogos”
(impressos em laminas de microscopia pela técnica de “Silk Screen”). As laminas
contendo o antigeno foram mantidas a temperatura ambiente (“overnight”), cobertas
para evitar contaminagao por poeira, para secarem. Em seguida, as mesmas foram

envoltas em papel aluminio e estocadas a —20°C até a utilizacao.

PARTE I: MACHOS - (MATERIAL E METODOS)

4.6 Selecao do Bovino macho reprodutor experimental

Foi selecionado um bovino macho, mestico (Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus), sorologicamente negativo para (T.gondii, N. caninum, Brucella abortus,
leptospira interrogans, BVD (Diarréia viral bovina) e IBR (Rinotraqueite infecciosa
bovina)), clinicamente saudavel, com idade de oito anos.

Amostras de sangue de 50 bovinos, em idade reprodutiva, foram colhidas por
venopungao jugular, em tubos de vacutainer, sem anticoagulante. O material foi
centrifugado a 1000g, por 10 minutos, e os soros obtidos foram estocados a -20°C,
até o processamento. A técnica sorolégica empregada para deteccdo de anticorpos
contra T. gondii foi a RIFI - Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (CAMARGO,
1964), utilizando-se de conjugado anti-lgG especifico para bovinos (Sigma Chemical

— F7887), marcado com isotiocianato de fluoresceina, sendo considerados como
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amostras positivas 0s soros que apresentarem titulos iguais ou superiores a 64. Foi
empregada também, a RIF| para detectar a presenca de anticorpos contra Neospora
caninum (CONRAD et al. 1993; DUBEY & LINDSAY 1996; SOARES et al., 2009)
sendo os soros dos animais usados nas diluicdes de 1:200. Os bovinos com titulos
sorologicos a partir de 50, foram considerados positivos (FIGLIUOLO et al., 2004) e,
consequentemente, descartados do experimento. Para pesquisa de anticorpos
contra brucelose foi utilizada a Teécnica do Antigeno Acidificado Tamponado,
também conhecido como Teste do Rosa Bengala ou “Card Test” (ALTON et al.,
1988). Foi testado somente o antigeno Brucela abortus.

Quanto a deteccao de anticorpos anti-Leptospira spp. leptospirose, a técnica
empregada foi a Prova de Soroaglutinacdo Microscopica. Os soros foram testados
contra os sorovares wolffi, hardjo, patoc, pomona, icterohaemorrhagiae e canicola.
Para a realizacdo da técnica e interpretacdo do grau de aglutinacdo foram adotadas
as recomendacgdes do CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSES (1985).

4.6 Colheita de sémen do bovino reprodutor

Durante esta fase pré-experimental, os bovinos foram submetidos a colheita

de sémen por eletroejaculacao para obtencdo de sémen para criopreservacao.

Figura 2. (A) eletroejaculador; (B) “probe” para bovinos; (C) “kit” para colheita de
sémen; (D) Limpeza retal e massagem prostatica, preparando o touro

para a colheita de sémen.
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4.7 Deteccdo do DNA de T. gondii pela PCR

Apoés a colheita do sémen, foram retiradas aliquotas para confirmacédo da
presenca/auséncia do DNA de T. gondii (cPCR). A reacdo em cadeia pela
polimerase foi realizada utilizando-se o0s oligonucleotideos TOX4 e TOXS5,
amplificando uma regido de 529 pares de base (pb), Homan et al. (2000).

O sémen foi homogeneizado e foram utilizadas aliquotas de 200 puL para a
extracdo de DNA, o kit utilizado para extracao foi lllustra blood cells genomic Prep
Mini Spin (GE HealthCare®).

A quantificagdo do DNA foi realizada no Nanodrop utilizando como referéncia
a relacao 260/280 e 230/280, que deve estar em aproximadamente 1,8. Acima disso
pode ser uma contaminacdo com Rna. Caso fosse necessario, a extracdo seria
repetida. O gene enddgeno utilizado foi 0 gene repeticdo (aproximadamente 300
repeticdes).

As reacbes de PCR foram realizadas com volume total de 25uL contendo
tampéo de reacdo 10mM Tris HCI pH 8,0, 50mM KCI, 1,5mMMgCI2, 0,2mM de
dNTP, 10pM de cada primer, 0,5 unidade de Taq Platinum (Invitrogen) e 10ng de
DNA. A incubacdo foi realizada em termociclador Mastercycler gradiente
(Eppendorf). Perfil de ciclagem: Desnaturacéo inicial a 94°C por 7 minutos, seguida
de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por minuto, com
extensdo final a 72°C durante 10 minutos. O produto amplificado para esse ciclo é
de 529 pares de bases.

Aliguotas de 5uL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com 1L
de solucéo de azul de bromofenol e submetidas a eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,5% em tampéao tris-borato-EDTA (TBE) 1x, adicionado de3uL/50 mL de
gel Nancy 520 DNA Gel Stain - Sigma-Aldrich.A corrida foi realizada inicialmente a
80V durante 5 minutos, seguida de 100V por 60 minutos. Apés a corrida, o produto
da amplificacdo foi visualizado em sistema de fotodocumentacdo digital, Sistema

Gel-Doc it18, sob luz ultra-violeta,e fotografado.
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4.8 Inoculacao de taquizoitos de T.gondii no sémen

Apos a selecédo do touro foi realizada a colheita de sémen por meio de vagina
artificial, uma aliquota foi retirada para exame androlégico para diagnostico dos
parametros de normalidade. A seguir a amostra seminal foi submetida a etapa de
diluicdo do sémen, essa diluicdo corresponde a adicdo de TRIS, frutose, gema de
ovo, estreptomicina e o crioprotetor DMSO nas concentracdes 2,5%, 5,0%, 7,5%,
8,0%, 10,0% e sem adicdo de DMSO, em seguida foram aliqguotados o volume de
cada palheta de 0,25 mL, contendo um total de 20 x10° espermatozoides, que foram
contaminados com 1x10° taquizoitos. A curva de resfriamento foi de quatro horas,
apos esse periodo o sémen foi submetido ao processo de congelamento no vapor
de nitrogénio (-150°C) por 15 minutos e em seguida mergulhado diretamente ao
nitrogénio liquido (-196°C) por 15 segundos e acondicionados em botijdo de
nitrogénio liquido. Apos 24 horas as palhetas foram descongeladas a 35°C por 20

segundos e foi realizada a inseminacao artificial em tempo fixo.

4.9 Analise da Viabilidade e Infectividade do T. gondii nas Amostras Seminais

Criopreservadas

Para investigar a viabilidade e infectividade do T. gondii e qual a melhor
concentragdo de DMSO a ser utilizada nas amostras de sémen criopreservadas,
utilizou-se a metodologia proposta por Teale et al., (1982), modificada.

Foram utilizadas 70 palhetas de sémen, as quais foram descongeladas
(banho-maria a 35°C por 20 segundos) 24 horas apés a criopreservacdo do sémen
processado com DMSO nas concentracbes supracitadas no item 4.8. Dez
camundongos foram inoculados (via intraperitoneal), cada um, com o conteldo total
de uma palheta (0,25 mL) de sémen diluida em igual volume de PBS. O

delineamento experimental pode ser visualizado na Tabela 2.
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Tabela 2. Delineamento experimental das principais concentracbes de
dimetilsulféxido (DMSO) que foram testados para aferir a viabilidade e
infectividade do Toxoplasma gondii e do sémen,
CPPAR/FCAV/UNESP, Brasil.

Grupo Concentracao (%) Taquizoitos/Dose Camundongos
Experimental de DMSO Seminal Inoculados
| 2,5 1x10° 10
I 5,0 1x10° 10
[ 7,5 1x10° 10
\Y 8,0 1x10° 10
% 10,0 1x10° 10
VI (Controle) 50 - 10
VI - 1x10° 10

Todos os camundongos que vieram a Obito, foram submetidos a lavagem da
cavidade peritoneal. Foi possivel recuperar grande quantidade de taquizoitos de T.
gondii de todos os animais. Todos o0s lavados peritoneais obtidos foram
centrifugados (1500 g por um minuto) para sedimentacdo de células do
camundongo. A seguir, foram fixados com formol, na concentracdo final de 2%, em
estufa (37°C), por 30 minutos. Para retirar o formol, os lavados foram submetidos a
duas centrifugacfes (1500 g por 10 minutos cada), sendo o “pellet” ressuspenso em
PBS. Logo apds, foi determinada a concentracdo de taquizoitos nas suspensdes,
por meio de contagem em camara de Neubauer, para estimativa da quantidade total
de taquizoitos presentes na cavidade abdominal dos camundongos e, assim, avaliar
o grau de infeccéo.

Aléem da pesquisa de taquizoitos no exsudato peritoneal, todos o0s

camundongos tiveram amostras de sangue colhidas por pun¢éo cardiaca e 0s soros
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submetidos a RIFI, para pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG anti-
Toxoplasma gondii, sendo considerados positivos quando reagentes na diluicdo
1:16, em ambos os casos. Todos 0s soros reagentes foram submetidos a titulacéo,

com razéo dois, até a diluicdo onde ndo mais se apresentassem reagentes.

PARTE Il: FEMEAS - (MATERIAL E METODOS)

4.10 Selecdo das vacas reprodutoras experimentais para realizacdo da

Inseminacéao artificial em tempo fixo — (IATF)

Foram colhidas amostras sorologicas de 388 vacas pertencentes a diversas
propriedades do municipio de Jaboticabal (latitude 21° 15' 17" S e longitude 48° 19'
20" W), Monte Alto (latitude 21° 15' 40" S e longitude 48° 29' 47" W) e Guatapara
(latitude 21° 29' 48" S e longitude 48° 02' 16" W), no estado de S&o Paulo, das quais
foram selecionadas dez fémeas bovinas (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus)
com idade reprodutiva = quatro anos, sorologicamente negativas para Brucella
abortus, N. caninum e T. gondii.

A distribuicdo dos animais em um dos dois grupos experimentais ocorreu de
acordo com o peso corporal ao inicio do protocolo de inseminacdo artificial em
tempo fixo — (IATF).

Figura. 3. Fémeas bovinas selecionadas no setor de bovinos do
CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil.
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4.11 Brucelose

As amostras soroldgicas foram encaminhadas ao Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da UNESP/FCAV, Campus de
Jaboticabal-SP, foram submetidas a Técnica do Antigeno Acidificado Tamponado
(ATT) ou “card test”, para pesquisa de anticorpos contra Brucella abortus.

Todos os 388 soros examinados mostraram-se negativos para presenca de
anticorpos contra B. abortus.

4.12 Leptospirose

As amostras soroldgicas também encaminhadas ao Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da UNESP/FCAV campus
Jaboticabal-SP, foram examinados por microscopia de campo escuro e
soroaglutinacdo microscépica (SAM), conforme recomenda a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), para diagndstico de leptospirose humana e animal.

Devido ao elevado numero de sorovares para leptospirose e a dificuldade
em encontrar animais negativos, ao iniciar o protocolo de inseminagdo em tempo
fixo (IATF) as vacas foram submetidas ao tratamento profilatico com dose Unica
(25 mg/Kg) de estreptomicina Estreptomax® (Ourofino Saude Animal) para que
nao ocorra nenhum diagnostico diferencial em relacdo a infeccdo toxoplasmica,
caso ocorresse algum abortamento.

4.13 Diarréia Viral Bovina (BVD) e Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR)

Utilizando-se da técnica de neutralizacdo viral (Virusneutralizacdo) amostra
viral (BVDV-1 Singer/BoHV-1 Nebraska, linhagem celular: MDBK, para diagndstico
de BVD e IBR, foram identificadas diferentes titulagbes nos soros colhidos das
vacas.

Apos os exames supracitados podemos inferir que apenas 13,14% (BVD) e
7,73% (IBR) amostras soroldgicas apresentaram negatividade para a técnica de
Virusneutralizagdo apresentando titulos sorol6gicos maximos de 5120 (BVD) e 1024
(IBR).

Doencas IBR e BVD foram relevadas para o presente estudo por serem
endémicos no Brasil (KRAMPS et al., 1999; NETTLETON et al.,1995; MOREIRA et
al., 2001; SAMARA et al., 2004).
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4.14 Neosporose e Toxoplasmose

As amostras soroldgicas colhidas das 388 vacas, examinadas no Centro de
Pesquisa em Sanidade Animal — CPPAR/UNESP/FCAV, Campus de Jaboticabal-
SP, foram submetidas a técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI), com
soropositividade pré-determinada IgG positiva para N. caninum (1:200) — Kit
Imuno Teste (Imunodot®) e T. gondii (1:16 ou 1: 64), respectivamente.

Das 388 amostras de soros examinadas foram positivas 12 amostras com
presencga de anticorpos contra N. caninum e 42 amostras positivas T .gondii.

4.15 Sincronizacao de Cio e Inseminacéao artificial em tempo fixo

Antes do processo de inseminacao artificial em tempo fixo, as fémeas foram
avaliadas por ultrassonografia para determinar o status reprodutivo, levando em
consideracao a presenca ou ndo de corpos lateos e de cistos e receberam uma dose
Gnica de 20 mL/ 25 mg de estreptomicina (Estreptomax®, Ourofino, Cravinhos,
Brasil) via intramuscular, de forma profilatica contra leptospirose. Em dia aleatério do
ciclo estral (D0), as vacas receberam 2 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol®,
Ourofino, Cravinhos, Brasil), via intramuscular e um dispositivo intravaginal de
progesterona (Sincrogest®, Ourofino, Cravinhos,Brasil). No D8 os animais foram
submetidos a tratamento, pela via intramuscular e receberam: 530 ug de
Cloprostenol Sddico (Sincrocio®, Ourofino, Cravinhos, Brasil), 300 Ul de
Gonadotrofina coriénica equina (SincroeCG®, Ourofino, Cravinhos, Brasil) , 1 mg de
Cipionato de estradiol (SincroCP®, Ourofino, Cravinhos, Brasil) e o dispositivo
intravaginal foi removido. A IATF foi realizada 48 horas apdés a retirada do

dispositivo.
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Figura 4. Protocolo de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF).

4.16 Inseminac&o Artificial em Tempo Fixo com sémen contaminado por

Toxoplasma gondii

ApoOs o periodo de adaptacédo de 30 dias e sincronizacao de cio, as 10 vacas
selecionadas foram identificadas e inseminadas artificialmente em tempo fixo (IATF).
O delineamento experimental foi composto por dois grupos (Controle x Toxoplasma),
com cinco repeticbes cada, sendo um grupo inseminado com amostra seminal
crioprotegido com glicerol 3%, livres de T. gondii (controle). No segundo, vacas
soronegativas foram inseminadas com sémen contaminado artificialmente com T.

gondii e criopreservado com DMSO 8%.
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Figura 5. Fémea bovina N°1807, sendo inseminada no ultimo dia do protocolo de
IATF. CPPAR/FCAV/UNESP, Brasil.

4.17 Exames clinicos e laboratoriais das FEmeas

4.17.1 Parametros clinicos

Durante o periodo experimental (pés-inoculacdo), as fémeas foram
submetidas a exames clinicos (afericdo das frequéncias cardiaca e respiratéria e da
temperatura retal), em todas as datas experimentais em conjunto, com as colheitas
de sangue para avaliacdo da resposta imune humoral (1, 3, 5, 7, 12, 14). A partir
desta data, tais exames foram realizados com intervalo de sete dias até o 77° DPI.

4.17.2 Resposta imune humoral das fémeas

Nos soros de todas as vacas, obtidos nos dias -7, -1, zero (antes da
inseminacado artificial) 1, 3, 5, 7, 12, 14 e, semanalmente, até a estabilizacédo
(cronificacdo) dos titulos sorolégicos, pesquisado a presencas de anticorpos
especificos contra T. gondii pela RIFI (CAMARGO, 1964).
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4.17.3 Determinacao da parasitemia nas vacas

Nas amostras de sangue colhidas na mesma periodicidade do item anterior,
foram determinados os surtos parasitémicos por meio da inoculacdo de camadas
leucocitarias em camundongos. Para tal, amostras de sangue (10 mL) das vacas
foram colhidas em tubo esterilizado contendo EDTA, nas mesmas datas dos exames
clinicos.

Apoés centrifugacdo (1500 g por 10 minutos), a camada leucocitaria foi
cuidadosamente aspirada com auxilio de pipeta e inoculada, intraperitonealmente,
em grupos de cinco camundongos. Esses camundongos foram observados por 15
minutos apds as inoculacdes para avaliar possiveis efeitos adversos a inoculacao.
Em seguida, avaliacdes diarias foram efetuadas até 42 dias pds-inoculacdo, para
verificacdo de manifestac6es decorrentes de infeccado toxoplasmica.

Nos camundongos que apresentaram aumento de volume abdominal ou que
morreram até o 10° DPI, foi pesquisada a presenca de taquizoitos de T. gondii por
meio da microscopia do exsudato peritoneal e “imprint” de pulm&o dos mesmos (Os
sobreviventes entdo foram examinados quanto a presenca de anticorpos para T.
gondii pela RIFI). Naqueles que vieram a Obito, a partir do 11° até o 42° DPI, foi
realizada a pesquisa de cistos (bradizoitos) de T. gondii (CAMARGO, 1964).

4.17.4 Necropsias das fémeas bovinas

ApoOs a estabilizacao (cronificacdo) dos titulos sorolégicos da resposta imune
humoral das fémeas infectadas com sémen contendo taquizoitos de T.gondii, foi
obtida a confirmacéo da infeccéo por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI). Em média, essa cronificagdo em bovinos ocorre entre o 70° e 77° dia
segundo SCARPELLI et al. (2009). As vacas que nao apresentaram prenhez e
cronificacdo do titulo sorolégico pertencentes ao grupo Il infectados com T.gondii
foram eutanasiadas no 100° DPIA, de acordo com o “Guidelines on Euthanasia of
American Veterinary Medical Association AVMA - (2013). Cada animal, recebeu
como medicacdo pré-anestésica, pela via intramuscular, cloridrato de xilazina 2g na
dose de 0,3mg/kg (1,5mL/100kg). Uma vez sedados (x 15 minutos), foi
administrada, pela via endovenosa, o tiopental sédico 1g (dissolvido em 20mL de
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solucao fisiologica estéril, o que corresponde a 20mL de solucdo a 5%), na dose de
5mg/kg (1g/200kg). Somente apds ser constatada a inconsciéncia total do animal
(auséncia dos reflexos palpebrais e mastigatorios), foi realizada a sangria, onde,
inicialmente, com uma faca apropriada foi feita a abertura sagital da barbela, em
seguida, o operador realizou a sec¢ao dos grandes vasos do pescoco. Pela abertura
inicial, a faca foi introduzida em dire¢éo ao peito do animal, seccionando-se a aorta e
veia cava ou, em algumas vezes, juncdo das artérias carotidas, de modo que, a
morte do animal ocorreu por hipovolemia.

As carcacas das vacas eutanasiadas foram destinadas e descartadas por
meio de compostagem, a cargo da FCAV/UNESP-Jaboticabal, de acordo com as
recomendacdes descritas no ENVIRONAMENTAL GUIDANCE DOCUMENT OF
DISPOSAL OF ANIMAL CARCASSES (2010).

4.17.5 Bioensaio em camundongos

Para realizacdo do bioensaio foi feito um “pool” de tecidos de predilecéo
(cérebro, retina, pulmao, figado, baco, linfonodos mesentéricos, musculatura
esquelética-Longissimus dorsi, Utero e ovarios) para Toxoplasma gondii das vacas,
gue foram inoculados em camundongos (DUBEY, 1998).

O “pool” de tecidos foi homogeneizado com cinco volumes de NaCl 0,15 M
(salina) utilizando um agitador magnético.

Apos a homogeneizacdo do material adicionou-se o0 mesmo volume de uma
solucédo de pepsina acida, pH 1,1-1,2 (pepsina, 2,6 g; HCI, 7,0 mL; agua destilada
suficiente para 500 mL de solugéo), recém preparada e aquecida em banho-maria a
37°C. A mistura foi incubada em estufa a 37°C por uma hora sobre agitador
magnético.

ApoOs a incubacédo a suspenséo foi coada por meio de duas camadas de gaze,
0 coado transferido para nove tubos Falcon de 50 mL e centrifugados a 1200 g/ 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento de cada tubo foi entédo
neutralizado pela adicdo gradual de bicarbonato de sédio a 1,2%, pH 8,3, recém-
preparado (aproximadamente 5,0 mL/ tubo). A neutralizagdo foi percebida
visualmente pela mudanca de cor do sedimento. Ap6s homogeneizacdo, o material

foi transferido para um tubo Falcon Unico de 50 mL com solucdo salina e
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centrifugado a 1200 g/10 minutos. Novamente, o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento homogeneizado com salina contendo 2000 U de penicilina e 200 pg de
estreptomicina por mililitro.

As amostras foram inoculadas imediatamente (1 mL/ camundongo), via
intraperitoneal, em grupos de cinco camundongos.

Para realizacdo do diagnostico de infecdo toxoplasmica, os camundongos
foram observados durante seis semanas (COSTA et al., 1977) para avaliacdo de
presenca de sinais clinicos sugestivos de toxoplasmose. Pesquisou-se ainda, a
presenca de anticorpos IgG-RIFI contra Toxoplasma gondii pela RIFI na diluicdo de
64 (CAMARGO, 1964), além de cistos cerebrais (DUBEY et al.,, 1998). Foram
considerados sorologicamente positivos (RIFI), os soros de camundongos que
apresentaram titulos = 64 (CAMARGO, 1964).

4.17.6 Deteccdo de DNA de Toxoplasma gondii nested PCR e eletroforese

Segundo metodologia descrita por Fuente et al. (1996), os tecidos colhidos
das vacas foram processados separadamente e examinados pela técnica molecular
nested PCR, realizada junto ao Laboratério de Biologia Molecular, do Departamento
de Higiene e Saude Publica, FMVZ/UNESP, Campus de Botucatu-SP.

A extragdo do DNA (acido desoxirribonucleico) de T.gondii de amostras
teciduais (cérebro, retina, pulmdo, figado, baco, linfonodos mesentéricos,
musculatura-Longissimus dorsi, Utero e ovarios) previamente armazenadas a -20°C,
foi realizado utilizando-se o kit Illustra TM tissue e cells genomic Prep Mini Spin kit
(GE Healthcare, EUA).

A PCR foi realizada com os primers externos para o gene 18S, Tg18s48F

(5'CCATGCATGTCTAAGTATAAGC3) e Tg18s359R
(5'GTTACCCGTCACTGCCAC3) e primers internos Tg18s58F
(5'CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC3) e Tg18s348R

(5TGCCACGGTAGTCCAATACS'). As amplificacOes foram realizadas nas seguintes
condi¢cbes: desnaturacao inicial de 95°C por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2

minutos.
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Para a eletroforese, aliquotas de 10 pl das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 3 pl de solucdo de bromofenol e submetida a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,5% em tampao tris-borato-EDTA (TBE) 1Xx,
adicionado de 2 pl de brometo de etidio. Adicionalmente as amostras, foi utilizado
marcador de peso molecular (Life Technologies, EUA). A corrida foi realizada
inicialmente a 80 volts por 60 minutos. Apds a corrida, o produto da amplificacéo foi
visualizado em sistema de fotodocumentacao digital (Sistema Gel-Doc it 18), sob luz
ultravioleta e fotografado. O produto amplificado para T. gondii é de 290 pares de
bases (SILVA; SU; LANGONI, 2009).

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram testados quanto a hipétese de
independéncia, normalidade e homocedasticidade. As diferencas entre as
contagens dos taquizoitos recuperados dos exsudatos peritoneais dos
camundongos da bioprova foram verificadas pelo teste de Kruskal-Wallis, em
nivel de confianca de 95%. As reciprocas dos titulos soroldgicos (anticorpos das
classes 1gG e IgM) dos camundongos foram comparadas pelo teste Exato de
Fisher, em nivel de confianca de 95%.

Os dados das fémeas (parametros clinicos) foram analisados em parcelas
subdivididas pelo procedimento considerando efeitos fixos de tempo(
(controle/tratado), tempo e interacdo Proc Mixed do pacote estatisticos SAS,
(2001) e as confrontacfes dos tratamentos foram obtidas pelo teste Tukey-kramer

a 95% de confianca.
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6. RESULTADOS

Das 388 fémeas bovinas examinadas sorologicamente para brucelose,
leptospirose, BVD, IBR, neosporose e toxoplasmose, apresentaram-se negativas
para brucelose (95,62%), para neosporose, (96,90%), toxoplasmose, (89,18%),
para leptospirose (13,14%) e 7,73% para BVD (Diarreia Viral Bovina) e IBR
(Rinotraqueite Infecciosa Bovina).

Vinte e quatro horas ap0s o processo de criopreservacao, uma palheta de cada
uma das cinco concentracdes de DMSO, nas solucdes diluentes, foi descongelada
em banho-maria (35°C por 20 segundos). Imediatamente, a amostra seminal foi
submetida a analise de vigor e motilidade, sendo obtidos os maiores valores (vigor =
2 e motilidade = 20%) nos diluentes contendo DMSO nas concentracdes de 7,5, 8%
e 10%.

Tabela 3. Parametros esperméaticos do sémen bovino criopreservado em diluentes
contendo diferentes concentracdes de DMSO adicionado com 1 x 10°
taquizoitos de Toxoplasma gondii, apés (24 horas) descongelamento.
CPPAR/FCAV/UNESP, Brasil.

Concentracdo do DMSO no Diluente

Parametros
2.5% 5,0% 7,5% 8,0% 10,0%
Vigor (%) 1 2 2 2 2
Motilidade (%) 5 5 20 20 20

As concentracbes de DMSO 7,5%, 8,0% e 10,0% foram as concentracdes
gue se aproximaram dos parametros de qualidade do sémen aceitos pra um touro
com idade <34 meses, com motilidade de 30-60%, vigor de 3-4% (CBRA, 1998).

T. gondii manteve sua infectividade em todas as amostras seminais
contaminadas com taquizoitos, inclusive na auséncia de DMSO. A partir do 6° dia
pés-inoculacdo (DPI) os camundongos (bioprova) pertencentes aos Grupos |, Il, llI,
IV, V e VI, passaram a apresentar sintomatologia clinica compativel com

toxoplasmose aguda, sendo que o0s sinais mais frequentes foram: apatia, pelos
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arrepiados, ascite e diarreia. Todos os animais em questdo vieram a 6bito entre o 7°
e 0 9° DPI. Os animais do grupo VI (controle), por sua vez, sobreviveram os 42 dias
da bioprova, ndo apresentando qualquer sinal clinico digno de nota. Apenas um dos
camundongos, pertencente ao Grupo IV, veio a 6bito no 3° DPI. O lavado da
cavidade peritoneal apresentou-se com aspecto fortemente turvo e coloragéo
amarelada. Microscopicamente, observou-se grande nimero de células inflamatorias
e alguns poucos taquizoitos ativos. A causa mortis mais provavel, portanto, foi
peritonite infecciosa.

A Tabela 4 apresenta os dados referentes & mortalidade dos camundongos,
bem como a contagem dos taquizoitos recuperados do exsudato peritoneal.

Tabela 4. Mortalidade dos camundongos submetidos a bioprova, média do tempo de
sobrevida e taquizoitos recuperados dos exsudatos peritoneais.
CPPAR/FCAV/UNESP, Brasil.

Grupo Mortalidade Média de Sobrevida Taquizoitos (1x10°
Experimental
Mortos/Total % (Dias) (Média + DP)?
| (2,5%) 10/10 100 8,4 1,85 +0,77%
Il (5,0%) 10/10 100 8,0 3,32 + 4,55"
1l (7,5%) 10/10 100 7.6 1,76 +1,97%
IV (8,0%) 10/10 100 9,2 3,53 +5,61*
V (10,0%) 10/10 100 8,2 1,40 + 0,19%
VI (Controle) 0/10 0 42* 0,00 + 0,00°
VIl (SIACP) 10/10 100 7.6 3,11 + 2,46"

'Grupo controle (Animais eutanasiados no 42° dia pds-inoculag&o).

*Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis (p > 0,05).
S/ACP - Sem agente crioprotetor.
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Todos os animais dos grupos I, II, II, IV, V e VII apresentaram soroconversao
(RIFI). Em relagédo ao Grupo VI (controle), os camundongos foram eutanasiados
(deslocamento cervical) apdos os 42 dias de observacdo, sendo que nenhum
apresentou soroconversdo pelo exame soroldgico adotado. Os resultados, com as
reciprocas dos titulos soroldgicos dos camundongos, encontram-se compilados na
Tabela 5.

Tabela 5. Resultados sorologicos obtidos em camundongos submetidos a bioprova.
CPPAR/FCAV/UNESP, Brasil.

Reciproca dos Titulos Sorolégicos®

Expgiunl?gntal Anticorpos da Classe IgG Anticorpos da Classe IgM
16 32 64 128 16 32 64 128 256 512
1 (2,5%) A S o 7S S S 0" 0"
G.0%) o 4 2° o o 4 2 7 0’ 73
M@5%) ¢ 4+ & ¢ e 0
IV (8,0%) ¢ 5 4 0 A G G 0" o
V(10,00) ¢ 4 & o' > 4 0 0 o
Vi (Controle) ¢ ¢ ¢ o* o ¢ o 0 0’ o
VII (SIACP) ¢ 5 p* 1" ¢ 5 4 o 0" o

Valores seguidos das mesmas letras, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste
Exato de Fisher (p > 0,05).
S/ACP - Sem agente crioprotetor.

A concentracao de dimetilsulfoxido (DMSO0) a nivel de 8% (grupo 1V) foi a que
apresentou melhor média de replicagdo de taquizoitos, quantificados em lavado
intraperitoneal e mensurados em camara de Neubauer (média de 9,2 x 10°).

Pelo conjunto de fatores de qualidade, recomendados em andrologia bovina e
pela replicacdo (infeccdo) na bioprova em camundongos, esta concentragéo foi

eleita para ser utilizada no presente estudo.
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Nas Figuras 6, 7, 8 e 9 estdo registrados respectivamente, todos os dados
clinicos (temperatura corporal, frequéncias cardiaca e respiratoria) aferidos nas
vacas experimentais. Os parametros de normalidade foram baseados nas citacdes
de Feitosa, (2014) descritos na Tabela 9 (anexos).

A temperatura retal média das vacas pertencentes ao grupo controle variou de
38,2 a 39,4°C durante todo periodo experimental. No grupo de vacas inoculadas
com taquizoitos de T. gondii, a média de temperatura retal variou de 38,2 a 39,2°C
(Figura 6).

As frequéncias cardiacas médias das vacas, nas diferentes datas
experimentais, apresentaram variagcbes de 72,4 a 101,2 bpm nos animais
pertencentes ao grupo controle e de 73,3 a 94,8 bpm no grupo submetidos a IATF
com sémen contendo 1 x 10° taquizoitos de T. gondii com a amostra “RH” de T.
gondii (Figura 7), ndo foi diagnosticada individualmente taquicardia em nenhum
animal de ambos 0s grupos experimentais.

Na Figura 8 estao registrados as frequéncias respiratérias médias obtidas nas
vacas variaram de 23,1 a 47,3 movimentos por minuto (grupo controle) e de 18,5 a
41,3 movimentos para os inoculados (Figura 8). Alteracdes dos parametros de
frequéncia respiratdria (taquipnéia) foram diagnosticados em ambos os grupos.

Em relacdo aos movimentos ruminais avaliados ambos os grupos, controle e
infectados, ndo apresentaram nenhuma alteracéo digna de nota (Figura 9).

Analisando os dados de temperatura retal por animal, de acordo com 0s
parametros de normalidade recomendados por Feitosa (2014), observou-se
hipertermia (39,8°C) febricula na vaca n® 0813 (D5) pertencentes ao grupo infectado
com Toxoplasma gondii, via seminal.

Na Tabela 11 (Anexos) esta sintetizada a andlise estatistica dos parametros
clinicos obtidos. Observa-se que ndo ocorreu diferenca estatistica (P>0,05), entre os

dois grupos experimentais ao longo de todo estudo.
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Figura 6. Temperaturas médias retais mensuradas em fémeas bovinas pertencentes aos grupos controle e infectado com

Toxoplasma gondii (Amostra RH), via inseminagao artificial em tempo fixo (IATF). CPPAR/FCAV/UNESP,
Jaboticabal, SP, Brasil.
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Figura 7. Frequéncias cardiacas médias (bmp) mensuradas em fémeas bovinas pertencentes aos grupos controle e

infectado com Toxoplasma gondii (Amostra RH), via inseminagao artificial em tempo fixo (IATF).
CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil.
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Figura 8. Frequéncias respiratérias médias (mpm) mensuradas em fémeas bovinas pertencentes aos grupos controle e

infectado com Toxoplasma gondii (Amostra RH), via inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF).
CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil.
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Figura 9. Movimentos ruminais mensurados em fémeas bovinas pertencentes aos grupos controle e infectado com

Toxoplasma gondii (Amostra RH), via inseminagao artificial em tempo fixo (IATF). CPPAR/FCAV/UNESP,
Jaboticabal, SP, Brasil.
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As amostras de sangue das fémeas bovinas foram encaminhadas ao
laboratério de Patologia clinica pertencente ao Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria, localizados nos Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da
UNESP/FCAV, Campus de Jaboticabal-SP.

Os parametros eritrocitarios, leucocitarios e as comparacdes multiplas dos
valores obtidos nas avaliagdes hematoldgicos das vacas pertencentes aos grupos
experimentais controle e infectado com T. gondii estdo inseridos nas Tabelas 11 a
27 NoS anexos.

Apoés a selecdo das vacas negativas, baseando-se na pesquisa de doencas
reprodutivas na data pré-experimental (D-1), foram realizados exames
hematoldgicos para a avaliacdo da higidez destes animais. Nos exames
supracitados pode-se observar aumento dos valores de eritrocitos (x10%/mm?) em
um animal do grupo C, leucocitose em oito animais (grupo controle e grupo infectado
com T. gondii), seguida de neutrofilia e linfocitose em valores absolutos (Tabela 11).

Os horménios na espécie bovina, muitas vezes sofrem flutua¢cdes na
secrecdo, as quais podem ocorrer ocasionalmente (ritmo circadiano) ou em dias. O
horménio corticotropina (CRH) estimula liberacdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) de maneira pulsétil, com um pico dentro do ritmo circadiano que ocorre nas
primeiras horas da manha, geralmente as quatro horas, ocorrendo a seguir uma
diminuicio do ACTH ao longo do dia. O cortisol acompanha este ciclo
(McDONALD'S, 2003; DUKES, 2006).

Linfocitose fisiolégica transitéria é observada ap6s uma liberacdo acentuada
de adrenalina devido ao estresse fisico ou emocional. Um pool rapidamente
acessivel de linfécitos, analogos ao pool marginal de neutréfilos, em bovinos,
estimado em cerca de seis a dez vezes maior que no sangue circulante, poderia ser
facilmente mobilizado em resposta a adrenalina. A exata localizacdo deste pool é
desconhecida (JAIN, 1993).

Os corticosterdides liberados endogenamente em resposta ao estresse
cronico induzem a uma leucocitose tipica com neutrofilia (JAIN, 1993).

Nas datas experimentais subsequentes pés-inseminacao artificial em tempo

fixo (IATF), com sémen contaminado com taquizoitos de T. gondii, foram realizadas
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colheitas de amostras de sangue na primeira semana a cada dois dias. Os
resultados registrados foram relatados a seguir. No D1 foram observados valores
médios normais de hemacias (x10°mm?®) 9,1 e 8,3, no leucograma detectou-se
leucocitose, em ambos os grupos, com média (10°/mm?) de 14,5 no controle e 13,8
no grupo infectado. No grupo controle, quatro vacas apresentram leucocitose e no
grupo infectado trés vacas. Também foi possivel observar neutréfilia em quatro
vacas no grupo C com média de 6,4 (10°/mm?) e 5,9 (10°/mm?), em todas vacas do
grupo infectado diagnosticou-se, ainda, monocitopenia em ambos 0s grupos e
trombocitose no grupo infectado com T. gondii (Tabela 9).

No dia experimental D3 todas as células vermelhas apresentavam-se dentro
dos parametros de normalidade (FELDMAN, 2000). Por outro lado, quatro animais
do grupo controle e trés do grupo infectado com T. gondii apresentaram médias de
leucécitos (10 ’mm?) de 14,5 e 15,1, respectivamente. Em ambos os grupos,
ocorreram neutrdfilia (7,3 e 6,6 10%mm?®) e linfocitose (7,3 e 8,3 10%mm?®). Os
valores absolutos de mondcitos se normalizaram (Tabela 12). A neutrofilia pode ter
ocorrido em ambos os grupos devido a toxicidade provocada incialmente pela
aplicacdo de estrogeno.

As alteracdes supracitadas dos parametros hematoldgicos observados em
duas datas experimentais (D1 e D3) mantiveram-se no 5° DPIA. A linfocitose
normalizou-se na maioria das vacas experimentais. Apenas as vacas n°® 2130 (GC) e
n® 1108 (GCT) apresentaram trombocitose (Tabela 13).

No 7° dia (D7) observou-se nos exames eritrocitarios uma policitemia e um
aumento do hematdcrito, provavelmente devido as altas temperaturas de dezembro,
época em que o experimento foi implantado. Todos os animais dos grupos | e Il
apresentaram, respectivamente, leucocitose (17,7 e 19,2 10mm?), linfocitose (10,1
e 8,4 10°/mm?), trombocitose e foi diagnosticada, ainda, uma neutrofilia acentuada
no grupo infectado com T. gondii, alcancando média de 10,0 10°/mm? (Tabela 14).

Na segunda semana apos a IATF, foram realizadas colheitas de amostras de
sangue em duas datas, no 12° e 14° DPIA. No D12, os animais continuaram com
policitemia e hematocritos elevados, a leucocitose se tornou mais acentuada no
grupo controle com (média de 20,6 10°’mm?) e se manteve no grupo infectado com

média de 19,7 (10°/mm?). A neutrofilia se manteve estavel, e a linfocitose aumentou
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nos dois grupos. Alguns animais de ambos os grupos apresentavam trombocitose
(Tabela 15 e 16).

No 14° DPIA, as fémeas bovinas apresentavam policitemia e hematdcritos
elevados, no entanto, a leucocitose apresentou uma reducédo nas médias dos grupos
experimentais, embora a maioria das vacas tivesse elevado numero de leucdcitos,
porém, com médias semelhantes em ambos os grupos. A neutrofilia reduziu nos dois
grupos, a linfocitose se manteve estavel e as quantificagcbes de plaquetas se
normalizaram (Tabela 16).

ApOs a data experimental D14 as amostras foram colhidas a cada sete dias.
No dia experimental D21 os parametros hematoldgicos foram similares ao ultimo dia
de colheita (14° DPIA): leucocitose, neutrofilia e linfocitose em regressao,
comparativamente as outras datas experimentais avaliadas (Tabela 17).

A partir do 28° dia (D28) ocorreu uma normalizacdo dos parametros
hematoldgicos, no que diz respeito ao eritrograma. Vale frisar que os parametros
leucocitarios mostraram uma diminuicdo dos valores absolutos, A partir da data D35,
a maioria das fémeas bovina apresentaram os valores hematolégicos proximo aos
parametros de normalidade, com exceg¢ao dos bovinos n° 3466, n°® 39 e n® 2130 do
grupo controle e a vaca n° 1108 do grupo infectado com T. gondii, que até o 100°
DPIA apresentou leucocitose. As vacas que permaneceram com leucocitose a n°
2130 estava com prenhez positiva, a de n° 3466 era de faixa etaria mais elevada e a
n° 39 uma novilha. No caso da vaca n° 1108, pertencente ao grupo infectado com T.
gondii, observou-se apresentou uma linfocitose que ocorreu devido a uma neutrofilia,

gue néo se normalizou.
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Tabela 6. Resultados das comparacdes multiplas dos valores hematologicos de

vacas pertencentes aos grupos controle e infectado com Toxoplasma
gondii (Amostra RH). CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal/SP, Brasil.

(Continua...)

Parametros Dias pos-inseminacéo Grupos Experimentais / Médias e Desvios-Padr&ao®
Hematoldégicos artificial GC: Controle GCT: Infectado Toxoplasma gondii
-1 9,31 = 1,92 ~abc 8,40 + 0,78 AP
1 9,07 = 1,65 Abed 8,30 + 0,83 Abc
3 8,44 = 1,55 Acdef 7,92 = 0,93 Abcde
5 8,99 + 1,76 Abcde 8,17 = 0,98 Abc
rd 10,91 + 2,68 Aa 10,61 = 1,18 Aa
12 11,05 = 2,27 A2 10,27 = 0,85 Aa
14 10,51 + 2,01 Aab 10,63 =+ 0,54 Aa
21 11,04 + 2,07 A& 11,07 *= 1,16 A2
Hemacias (x10°/mm2)* 28 7,95 = 1,48 Acdef 7,96 + 1,02 Abcd
35 7,13 = 0,27 Aef 6,30 = 1,26 A9
42 7.58 = 0,40 Acdef 7.40 = 0,55 Acdef
49 6,86 + 0,46 Af 7.58 = 0,51 Abcde
56 7,20 = 0,71 Adef 7,06 = 0,38 Aefg
63 7.72 + 1,13 Acdef 6,72 + 0,75 Afg
70 7.32 = 0,37 Adef 7,44 = 0,84 Abcdef
77 7.18 = 0,35 Aef 7.18 * 0,43 Adefg
100 7,12 + 0,28 Af 7.32 = 0,36 Adef
-1 11,12 + 0,94 Abcde 9,30 = 1,60 Bede
1 10,84 =+ 0,59 Abcde 9,32 + 1,71 Bbcde
3 10,14 + 1,12 Ae 9,02 + 1,63 Ade
5 10,95 + 0,83 Abcde 9,00 + 1,70 Be
7 10,50 = 1,16 Acde 9,58 = 1,47 Abcde
12 10,96 =+ 1,15 Abcde 9,58 + 1,33 Abcde
14 11,02 + 0,89 Abcde 9,90 + 1,14 Aabcde
21 11,08 + 0,89 Abcde 10,22 + 1,71 Aabcde
Hemoglobina (g/di)* 28 11,92 + 1,08 Aab 10,56 = 1,83 Aabcde
35 12,88 = 0,89 Aa 10,61 = 2,34 Babcde
a2 11,34 + 0,71 Abcd 11,16 + 0,97 Aab
49 10,28 = 0,76 Ade 11,44 = 0,71 Aa
56 10,86 = 0,96 Abcde 10,68 = 0,44 Aabcde
63 11,60 = 1,63 Abc 9,66 = 1,24 Babcde
70 10,22 = 0,52 Ade 10,80 = 1,33 Aabed
77 11,02 + 0,69 Abcde 10,96 = 0,78 Aabc
100 10,50 + 0,43 Acde 11,18 =+ 0,68 A2
-1 42,72 =+ 3,51 A& 36,08 + 6,05 Ba
1 42,30 * 5,49 A2 33,45 = 5,07 Ba
3 38,26 + 3,47 Aa 33,40 + 5,64 Aa
5 42,25 =+ 3,33 Aa 34,78 = 6,00 Ba
7 50,34 * 6,33 A2 45,10 * 7.16 A2
12 50,92 * 6,17 A2 44,04 * 6,80 Ba
14 48,84 + 5,34 Aa 46,42 + 5,45 Aa
21 51,82 + 4,49 Aa 48,04 + 9,10 Aa
Hematécrito (%6)* 28 36,96 + 3,67 Aa 34,08 = 6,88 Aa
35 38,64 * 2,68 A2 31,84 + 7,03 Ba
a2 33,80 * 1,79 A2 33,20 + 2,77 A2
a9 30,80 * 2,28 Aa 34,20 * 2,17 Aa
56 32,40 =+ 2,97 A2 31,80 = 1,30 A2
63 34,80 =+ 4,87 Aa 28,80 + 3,56 Ba
70 30,60 * 1,82 A2 32,40 + 3,78 A2
77 32,60 =+ 1,67 A& 32,60 = 1,95 A2
100 31,60 + 1,52 Aa 33,40 + 1,82 Aa
-1 47,00 =+ 7,04 A2 42,60 + 4,39 Aa
1 46,00 * 7,00 A2 42,40 *= 4,39 Aa
3 46,20 * 6,22 A& 42,00 *= 4,69 Aa
5 48,25 + 6,80 Aa 42,40 = 4,56 Ba
7 46,20 = 6,38 Aa 42,40 = 4,39 Aa
12 47,00 * 6,52 A2 42,60 * 5,03 A2
14 45,20 * 8,29 Aa 43,00 *= 4,85 Aa
21 47,60 = 6,02 A2 43,20 = 4,92 Aa
VCM (fm3)* 28 47,40 + 6,02 Aa 42,60 = 5,03 Aa
35 47,76 = 5,96 A2 42,60 *= 5,03 A2
42 44,60 =+ 0,55 Aa 44,80 * 0,84 Aa
49 44,60 * 0,55 Aa 45,20 * 0,84 Aa
56 44,80 + 1,10 A& 45,00 = 1,00 A&
63 45,20 + 0,45 Aa 43,00 + 4,00 Aa
70 41,80 =+ 3,27 A2 43,40 =+ 0,55 Aa
77 45,40 * 0,55 Aa 45,20 * 0,45 Aa
100 44,40 + 1,52 A2 45,60 + 0,55 A2

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitlcula na linha e mindscula na coluna,

néo diferem entre si pelo teste t* ou Kruskal-Wallis** (p=0,05)
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Tabela 6. Resultados das comparacdes mdltiplas dos valores hematolégicos de
vacas pertencentes aos grupos controle e infectado com Toxoplasma
gondii (Amostra RH). CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal/SP, Brasil.

(Continua...)

Parametros Dias pés-inseminacao Grupos Experimentais / Médias e Desvios-Padrao®
Hematolégicos artificial GC: Controle GCT: Infectado Toxoplasma gondii
-1 12,20 + 1,94 Abc 11,04 + 1,19 Ad
12,58 = 1,90 Abc 11,22 + 1,22 Ad
3 12,22 + 1,73 Abc 11,38 + 1,41 Ad
5 12,38 + 1,65 Abc 11,00 = 1,24 Ad
7 9,94 + 1,58 Ad 9,02 + 0,82 Ae
12 10,12 + 1,48 Ad 9,30 + 0,94 Ae
14 10,40 + 1,76 Acd 9,30 + 0,99 Be
21 10,20 + 1,27 Ad 9,20 + 0,78 A€
HCM (pg)* 28 15,10 = 2,33 A2 13,28 * 1,51 Bbe
35 15,10 = 2,33 Ba 13,08 = 1,81 Be
a2 15,00 + 0,00 Aa 15,00 = 0,00 Aa
49 15,00 = 0,00 A2 15,00 = 0,00 Aa
56 14,80 = 0,45 A2 15,40 = 0,55 Aa
63 15,00 = 0,00 A2 14,40 = 1,34 Aab
70 13,80 = 1,10 Aab 14,60 *= 0,55 Aa
77 15,20 + 0,45 Aa 15,00 *= 0,00 Aa
100 14,80 = 0,45 A& 15,40 = 0,55 Aa
-1 25,96 * 0,66 AP 25,74 + 0,47 Ad
1 26,60 * 0,55 Ab 26,46 = 0,81 Ad
3 26,46 * 0,69 AP 26,92 + 0,59 Ad
5 25,88 + 0,30 Ad 25,86 = 0,70 Ad
7 21,28 * 1,35 AP 21,26 + 0,62 A€
12 21,58 = 0,44 Ad 21,76 = 0,53 Ae
14 23,28 + 4,71 Ac 21,34 + 0,56 Be
21 21,36 * 0,32 Ad 21,38 + 0,83 Ae
CHCM (grdiy** 28 32,22 =+ 0,62 A2 31,28 = 2,97 Abc
35 32,22 * o0.62 Ba 30,66 + 5,09 A¢
42 33,80 * 0,84 A& 33,60 + 0,55 Aa
49 33,40 = 0,55 Aa 33,20 * 0,45 Aab
56 33,60 * 0,55 A& 33,40 + 0,55 Aa
63 33,40 = 0,55 A& 33,80 + 0,45 Aa
70 33,40 + 0,55 Aa 33,20 + 0,45 Aab
77 33,80 =+ 1,30 A2 34,00 + 1,00 A2
100 33,40 * 0,55 Aa 33,40 + 0,55 Aa
-1 16,22 + 5,04 A2 13,12 = 2,74 Acd
1 14,50 + 3,32 Aa 13,76 += 2,63 Acd
3 14,54 + 4,09 Aa 15,10 = 3,56 Aabcd
5 12,98 = 2,96 Aa 14,74 + 2,84 Abcd
rd 17,72 + 4,76 Aa 19,24 = 6,15 Aab
12 20,56 =+ 6,93 A2 19,68 =+ 6,76 A2
14 16,54 + 5,31 A& 16,28 + 2,72 Aabc
21 18,38 + 6,02 A2 17,18 = 2,59 Aabc
Leucocitos (10%/mmz)* 28 15,02 + 5,01 A2 12,82 = 2,35 Acd
35 16,68 + 6,58 Aa 11,24 + 3,65 Ad
a2 16,28 + 6,27 Aa 11,06 = 4,08 Ad
49 15,38 = 5,90 A& 11,14 = 3,75 Ad
56 15,10 + 4,81 Aa 11,24 + 4,10 Ad
63 15,24 + 5,14 A2 11,12 =+ 3,56 Ad
70 15,70 = 4,52 Aa 11,04 + 3,20 Ad
77 15,22 + 6,73 A& 11,04 + 3,72 Ad
100 15,36 + 5,50 A& 11,38 = 3,81 Ad
-1 0,00 + 0,00 Aa 0,00 = 0,00 Aa
1 0,20 = 0,45 Aa 0,20 = 0,45 Aa
3 0,00 = 0,00 A2 0,00 + 0,00 Aa
5 0,25 + 0,50 Aa 0,00 + 0,00 Aa
7 0,20 + 0,45 A 0,00 + 0,00 Aa
12 0,00 + 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
14 0,20 + 0,45 A& 0,00 + 0,00 Aa
21 0,00 + 0,00 A& 0,00 * 0,00 Aa
Bastonetes (%)** 28 0,00 + 0,00 A2 0,00 + 0,00 A&
35 0,00 + 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
42 0,00 + 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
49 0,00 + 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
56 0,00 + 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
63 0,00 =+ 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
70 0,00 =+ 0,00 Aa 0,00 = 0,00 Aa
77 0,00 = 0,00 A2 0,00 + 0,00 Aa
100 0,00 + 0,00 A2 0,00 + 0,00 Aa

1: Valores seguidos pela mesma letra, mailcula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste t* ou Kruskal-Wallis** (p=0,05)
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Tabela 6. Resultados das comparacdes mdultiplas dos valores hematolégicos de
vacas pertencentes aos grupos controle e infectado com Toxoplasma
gondii (Amostra RH). CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal/SP, Brasil.

(Continua...)

Parametros Dias pés-inseminagao Grupos Experimentais / Médias e Desvios-Padrao®

Hematsl6gicos cial GC: Controle GCT: Infectado Toxoplasma gondii
-1 0,00 = 0,00 A2 0,00 * 0,00 A2
1 0,02 + 0,04 Aa 0,02 + 0,04 Aa
3 0,00 * 0,00 A2 0,00 * 0,00 A2
5 0,03 0,06 A2 0,00 * 0,00 A&
7 0,02 + 0,05 A& 0,00 * 0,00 A&
12 0,00 + 0,00 A& 0,00 * 0,00 A2
14 0,02 + 0,04 A2 0,00 + 0,00 A2
21 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 Aa
Bastonetes 10°/mm3** 28 0,00 + 0,00 Aa 0,00 = 0,00 Aa
35 0,00 + 0,00 A& 0,00 * 0,00 A2
a2 0,00 + 0,00 A& 0,00 * 0,00 A2
49 0,00 =+ 0,00 A2 0,00 + 0,00 A&
56 0,00 + 0,00 A2 0,00 * 0,00 A2
63 0,00 + 0,00 A& 0,00 * 0,00 A&
70 0,00 + 0,00 A& 0,00 * 0,00 A2
77 0,00 = 0,00 A2 0,00 * 0,00 A2
100 0,00 =+ 0,00 Aa 0,00 *= 0,00 Aa
-1 41,00 + 12,94 A2 39,60 = 8,85 A
1 45,00 * 14,02 A 43,80 = 9,04 A
3 47,60 + 15,65 A2 43,60 + 8,88 A
5 38,25 = 6,60 Ba 51,80 + 13,63 A
7 37,60 = 19,22 Ba 52,20 + 11,28 A
12 36,20 + 7,01 Aa 43,40 =+ 16,29 A
14 34,60 = 3,97 Aa 37,80 + 10,23 A
21 31,60 2,70 Aa 37,20 = 6,94 A
Segmentados (%)* 28 35,80 = 12,11 Aa 41,80 = 4,55 A
35 38,20 = 9,34 A& 49,60 + 11,50 A
42 42,42 = 7.49 A2 34,00 + 8,03 A
a9 41,80 = 8,44 Aa 30,00 = 8,09 A
56 38,20 = 9,18 A2 32,60 = 7,77 A
63 38,60 * 9,04 Aa 32,20 = 5,76 A
70 39,00 = 8,09 A2 36,20 = 5,17 A
77 37,80 = 7,26 A2 38,60 = 3,29 A
100 41,20 * 6,26 A 35,60 + 9,29 A
-1 6,21 = 0,98 A2 5,10 = 1,05 Acdef
1 6,36 = 2,70 Aa 5,87 = 0,93 Abcdef
3 7.26 = 3,88 A2 6,59 + 2,08 Abed
5 5,06 + 1,73 Aa 7,46 = 1,81 Aabc
7 712 = 5,11 A& 9,96 = 4,02 Aa
12 7.67 = 3,43 Aa 8,05 * 2,54 Aab
14 5,68 = 1,74 A2 6,15 = 1,96 Abcdef
21 572 = 1,66 A2 6,34 = 1,29 Abcde
Segmentados 103/mm?3** 28 5,40 = 2,72 Aa 5,10 + 0,66 Acdef
35 11,66 + 9,22 Aa 5,51 + 2,13 Bbedef
a2 7,25 + 3,67 Aa 3,99 + 2,52 Adef
49 6,78 3,49 Aa 3,56 * 2,37 Af
56 6,11 + 3,06 A2 3,85 * 2,45 Aef
63 6,19 + 3,08 A2 3,70 * 1,90 Aef
70 6,40 = 2,89 Aa 3,85 + 1,88 Aef
77 5,58 + 3,42 A2 4,32 = 1,81 Adef
100 6,58 + 3,10 Aa 4,22 + 2,50 Adef
-1 0,80 = 1,10 A2 2,00 = 2,35 Acae
1 0,60 + 1,34 Aa 2,00 * 3,39 Acde
3 1,40 + 1,67 Aa 0,80 =+ 0,84 Ae
5 0,00 * 0,00 A2 1,80 = 1,30 Acde
7 1,20 * 1,79 Aa 1,60 + 2,07 Acde
12 1,20 * 2,68 A2 0,60 * 0,89 Ae
14 1,60 + 2,51 Aa 0,80 * 1,10 A€
21 1,20 + 2,68 Aa 2,00 + 3,08 Acde
Eosinoéfilos (%6)** 28 0,60 + 0,89 Aa 1,00 + 1,00 Ade
35 0,60 * 0,89 Aa 1,20 = 2,17 Ade
a2 1,12 = 1,75 Aa 2,40 + 3,20 Aabcde
a9 1,80 + 2,68 Ba 4,80 + 2,77 Aab
56 2,20 = 2,49 Ba 5,00 = 2,92 A&
63 2,20 = 2,05 Aa 3,60 = 2,19 Aabed
70 2,00 = 2,12 Aa 4,00 = 2,00 Aabc
77 2,60 = 1,67 A2 4,00 + 1,58 Aabe
100 1,40 + 1,95 Aa 2,20 + 1,48 Abcde

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitdcula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste t* ou Kruskal-wallis** (p=0,05)
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Tabela 6. Resultados das comparacdes multiplas dos valores hematolégicos de
vacas pertencentes aos grupos controle e infectado com Toxoplasma
gondii (Amostra RH). CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal/SP, Brasil.

(Continua...)

Parametros Dias p6és-inseminacéao Grupos Experimentais / Médias e Desvios-Padrao®
Hematélégicos artificial GC: Controle GCT: Infectado Toxoplasma gondii
-1 0,31 = 0,51 Aa 0,22 = 0,26 Aa
1 0,06 + 0,13 Aa 0,32 =+ 0,60 A&
3 0,18 + 0,19 Aa 0,12 + 0,15 Aa
5 0,00 + 0,00 A& 0,25 * 0,18 Aa
7 0,24 + 0,40 Aa 0,37 =+ 0,40 Aa
12 0,27 = 0,60 A2 0,11 = 0,17 Aa
14 0,26 + 0,35 Aa 0,13 =+ 0,17 Aa
21 0,30 = 0,67 A2 0,11 = 0,19 Aa
Eosinéfilos 10%/mm®** 28 0,10 = 0,16 Aa 0,11 * 0,12 Aa
35 0,08 + 0,11 Aa 0,12 + 0,23 Aa
a2 0,13 = 0,18 A& 0,22 * 0,30 A&
49 0,15 + 0,23 Aa 0,44 =+ 0,26 Aa
56 0,25 + 0,25 Aa 0,47 + 0,27 Aa
63 0,27 + 0,26 Aa 0,34 =+ 0,19 Aa
70 0,25 = 0,25 Aa 0,41 = 0,17 A&
77 0,30 + 0,38 Aa 0,40 * 0,08 Aa
100 0,13 = 0,18 Aa 0,25 = 0,16 A2
-1 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 A&
1 0,00 + 0,00 Aa 0,00 *+ 0,00 Aa
3 0,00 + 0,00 Aa 0,00 =+ 0,00 Aa
5 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 Aa
7 0,00 = 0,00 A2 0,00 = 0,00 Aa
12 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 A&
14 0,00 = 0,00 A2 0,20 = 0,45 Aa
21 0,40 + 0,55 Aa 0,00 * 0,00 A&
Basofilos (%6 )** 28 0,00 + 0,00 A2 0,40 + 0,55 Aa
35 0,20 + 0,45 Aa 0,00 * 0,00 A&
42 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 Aa
a9 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
56 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 Aa
63 0,00 = 0,00 A2 0,00 = 0,00 Aa
70 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 Aa
77 0,00 = 0,00 A2 0,00 = 0,00 A&
100 0,00 + 0,00 A& 0,00 * 0,00 A&
-1 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
1 0,00 + 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
3 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
5 0,00 = 0,00 Aa 0,00 = 0,00 Aa
7 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 A&
12 0,00 = 0,00 A2 0,00 = 0,00 Aa
14 0,00 + 0,00 Aa 0,03 * 0,06 A&
21 0,05 + 0,07 Aa 0,00 + 0,00 Aa
Basofilos 10%/mm?®* 28 0,00 + 0,00 A& 0,04 * 0,05 Aa
35 0,05 + 0,10 A2 0,00 * 0,00 Aa
a2 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
49 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 Aa
56 0,00 = 0,00 A2 0,00 = 0,00 Aa
63 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 Aa
70 0,00 = 0,00 A& 0,00 + 0,00 Aa
77 0,00 + 0,00 Aa 0,00 * 0,00 A&
100 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
-1 55,00 = 14,04 Aa 56,00 = 10,84 Aab
1 52,20 + 12,26 A2 52,40 + 5,41 Aabed
3 49,40 =+ 15,77 A& 54,80 + 7,76 Aabc
5 59,75 + 7,14 A2 43,60 = 13,13 Acd
7 59,40 = 19,58 Aa 43,00 = 13,15 Ad
12 61,20 = 9,52 Aa 52,80 + 16,21 Aabed
14 62,20 + 5,63 A2 57,00 + 10,42 Aab
21 63,60 + 4,39 Aa 58,40 + 7,54 Aab
Linfécitos (%6)* 28 61,20 + 11,69 A2 56,60 * 3,58 Aab
35 59,40 + 8,29 Aa 48,20 + 11,56 Abcd
42 54,46 + 5,96 A2 60,20 + 5,17 Aa
a9 55,20 * 7,19 Aa 62,20 = 5,54 Aa
56 57,00 + 6,80 A& 59,80 * 5,76 A&
63 56,60 + 7,09 Aa 61,00 + 4,18 A2
70 56,80 + 5,81 A& 58,60 * 5,27 Aab
77 57,60 + 4,72 Aa 53,80 + 2,77 Aabed
100 54,60 + 3,44 Aa 59,60 + 8,38 Aa

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitcula na linha e minGscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste - ou Kruskal-Wallis* (p=0,05)
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Tabela 6. Resultados das comparacdes mdltiplas dos valores hematolégicos de
vacas pertencentes aos grupos controle e infectado com Toxoplasma
gondii (Amostra RH). CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal/SP, Brasil.

(Continua...)

Parametros Dias p6s-inseminacao Grupos Experimentais / Médias e Desvios-Padréao™®
Hematslégicos artificial GC: controle GCT: Infectado Toxoplasma gondii
-1 9,38 4,81 Aa 7,50 % 2,79 Abed
1 7.25 = 1,68 A2 7,29 = 2,10 Abed
3 7,04 = 1,88 A2 8,26 + 2,21 Aabe
5 7.68 = 1,66 A2 6,56 + 2,90 Acd
7 10,07 = 3,45 A2 8,42 + 3,72 Aabc
12 12,37 = 4,12 A2 10,86 =+ 6,35 A2
14 10,79 = 4,04 A2 9,34 = 2,28 Aabc
21 11,76 = 4,03 Aa 10,03 =+ 1,97 Aab
Linfécitos 10%/mm>* 28 9,13 3,76 Aa 6,97 + 1,28 Abed
35 9,57 = 3,01 Aa 5,50 = 2,12 Bd
a2 8,63 = 2,87 Aa 6,52 1,73 Acd
49 8,24 + 2,78 A2 6,79 = 1,64 Abcd
56 8,38 = 2,10 Aa 6,62 = 1,95 Acd
63 8,38 = 2,19 Aa 6,72 = 1,87 Acd
70 7.36 = 4,24 Aa 6,45 = 1,62 Ad
77 8,17 = 3,45 Aa 5,92 = 1,96 Ad
100 8,26 + 2,73 Aa 6,60 + 1,38 Acd
-1 2,60 + 3,71 Aa 2,40 = 1,82 Aabc
1 3,80 = 4,15 Aa 1,60 % 2,07 Abed
3 1,60 = 1,14 A2 0,80 = 0,84 Acd
5 1,75 + 1,26 A2 2,80 = 3,11 Aabce
7 1,60 * 2,07 A2 3,20 = 0,84 Aab
12 1,60 * 0,89 A& 3,20 = 3,03 Aab
14 1,40 * 1,34 Ba 4,20 = 1,79 A=
21 3,60 = 1,67 A2 2,40 * 2,30 Aabc
Monécitos (%6)** 28 2,40 = 1,52 A2 0,20 + 0,45 Ad
35 1,60 * 2,07 A2 1,00 + 1,22 Bed
42 1,38 =+ 1,49 A2 3,40 = 1,14 Aab
49 1,40 * 1,34 A2 2,40 * 0,55 Aabe
56 2,60 = 1,82 A2 2,40 = 0,55 Aabe
63 2,60 = 0,89 Aa 3,20 = 1,30 Aab
70 1,51 % 1,21 A2 3,20 = 0,45 Aab
77 2,80 = 1,92 A2 3,60 = 0,89 Aab
100 2,80 = 1,64 A2 2,60 = 0,55 Aabc
-1 0,31 = 0,43 Aa 0,30 = 0,23 AP
1 0,56 = 0,62 Aa 0,25 = 0,33 Ab
3 0,26 + 0,21 Aa 0,12 + 0,14 Ab
5 0,22 + 0,18 Aa 0,45 + 0,55 Ab
7 0,27 = 0,31 Aa 0,49 = 0,20 AP
12 0,26 = 0,18 A& 0,66 = 0,61 AP
14 0,23 = 0,23 Aa 0,66 = 0,32 AP
21 0,55 0,24 Ba 10,51 =+ 22,64 Aa
Monécitos 10%/mm3** 28 0,39 = 0,37 A& 0,03 = 0,06 AP
35 0,21 + 0,25 Aa 0,10 = 0,10 AP
42 0,80 + 1,27 A2 0,33 = 0,07 AP
49 0,23 = 0,25 A2 0,25 = 0,05 AP
56 0,34 = 0,21 A2 0,30 = 0,17 AP
63 0.36 = 0,04 A2 0,34 = 0,13 AP
70 0.26 = 0,16 A2 0,35 = 0,09 AP
77 0,37 = 0,26 Aa 0,38 = 0,08 AP
100 0,40 + 0,24 Aa 0,32 = 0,13 AP
-1 382,60 % 206,81 A2 411,00 = 122,90 A2
1 401,80 = 148,52 Aa 595,80 + 240,20 A&
3 497,20 = 261,44 A2 570,00 = 200,74 A&
5 416,25 = 149,91 Aa 582,00 + 249,87 A&
7 487,20 = 144,00 A& 562,60 + 216,27 A2
12 389,00 + 304,06 Aa 440,60 = 200,49 Aa
14 391,80 + 158,03 Aa 545,00 + 124,30 A2
21 371,60 = 168,03 A2 421,00 + 216,85 A2
Numero de plaquetas (10°/mm3)* 28 438,20 = 338,35 A2 374,60 =+ 113,19 A2
35 418,20 = 219,26 A2 395,60 * 66,73 Aa
a2 370,80 * 176,05 A2 356,40 + 78,07 A2
49 357,40 * 138,39 A2 351,60 + 37,75 Aa
56 373,20 * 36,84 A2 329,40 = 40,21 Aa
63 352,40 * 65,63 A2 335,60 = 46,76 A2
70 382,00 * 23,48 A2 423,80 =+ 30,88 A2
77 401,00 = 67,83 A2 374,40 = 98,51 Aa
100 397,20 * 71,64 A2 389,60 + 97,86 A2

1: Valores seguidos pela mesma letra, mailcula na linha e mindscula na coluna, ndao diferem entre si pelo teste t* ou Kruskal-Walllis** (p=0,05)
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Os resultados referentes a resposta imune humoral das vacas, ap0s exames
sorolégicos (RIFI), nas diferentes datas experimentais, estdo expressos na Tabela 7.

Nas datas experimentais 1, 3, 5, 7, 12, 14, 21, 28, 35, 42, 50, 56, 63, 70, 77 e
100 dias pos-inoculacao (IATF), exames soroldgicos (RIFI) foram realizados, sendo
possivel inferir que no 21° DPIA, a soroconversdo ocorreu apenas de uma fémea
bovina, pertencente ao grupo infectado com taquizoitos de T. gondii, via sémen.
Decorridos 21, 28 e 35 dias pos- inseminacao artificial foi possivel diagnosticar
titulos de 64 e 256. Do 49° ao 56° DPIA foram registrados titulos de 128, e do 63° ao
100° DPIA ocorreu um decréscimo do titulo soroldgico (64), o que significa infeccédo
cronica da sorologia (titulos 1gG anti-T. gondii = 64). Outras trés fémeas
apresentaram titulos sorologicos (64) do D56 até D100, e apenas uma fémea do
grupo submetido a IATF com sémen contaminado por T. gondii ndo apresentou
soroconversdao. Nenhum animal pertencente ao grupo controle apresentou

anticorpos (IgG) contra T. gondii ao longo de todo experimento.
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Tabela 7. Reciprocas soroldgicas obtidas por meio da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em amostras de soros, colhidas
das fémeas bovinas ndo infectados e infectados via sémen com
Toxoplasma gondii (Amostra RH), nas diferentes datas experimentais.
CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil.

Dias experimentais/ Titulos de IgG obtidos pela RIFI
-7 -1 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 100

N°daVaca Grupo

39

1807

2007

GC: Controle

2130

3466

1008 64 256 256 256 128 128 64 64 64 64

64 64 64 64 64

1108

64 64 64 64 64

2018

0813

3462 64 64 64 64 64

GCT: Infectados por Toxoplasma gondii
via IATF (Amostra RH)

* - = Resultados sorolégico negativo para T.gondii

Surtos parasitémicos por T. gondii foram avaliados em todas as vacas
pertencentes aos grupos controle e inoculadas com taquizoitos via sémen. Nenhum
camundongo veio a o6bito no periodo de 42 dias pos-inoculacdo da camada
leucocitéaria, via intraperitoneal. Os mesmo foram eutanasiados e realizado a colheita
do sangue para determinacdo da resposta imune humoral das seguintes datas
experimentais (1, 3, 7, 12, 14, 21, 28, 35, 42, 50, 56, 63, 70, 77 e 100). Apés a
avaliacao da sorologia, pela RIFI nenhum soro testado apresentou reatividade. Por
tanto, ndo foi possivel diagnosticar parasitemia por T. gondii nas vacas

experimentais.
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Ultrassonografia foi realizada em duas datas pré-inseminacéo artificial (-7 e -
1), para determinagao do status reprodutivo das vacas, como presenca de metrites,
cistos, presenca de corpos luteos e, possivel, prenhez. Pelo resultado, direciona-se
o tratamento dessas vacas com dose Unica de prostaglandina (PgFa2) caso fosse
necessario e até mesmo a exclusdo do animal.

No exame ultrassonogréfico, realizado 30 dias apds a inseminacgdo artificial
em tempo fixo, observou-se que trés vacas do grupo C (controle) sémen
criopreservado com glicerol 3% estavam gestantes (60%), enquanto que nas vacas
do grupo CT (sémen criopreservado com DMSO 8% contendo 1x106 taquizoitos de
T. gondii) ndo foi confirmado gestacéo.

Os estudos para pesquisa de T. gondii em tecidos (bioprova) revelaram que
0s camundongos que receberam macerados de retina, musculatura esquelética,
cérebro, figado e linfonodos mesentéricos apresentavam anticorpos (IgG) anti- T.
gondii (Tabela 9).

Os resultados referentes a pesquisa nos tecidos colhidos das vacas de DNA
de T. gondii estdo registrados na Tabela 8 e Figura 10. Por meio desta técnica
molecular, foi possivel identificar o DNA do T. gondii em amostras teciduais das
fémeas bovinas do grupo IT (inseminados com sémen contaminado com T. gondii):
vaca n° 2018 (cérebro, retina e musculatura esquelética), vaca n°® 0813 (retina e
musculatura esquelética) e vaca n° 3462 (musculatura esquelética). Apenas uma
vaca (n° 1008) estava negativa para a presenca de T. gondii em todos os tecidos
colhidos (nested PCR).
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Tabela 8. Presenca de Toxoplasma gondii, realizada por meio da Bioprova e nested PCR, em amostras teciduais colhidas das
fémeas bovinas (GC e GCT). CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil.

Tecidos Selecionados/Bioensaio/nested PCR

N° Vacas Grupo
Cérebro Retina Pulméo Figado Baco Linfonodo Mesentérico Muscularura Ovério Utero
39 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
1807* NR NR NR NR NR NR NR NR NR
L
°
2007* § NR NR NR NR NR NR NR NR NR
8
2130* NR NR NR NR NR NR NR NR NR
3466 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Total Bioensaio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total nested PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0813 § Negativo Positivo® Negativo Positivo® Negativo Negativo Positivo® Negativo Negativo
S
©
1008 g Positivo® Positivo® Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo® Negativo Negativo
©
g
1108 é Negativo Positivo® Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo® Negativo Negativo
g
2018 E Positivo® Positivo® Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo® Negativo Negativo
o
(‘D
c
3462 5 Negativo Positivo? Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo® Negativo Negativo
Total Bioensaio 1 3 0 1 0 0 2 0 0
Total nested PCR 1 2 0 0 0 0 4 0 0

NR- Néo Realizado

Positivo® RIFI 21:64 bioensaio dos tecidos incoulados em camundongos
Positivo’- nested PCR

Negativo

*- Vacas prenhas
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Figura 10. Aliquotas de 10uL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com
2uL de solugdo de azul de bromofenol e submetidas a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,5% em tampao tris-borato-EDTA (TBE) 1x,
adicionado de 1uL/10mL de Sybr Safe (Life Technologies). A corrida foi
realizada inicialmente a 80V por 60 minutos. Apés a corrida o produto da
amplificagéo foi visualizado em sistema de foto documentacdo digital,
Sistema Gel-Doc it18, sob luz ultra-violeta e fotografado. (Continua..)

ld +RH 1008 1008 1008 1008 1008 1008 1008 1008 1008 2018 2018 2018 2018 2018 2018 2018 2018 2018
50 C R P F B L M u 0 C P R L "M B U o F

pb

Ld
50 1108 1108 1108 13108 1108 1108 1108 1108 0813 0813 0813 0813 o813 0813 0813 039 0813

pb H ™M P ¥ B C L u P 8 R L o C F R U

*Legenda 6rgéaos:

C — Cérebro

R — Retina

P — Pulméo

F — Figado

B — Baco

L — Linfonodo Mesentérico
M — Musculatura esquelética
U - Utero

O - Ovério
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Figura 10. Aliquotas de 10uL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com
2uL de solugdo de azul de bromofenol e submetidas a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,5% em tampao tris-borato-EDTA (TBE) 1x,
adicionado de 1uL/10mL de Sybr Safe (Life Technologies). A corrida foi
realizada inicialmente a 80V por 60 minutos. ApGs a corrida o produto da
amplificagéo foi visualizado em sistema de foto documentacdo digital,

Sistema Gel-Doc it18, sob luz ultra-violeta e fotografado.
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*Legenda 6rgéos:

C — Cérebro

R — Retina

P — Pulméo

F — Figado

B — Bago

L — Linfonodo Mesentérico
M — Musculatura esquelética
U - Utero

O — Ovério



7. DISCUSSAO

No presente estudo, a manutencdo da viabilidade e infectividade dos
taquizoitos de T. gondii foram comprovadas pela bioprova, uma vez que todos os
camundongos desenvolveram toxoplasmose aguda, diagnosticada pelos sinais
clinicos observados (apatia, pelos arrepiados, abdome abaulado e diarreia). A
viruléncia da amostra RH, sabidamente conhecida, ficou comprovada pela
letalidade de 100% dos camundongos, ocorrida dentro de 10 dias apds a
inoculacgao.

As amostras isoladas de T. gondii sdo classificadas quanto a sua
viruléncia, tendo como base a inoculacdo de animais de laborat6rio, comumente
camundongos, com doses conhecidas deste coccidio (WILLIANS et al., 1978).
Segundo JOHNSON (1997), uma amostra é classificada como virulenta quando
a inoculacdo de apenas 1 x 10? taquizoftos vidveis sdo capazes de provocar
toxoplasmose aguda nos camundongos, levando-os a morte em periodo
aproximado de sete dias. DARDE et al (1998), contudo, observaram 100% de
letalidade em camundongos (linhagem “Swiss”) inoculados com apenas 10
taquizoitos da amostra RH cada. Resultados discrepantes foram encontrados
por MITSUKA et a. (1998) que detectaram letalidade apenas com indculo de
3160 taquizoitos por camundongo, utilizando-se da mesma amostra e mesma
linhagem dos animais, com uma média do tempo de sobrevida de 7,8 dias. Estas
diferencas se devem, provavelmente, pelas sucessivas passagens do parasito
em uma mesma espécie animal, o que pode alterar a viruléncia das amostras
(JACOBS et al., 1954). No presente estudo nao foi possivel calcular a dose
infectante efetivamente administrada, devido a perda de taquizoitos viaveis no
decorrer dos procedimentos experimentais, desde a diluicdo do sémen, estresse
térmico decorrentes de refrigeracao, congelacdo e descongelacdo. Ainda assim,
o comportamento do T. gondii, apds criopreservacao, manteve-se dentro do
esperado para uma amostra virulenta do parasito.

Deve-se enfatizar que o parasito manteve-se infectante mesmo no sémen
criopreservado em diluente sem DMSO. Contudo, vale ressaltar que os diluentes
utilizados apresentam, em sua composi¢éo, frutose, gema de ovo e substancias

com acdo crioprotetora, porém, ndo penetrante nas células (WATSON, 1995).
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Em relacdo ao DMSO, sua a¢do se deve as lipoproteinas de baixa densidade.
Em relacdo aos espermatozoides, acredita-se que tais substancias atuem no
aumento da pressdo osmatica do meio circundante, favorecendo o egresso de
agua do meio intracelular e, portanto, reduzindo a probabilidade de formacéo de
grandes cristais de gelo intracelular, os quais culminariam com a lise da célula
(AMANN & PICKET, 1987; GRAHAM, 1995). O efeito crioprotetor descrito pode
ter sido um dos contribuintes para a manutencdo da viabilidade dos taquizoitos
de T. gondii apés criopreservacao.

LIN et al., (1995) compararam a acao de diferentes temperaturas de
armazenamento (-20 °C, -60 °C e -196 °C - nitrogénio liquido) e de dois
crioprotetores, glicerol e DMSO, na viabilidade e infectividade do T. gondii
(amostra RH). Dentre todas, as melhores combinacdes foram a utilizacdo de
DMSO e armazenamento em nitrogénio liquido (apdés congelamento gradual), o
que proporcionou isolamento de taquizoitos viaveis mesmo apds oito anos de
armazenamento, sendo a viruléncia do parasito mantida, causando 100% de
letalidade nos camundongos entre duas e trés semanas.

No presente estudo, todos os camundongos inoculados com taquizoitos
apresentaram soroconversdo, tanto para IgM quanto para 1gG. Este fato,
contudo, difere em relacdo a outros autores, que utilizaram taquizoitos “frescos”
da mesma amostra "RH”. CUNHA et al. (2004) inocularam 20 camundongos
com dose infectante de 1 x 10° taquizoitos por animal, obtendo 100% de
letalidade no 9° DPI (média de sobrevida igual a 7,7 dias). Todos estes animais
apresentaram-se negativos ao exame sorolégico (RIFI), utilizando-se do mesmo
ponto de corte do presente experimento (1264). GUIMARAES (2008) inoculou 18
camundongos com 1 x 10? taquizoitos por animal, obteve 100% de letalidade em
média (6° DPI), sendo que nenhum dos animais apresentou anticorpos (classe
IgG) a RIFI. Utilizando amostra avirulenta e cistogénica “ME-49”, na mesma
dose infectante, GUIMARAES (2008) e COSTA-SILVA & PEREIRA-
CHIOCCOLA, (2010) conseguiram detectar anticorpos da classe 1gG, pela RIFI,
10 e 14 dias ap0s a infeccéo, respectivamente.

A presencga do Toxoplasma gondii em bovinos no que se refere a eliminagéo

no sémen de touros foi comprovada por SCARPELLI et al., (2009), bem como a
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manutencdo da viabilidade dos taquizoitos em amostras seminais criopreservadas,
confirmada, também, no presente estudo, ressaltando, assim, a infectividade do
parasito para as fémeas bovinas no procedimento via transvaginal. Em relacdo a um
coccideo semelhante, Neospora caninum, importante por ocasionar de abortamento
em vacas, CANADA et al. (2006) inseminaram vacas com sémen criopreservado e
contaminado com taquizoitos do parasito. Entretanto, os animais experimentais ndo
apresentaram soroconversao pelo método de aglutinacdo direta (MAD), a excecao
de uma vaca que apresentou baixos titulos em Udnico dia experimental,
provavelmente por simples estimulo antigénico do parasito no trato reprodutor.
Contudo, vale ressaltar que os autores em questdo contaminaram o sémen apos seu
descongelamento. Como 0s taquizoitos ndo passaram pelo mesmo estresse térmico
dos espermatozoides, resultados e interpretacao possivelmente equivocadas podem
ter sido obtidos.

A reacédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi escolhida para avaliacdo da
resposta humoral das vacas no presente estudo, como teste de diagndéstico de
infeccdo toxoplasmica, apresentando resultados significativos de confiabilidade,
tanto para a espécie humana como para espécies animais, justamente por ser
considerada de facil exequibilidade e boa sensibilidade (ARAUJO et al., 1998).
BEKNER DA SILVA et al., (1994) verificaram que os antigenos de T. gondii parecem
ser comuns a diferentes amostras de protozoarios e apresentam-se
predominantemente na RIFI.

A soroconversao das vacas inseminadas com sémen criopreservado e
contaminados com T. gondii experimentalmente, foi diagnosticada por meio de uma
resposta tardia, com deteccdo de anticorpos aos 21° DPIA em uma vaca e a partir
do 56° DPIA em outras trés vacas. Apenas uma vaca do grupo que recebeu sémen
contaminado ndo apresentou reciprocas de titulos soroldgicos nas diferentes datas
experimentais avaliadas (Tabela 24). Estes resultados diferenciando dos demais
estudos realizados com amostras seminais experimentais e naturalmente infectadas
com T. gondii, em ruminantes e monogastricos que comprovaram resposta humoral
no 5° DPI e 8° DPI (ARANTES et al., 2009 em cées; MOURA et al., 2007 em suinos;
SCARPELLI et al., 2009; COSTA et al., 2011 em bovinos; LOPES et al., 2009 em

ovinos; SANTANA et al., 2013). Realizando estudo com monta natural em caprinos
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machos positivos para T. gondii, inoculados via subcutanea com 1x 10° taquizoitos e
2 x10° oocistos e comprovada eliminacdo via sémen, Santana et al., (2014)
verificaram que o0s animais apresentaram soroconversao do 14° DPI e 28° DPI. As
fémeas submetidas a monta natural com esses reprodutores apresentaram
soroconversdo no sexto dia pés-monta pelo ELISA-teste (SANATANA et al., 2014).
Esta discrepancia sorolégica, deve-se, principalmente, pelo fato dos animais terem
sido infectados artificialmente com oocistos e taquizoitos de T. gondii, 0 que
possibilitou a eliminacdo do parasito No presente estudo, amostras seminais depois
de colhidas foram diretamente contaminadas com T. gondii, as durante o processo
de criopreservacédo com adicado de estreptomicina para inseminacao artificial.

SERRANO-MARTINEZ et al., (2006), por sua vez, compararam a resposta de
vacas e novilhas frente a inseminacédo artificial com sémen contaminado com
diferentes quantidades de taquizoitos de N. caninum (1 x 10, 5 x 10% 5 x 10* e 5 x
10°). Em relacdo as vacas, apenas uma, inseminada com sémen contendo a maior
concentracdo do parasito, apresentou soroconversdo. Em se tratando de novilhas,
contudo, com excecéo do controle e das inseminadas com sémen contendo 1 x 102
taquizoitos, nos demais grupos, pelo menos um animal apresentou tanto parasitemia
quanto soroconversdo no 42°, 56° e 63° pods-inseminacao artificial, configurando a
inseminacao artificial como via de transmisséo da neosporose bovina.

A cuva de IgG observada neste experimento (Tabela 24) teve inicio no 21°
DPIA em apenas uma vaca experimental (64) alcancando o pico maximo (256) nos
dias 21°, 28° e 35° DPI. Posteriormente, ocorreu declinio sorolégico nas datas
subsequentes até a cronificacdo (64) a partir do 63° DPIA até 100° DPIA. Outras trés
vacas experimentais soro converteram a partir do 56° DPIA (64) e mantiveram este
indice até o 100° DPIA. Vale ressaltar que a resposta imune humoral (nas cinco
fémeas inseminadas com sémen contaminado com T. gondi) mantiveram-se
elevados do 21° ao 56°, decrescendo posteriormente. Estes achados corroboram
com os relatados por SHARMA & SHIMIZU (1974), citados por DUBEY (1986) e
SCARPELLI et al, (2009). Os autores relataram que anticorpos relacionados a
infeccéo cronica (IgG) apresentam a capacidade de se manterem “ativos” por longo

periodo (de 70° a 100° no presente trabalho), quando comparados com as
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imunoglobulinas de classe IgM, identificadas apenas nas primeiras semanas apos
infeccéo.

Os valores das reciprocas soroldgicas anti-T. gondii em bovinos naturalmente
infectados, utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI) do presente
estudo, harmonizam com os niveis de prevaléncia em bovinos nos quais os titulos
mais frequentes foram 128 (80,10%) e 256 (73,94%). Cerca de 98% dos bovinos
apresentaram titulacbes menores ou iguais a 1024, o que possibilita inferir a
infeccdo crbnica da doenca e eventuais presencas de cistos teciduais (MARANA et
al., 1995; GARCIA et al.,, 1999; SANTOS et al.,, 2009). COSTA et al. (2010)
inoculando oocistos em vacas, diagnosticaram frequéncias de titulos sorolégicos que
variaram reciprocas de 64, 128, 256 e 1024 do nas diferentes datas experimentais
avaliadas 8° e 211° dias pd6s-inoculacéo.

LUCIANO et al., (2011), examinando 459 amostras de soro bovino colhidas
em frigorificos no Rio de Janeiro detectaram anticorpos IgG anti-T. gondii em 1,96%,
observando o mesmo padrdo de titulos sorolégica 64 e 256 caracteristico de
infeccédo crénica.

E relevante ressaltar que em algumas datas experimentais, a temperatura
retal, frequéncia cardio/respiratéria € movimentos ruminais, em animais ambos
grupos, apresentaram algumas alteracdes, justificadas pelo stress decorrido no
momento de conten¢do dos animais.

Os principais sinais clinicos, observados em bovinos por Costa et al., (1977),
no Brasil foram: hipertermia, distarbios respiratorios, descargas ocular e nasal,
hiperemia de conjuntiva e anorexia. Em contraposicdo ao presente estudo, todos 0s
animais (grupo controle e grupo contaminado com T. gondii) apresentaram
alteracdes em seus parametros fisioldgicos, com variada intensidade, provavelmente
em decorréncia do manejo das vacas (Bos taurus x Bos indicus) e submissdo ao
protocolo hormonal realizado na inseminacéo artificial em tempo fixo. Esses valores
sdo confirmados pela estatistica (P>0,05) realizada, possibilitam que bovinos e
bubalinos sao resistentes a infeccéo, pois soroconvertem e dificiimente manifestam
sinais clinicos, ou seja, é susceptivel a infeccéo, porém resistente a doenca induzida
por T. gondii (DUBEY, 1986; MEGID, RIBEIRO, PAES, 2016).
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OLIVEIRA, COSTA, SABATINI (2001) registraram em bovinos inoculados
com 2 x 10° oocistos de T. gondii (amostra “P”) hipertermia, taquicardia e dispneia,
diferentemente do grupo controle. SCARPELLI et al. (2009) também verificou
hipertermia em Bos taurus e Bos indicus apdés 16 dias pos-inoculagédo
independentemente das amostras “P” e “RH” utilizadas e as formas evolutivas do T.
gondii. Dubey (1983) e Esteban Redondo et al. (1999) reportaram hipertermia em
bovinos infectados experimentalmente com T. gondii, do 2° ao 7° e 5° ao 8° dias pos
inoculacao, respetivamente.

Na infeccdo experimental de B. indicus e B. taurus com oocistos de T. gondii,
observou-se que os taurinos apresentaram sintomatologia mais grave do que 0s
zebuinos (OLIVEIRA; COSTA; SABATINI, 2001). A auséncia de parasitemia nas
vacas do presente estudo pode estar relacionada ao fato destes animais serem
cruzados (Bos taurus x Bos indicus) com predominancia de caracteristicas das racas
zebuinas. Parasitemia foi observada por outros autores.

A via de infeccdo, fase evolutiva do T. gondii utilizada e a quantidade do
inoculo parece nao ter influenciando significativamente (P>0,05) os resultados dos
exames hematoldgicos entre os dois grupos experimentais, as maiores alteracdes
ocorreram do 1° ao 28°DPI, como leucocitose seguida de neutrofilia. A explicacao
para esses resultados em ambos os grupos, pode-se justificar pelo manejo diério,
pela administracdo de horménios inerentes ao protocolo de IATF e pelo fato do
horério matinal das colheitas das amostras de sangue, outro fator € que comumente
ocorre é a leucocitose fisiolégica € comum principalmente, em animais jovens com
disturbios emocionais e fisicos (JAIN, 1993; MCDONALD'’S, 2003).

A partir do 35° DPIA as vacas de ambos os grupos nao apresentaram tais
alteracdes e apenas as trés vacas do grupo controle, comprovadamente gestantes,
apresentaram leucocitose com linfocitose e neutrofilia. Tais valores, entretanto,
foram estabilizando até o final do estudo (100° DPIA). Os valores médios
hematoldgicos estiveram dentro dos parametros de normalidade para as espécies
Bos taurus e Bos indicus estudadas por OLIVEIRA; COSTA; SABATINI, (2001),
tendo os zebuinos valores mais brandos de altera¢cées hematoldgicas que taurinos.

Estes autores diagnosticaram, também, leucocitose no 14°, 21°, 35° e 63° DPIA.
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DUBEY (1992) isolou T. gondii da parede intestinal de uma fémea bovina
adulta. Uma das principais dificuldades na deteccdo de T. gondii em tecidos de
bovinos é a limitacéo do tamanho da amostra examinada. E possivel que o parasito
possa estar presente em partes de tecidos e um resultado negativo de qualquer
amostra nao significa necessariamente que todo o tecido esteja livre do parasito
(ESTEBAN-REDONDO et al., 1999). Na inoculacado experimental de reprodutores
jovens com T. gondii foi isolado pelo bioensaio e PCR convencional, no figado, baco,
retina, cérebro, pulméo, ganglios linfaticos, testiculos, musculatura esquelética e
vesicula seminal (SCARPELLI et al., 2009). Resultados semelhantes em bovinos
haviam sido encontrados por SANGER et al., (1953), JACOB et al., (1961), WORK,
(1967), CATAR et al., (1969).

No presente estudo, T. gondii foi diagnosticado, pelos seguintes tecidos das
vacas: retina, musculatura esquelética, cérebro, figado e linfonodo mesentérico. Pela
nested PCR, o parasitismo tissular restringiu-se a retina, cérebro e musculatura
esquelética. Portanto, pela bioprova diagnosticou-se e apresentou positividade em
maior quantidade de érgaos e que a extracdo pode conter uma baixa quantidade de
DNA do parasito. Tal fato pode interferir ou ser insuficiente para visualizar a
amplificacdo de 260/280 bps no gel de eletroforese, amplificadas com solucdo de
azul de bromofenol. A possibilidade do T. gondii estar presente nhas mesmas nao
pode ser descartado, jA que sdo necessarios 500ng de DNA
“gendmico”(hospedeiro/parasito) por reacdo. Os mesmos resultados harmonizam
com os dados obtidos das amostras “RH”, "VEG” e "ME-49” de tecidos de
predilecao para T. gondii (cérebro, diafragma, baco, rins, figado, coracdo, musculo,
Gtero, ovario e placenta), obtidos em fémeas de pequenos ruminantes caprinos e
ovinos, respectivamente, onde a bioensaio apresentou maior sensibilidade do que a
PCR (SILVA et al., 2014 e SANTOS et al., 2016). Alguns autores recomendam que a
técnica da PCR possa ser um método vantajoso, quando consorciado a outro meio
de diagndstico (STEUBER et al., 1995; ELLIS, 1998).

HITT & FILICE, (1992) afirmaram que, apesar de apresentar uma praticidade
minima laboratorial, a eficacia do bioensaio no isolamento de T. gondii € muito maior

em relacdo a técnica de PCR. Esta conclusdo também foi comprovada por
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ESTEBAN REDONDO et al., (1999), quanto ao isolamento deste protozoario em
ovinos e bovinos.

Deste modo, o diagnéstico por PCR reforca os achados da bioprova e
evidencia que esta técnica pode ser uma ferramenta auxiliar no diagnoéstico da
infeccdo toxoplasmica (BURG et al., 1989).

Novos estudos devem ser realizados para avaliar com que frequéncia esse
método de transmissdo ocorra “no campo” e como isso impactaria. De qualquer
maneira os resultados obtidos confirmam a transmisséo de T. gondii por meio da
IATF utilizando sémen criopreservado e contaminado por taquizoitos do protozoario

em questao.
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8. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos, por meio do delineamento experimental utilizado, as

seguintes inferéncias puderam ser extraidas.

a-) A presenca de agentes crioprotetores no diluente utilizado para
criopreservacédo seminal, ndo interferiu na manutengao da viabilidade de T. gondii,

durante, pelo menos, 24 horas de criopreservagéo.

b-) A infeccéo toxoplasmica das vacas inseminadas com sémen contaminado,
ficou comprovada pela soroconversao, ou seja, pela producdo de anticorpos contra

este protozoério (RIFI).

c-) O parasitismo tissular por Toxoplasma gondii foi diagnosticado nas vacas
inseminadas com sémen contendo deste coccideo, por meio do bioensaio e nested
PCR, o que reforca, ainda mais, a presenca de infeccao toxoplasmica transmitida
pela IATF.

d-) Por tanto, os resultados inéditos obtidos, possibilitam inferir que sémen
criopreservado com DMSO 8%, contendo T. gondii, pode transmitir este protozoario
a vacas artificialmente inseminadas (IATF), ou seja, a IATF pode constituir um fator

de disseminac¢éo da toxoplasmose em rebanhos bovinos.
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Tabela 9. Valores de referéncia para a espécie bovina (adultos).

Parametros Unidade Valores de referéncia
Temperatura retal Celsius (°C) 37,8 a 39,2°C?
Frequéncia cardiaca Batimentos por minuto (bpm) 60 a 80*
24 a 36"
Frequéncia respiratoria  Movimentos por minuto (mpm) 5
10a 30
Movimentos ruminais Movimentos/3 minutos l1a3!
Parametros Unidade Valores de referéncia®
Eritrograma
Hemaécias 10°/uL 5,0-10
Hemoglobina g/dL 8,0-15,0
Hematocrito % 24 - 46
VCM fL 40 - 60
HCM Py 11 - 17
CHCM % 30-36
Leucograma
Leucdcitos uL 4.000 — 12.000
Neutrofilos bastonetes uL 0-120
% 0-2
Neutréfilos segmentados uL 600 - 4000
% 15 - 45
Eosindfilos uL 0 - 2400
% 0-20
Basodfilos uL 0 - 200
% 0-2
Mondcitos uL 25 - 840
% 2-7
Linfocitos uL 2500 - 7500
% 45 - 75
Contagens de plaquetas 10%uL 200 - 600

'FEITOSA, (2014).
’DIRKSEN, (1993).
SFELDMAN, ZINKL, JAIN, (2000).
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Tabela 10. Resultados das comparacdes multiplas dos parametros clinicos aferidos
em fémeas bovinas pertencentes aos dois grupos experimentais.
CPPAR/FAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil.

parametros Clinicos Perfodo Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padrées® _
Experimental GC: Controle GT: Infectado Toxoplasma gondii
1 38,88 + 0,43 Aa 38,54 + 0,57 Aa
3 38,80 + 0,46 Aa 38,76 + 0,44 Aa
. 5 38554 + 0,53 Aa 38,68 + 0,67 Aa
5 7 38,66 + 0,51 Aa 38,50 + 0,46 Aa
< 12 38,92 + 0,54 Aa 38,84 + 0,40 Aa
= 14 38,64 + 048 Aa 38,36 + 0,24 Aa
o 21 38,68 + 0,54 Aa 38,54 + 0,38 Aa
g 28 39,00 + 0,58 Aa 38,56 + 0,31 Aa
= 35 38,68 + 0,47 Aa 38,56 + 0,43 Aa
] 42 38,66 + 0,49 Aa 38,60 + 0,34 Aa
€ 49 38,66 + 0,49 Aa 38,60 + 0,34 Aa
2 56 3878 + 041 Aa 38,46 + 0,44 Aa
63 38,78 + 0,48 Aa 38,70 + 0,21 Aa
70 38,90 + 0,64 Aa 39,04 + 047 Aa
77 38,72 + 0,61 Aa 39,18 + 0,40 Aa
1 67,60 + 6,07 Ad 68,00 + 10,95 Ad
3 76,80 + 18,63 Abcd 62,80 + 18,58 Ad
5 93,20 + 9,12 Aa 93,60 + 4,56 Aa
% 7 93,60 + 10,81 Aabc 91,60 + 15,39 Aab
] 12 85,60 + 13,45 Aabc 88,80 + 6,57 Aab
o 14 94,40 + 17,57 Aa 87,20 + 7,16 Aab
S 21 76,80 + 7,69 Abcd 84,80 + 593 Aab
g 28 83,20 + 9,86 Aabcd 82,40 + 5,18 Aab
j= 35 74,00 + 14,97 Acd 70,40 + 12,12 Acd
e 42 93,60 + 14,59 Aa 85,60 + 10,04 Aab
o 49 94,80 + 12,93 Aa 87,20 + 10,35 Aab
= 56 86,40 + 16,64 Aabc 80,80 + 3,35 Abc
63 89,60 + 3,29 Aabc 87,60 + 7,27 Aab
70 95,20 + 14,25 Aab 94,00 + 6,63 Aa
77 90,40 + 10,53 Aa 88,40 + 10,43 Aab
1 34,00 + 17,20 Aab 27,80 + 14,91 Aa
3 44,00 + 13,93 Aa 27,20 + 11,01 Aa
. 5 36,40 + 13,45 Aab 28,80 + 13,90 Aa
T 7 37,60 + 5,37 Aab 29,40 + 17,08 Aa
© 12 37,20 + 11,45 Aab 35,20 * 16,59 Aa
g 14 3520 + 6,57 Aab 30,40 + 9,63 Aa
& 21 34,80 + 10,16 Aab 27,20 + 8,67 Aa
2 28 29,60 + 4,56 Ab 24,00 + 4,00 Aa
g 35 32,00 + 4,90 Aab 26,80 + 2,68 Aa
& 42 30,40 + 7,27 Ab 27,20 + 9,96 Aa
% 49 31,60 + 6,99 Aab 22,80 + 3,35 Aa
= 56 31,20 + 11,10 Aab 22,00 + 7,48 Aa
63 3440 + 9,21 Aab 28,80 + 7,69 Aa
70 40,80 + 11,80 Aab 27,20 + 593 Aa
77 34,40 + 10,04 Aab 2440 + 899 Aa
1 1,40 + 0,55 Aab 1,60 + 055 Aab
3 1,00 + 0,00 Ab 1,40 + 0,55 Aab
5 1,00 + 0,00 Ab 1,40 + 0,55 Aab
¥ 7 1,20 + 0,45 Aab 1,60 + 0,55 Aab
El 12 1,60 + 0,55 Aab 1,60 + 055 Aab
£ 14 1,60 + 0,55 Aab 1,80 + 0,45 Aab
3 21 1,40 + 0,55 Aab 1,60 + 0,55 Aab
@ 28 1,20 + 0,45 Aab 1,20 + 0,45 Ab
£ 35 1,40 + 0,55 Aab 1,40 + 0,55 Aab
£ 42 1,40 + 0,55 Aab 1,60 + 055 Aab
B 49 1,80 + 045 Aa 1,60 + 055 Aab
= 56 1,80 + 045 Aa 1,80 + 0,45 Aab
63 1,60 + 0,55 Aab 2,00 + 0,00 Aa
70 1,60 + 0,55 Aab 2,00 + 0,00 Aa
77 1,40 + 055 Aab 1,60 + 055 Aab

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitcula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t* ou Kruskal-Wallis** (p=0,05)
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Tabela 11. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pré-inseminacéo artificial (D-1); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pré-inseimagdo artificial em tempo fixo (IATF)-D-1

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo
i (" 0 infilos (% ilos (¥ infocitos (¢ beitos (¢ (
bovino Hemécias Hemoglobina Hematéciito oM () HOM (69 CHCM  Leuccitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) l\:)lllgt;ireot::
/mm2 ldl % fdl *Imm?
ba0mme) - (gld) ) @) 0mm e % e % 0 % w0 % 0%mm® % 1o (10%/mm?)
3466 75 11,0 415 56,0 147 265 139 0,0 0,0 350 49 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 83 50 0,7 202,0
]
1807 ° 75 97 38,0 51,0 13,0 254 108 0,0 0,0 60,0 6,5 0,0 0,0 0,0 0,0 32,0 35 8,0 09 521,0
39 é 10,1 11,0 41,7 41,0 10,9 26,3 18,9 0,0 0,0 40,0 7,6 2,0 0,4 0,0 0,0 58,0 11,0 0,0 0,0 309,0
2130 8 12,0 11,7 46,5 39,0 97 251 236 0,0 0,0 25,0 59 2,0 12 0,0 0,0 700 165 0,0 0,0 209,0
2007 95 122 45,9 48,0 127 265 139 0,0 0,0 45,0 6.3 0,0 0,0 0,0 0,0 55,0 7,6 0,0 0,0 672,0
Média 93 11 42,7 47,0 122 26,0 16,2 0,0 0,0 41,0 6,2 08 03 0,0 0,0 55,0 94 2,6 03 382,6
Desvio 19 09 35 7,0 19 0,7 5,0 0,0 0,0 12,9 1,0 11 05 0,0 0,0 14,0 438 37 0,4 206,8
Minimo 75 97 38,0 39,0 9,7 251 10,8 0,0 0,0 25,0 49 0,0 0,0 0,0 0,0 32,0 35 0,0 0,0 202,0
Maximo 12,0 122 46,5 56,0 147 265 236 0,0 0,0 60,0 76 2,0 12 0,0 0,0 700 165 8,0 09 672,0
2018 g g 8,7 10,2 388 44,0 11,7 263 159 00 0,0 37,0 59 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 95 30 05 356,0
on
1008 ¢ g 9,6 115 446 46,0 12,0 259 115 0,0 0,0 45,0 52 5,0 0,6 0,0 0,0 45,0 52 50 0,6 3130
T
3462 g = % 8,0 8,8 34,4 43,0 111 25,7 16,2 0,0 0,0 30,0 438 0,0 0,0 0,0 0,0 70,0 113 0,0 0,0 358,0
[ e
813 T § 76 87 343 45,0 114 25,0 10,2 0,0 0,0 34,0 35 4,0 04 0,0 0,0 60,0 6,1 2,0 0,2 623,0
.. O
1108 B F 81 73 283 35,0 9,0 258 11,8 0,0 0,0 52,0 6,1 1,0 01 0,0 0,0 45,0 53 2,0 0,2 405,0
Média 8,4 93 36,1 42,6 11,0 257 131 0,0 0,0 39,6 51 2,0 0,2 0,0 0,0 56,0 75 24 03 411,0
Desvio 08 16 6,1 44 12 05 2,7 0,0 0,0 8,8 11 23 03 0,0 0,0 10,8 2,8 18 0,2 122,9
Minimo 76 73 283 35,0 9,0 25,0 10,2 0,0 0,0 30,0 35 0,0 0,0 0,0 0,0 45,0 52 0,0 0,0 3130

Maximo 9,6 115 446 46,0 12,0 26,3 16,2 0,0 0,0 52,0 6,1 5,0 0,6 0,0 0,0 70,0 11,3 5,0 0,6 623,0
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Tabela 12. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D1); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimacdo artificial em tempo fixo (IATF)-D1

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo
bovino Hemécias Hemoglobina Hematcrito CHCM  Leuccitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) Nimero de
i) (gld) ) VCM (fm?) HCM (pg) @d)  o%mm) " ., ) - ) P ST . . plaguetas
( 10°/mm % 10°/mm % 10°/mm %  10°/mm %  10°/mm %  10°/mm (10°"/mm?)
3466 75 11,0 40,9 55,0 14,7 26,9 138 0,0 0,0 45,0 6,2 00 0,0 0,0 0,0 45,0 6,2 10,0 14 308,0
1807 é 71 98 36,1 51,0 138 27,2 98 1,0 0,1 34,0 33 30 0,3 0,0 0,0 60,0 59 2,0 0,2 524,0
39 é 10,1 11,0 417 41,0 10,9 26,3 18,9 0,0 0,0 69,0 10,7 0,0 0,0 0,0 0,0 34,0 6,1 6,0 11 3740
2130 8 10,8 111 41,6 38,0 10,3 26,8 159 0,0 0,0 37,0 59 0,0 0,0 0,0 0,0 62,0 9,6 1,0 0,2 223,0
2007 98 11,3 51,2 45,0 13,2 258 14,1 0,0 0,0 40,0 5,6 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 8,5 0,0 0,0 580,0
Média 91 10,8 423 46,0 12,6 26,6 145 0,2 0,0 45,0 6,4 0,6 0,1 0,0 0,0 52,2 72 38 0,6 4018
Desvio 17 0,6 55 7,0 19 0,6 33 04 0,0 14,0 2,7 13 0,1 0,0 0,0 12,3 1,7 41 0,6 148,5
Minimo 71 98 36,1 38,0 10,3 258 98 0,0 0,0 34,0 33 0,0 0,0 0,0 0,0 34,0 59 0,0 0,0 223,0
Maximo 10,8 11,3 51,2 55,0 147 2712 189 1,0 01 69,0 10,7 30 03 0,0 0,0 62,0 96 10,0 14 580,0
2018 g g 88 10,3 38,5 44,0 11,7 26,8 155 0,0 0,0 45,0 7,0 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 78 5,0 08 638,0
1008 Z é 9,2 11,6 42.6 46,0 12,7 27,3 10,8 1,0 0,1 47,0 51 1,0 0,1 0,0 0,0 51,0 55 0,0 0,0 301,0
3462 % %g 8,6 9,2 36,0 42,0 10,8 25,7 173 0,0 0,0 28,0 48 8,0 14 0,0 0,0 62,0 10,7 2,0 04 397,0
813 T5 72 8,3 325 45,0 115 255 12,0 0,0 0,0 49,0 59 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 6,0 1,0 0,1 840,0
1108 6 S 77 72 26,8 35,0 94 27,0 132 0,0 0,0 50,0 6,6 1,0 01 0,0 0,0 49,0 6,5 0,0 0,0 803,0
Média 83 93 B35 424 11,2 265 138 0,2 0,0 438 59 2,0 03 0,0 0,0 524 73 16 0,2 595,8
Desvio 08 17 51 44 1,2 08 2,6 04 0,0 9,0 0,9 34 0,6 0,0 0,0 5,4 2,1 2,1 0,3 240,2
Minimo 72 7.2 26,8 350 9,4 255 10,8 0,0 0,0 28,0 48 00 0,0 0,0 0,0 49,0 55 0,0 0,0 301,0

Maximo 9,2 11,6 385 46,0 12,7 27,3 17,3 10 0,1 50,0 7,0 8,0 14 0,0 0,0 62,0 10,7 50 0,8 840,0
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Tabela 13. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D3); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimacdo artificial em tempo fixo (IATF)-D3

Nimero Eritrograma Leucograma Plaquetograma
do Grupo :
bovino Herrelécias Hemoglobina. Hematécrito oM (9 KO ) CHCM  Leuctcitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosingfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) '\:)lljargireot::
bavmm?) - (gt) ) (gd)  (otme) g, 10mm* % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® (10%mme)
3466 72 10,3 393 54,0 14,2 26,1 13,0 0,0 0,0 32,0 42 0,0 00 0,0 0,0 66,0 8,6 2,0 03 191,0
1807 é 6,7 8,8 337 50,0 131 26,1 9.2 0,0 0,0 36,0 33 4,0 04 0,0 0,0 60,0 6,5 00 00 664,0
39 g 8,8 9,2 35,6 41,0 10,5 259 174 0,0 0,0 72,0 125 0,0 00 0,0 0,0 25,0 4.4 3,0 05 468,0
2130 8 10,7 11,0 413 39,0 10,3 26,6 19,7 0,0 0,0 50,0 9,9 2,0 04 0,0 0,0 46,0 91 2,0 04 320,0
2007 8,8 114 41,4 47,0 13,0 21,6 13,4 0,0 0,0 48,0 6,4 10 01 0,0 0,0 50,0 6,7 10 01 843,0
Média 8,4 101 38,3 46,2 12,2 26,5 14,5 0,0 0,0 47,6 73 14 02 0,0 0,0 49,4 7,0 16 03 497,2
Desvio 16 11 35 6,2 17 0,7 41 0,0 0,0 15,6 39 17 02 0,0 0,0 158 19 11 02 261,4
Minimo 6,7 88 33,7 39,0 10,3 259 9,2 0,0 0,0 32,0 33 0,0 0,0 0,0 0,0 25,0 44 0,0 00 191,0
Maximo 10,7 11,4 414 54,0 14,2 21,6 19,7 0,0 0,0 72,0 12,5 4,0 04 0,0 0,0 66,0 91 30 05 843,0
2018 g g 93 10,9 40,7 44,0 11,7 26,8 171 0,0 0,0 43,0 74 2,0 04 0,0 0,0 55,0 9,4 0,0 00 509,0
1008 Z é 81 10,4 37,4 46,0 128 21,7 10,3 0,0 0,0 39,0 4,0 10 01 0,0 0,0 59,0 6,1 10 01 490,0
3462 % %E 76 88 32,2 42,0 116 21,3 19,2 0,0 0,0 49,0 9,4 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 9,6 10 02 4740
813 Tt g 6,8 8,0 30,0 44,0 118 26,6 12,7 0,0 0,0 55,0 7,0 0,0 0,0 0,0 0,0 45,0 57 0,0 00 450,0
1108 6 S 78 70 26,7 34,0 9,0 26,2 16,2 0,0 0,0 32,0 52 10 02 0,0 0,0 65,0 10,5 2,0 03 927,0
Média 79 9,0 334 42,0 114 26,9 15,1 0,0 00 436 6,6 08 01 00 00 54,8 83 08 01 570,0
Desvio 09 1,6 5,6 47 14 0,6 3,6 0,0 0,0 89 2,1 0,8 0,1 0,0 0,0 78 2,2 0,8 01 200,7
Minimo 6,8 70 26,7 34,0 9,0 26,2 10,3 0,0 0,0 32,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 45,0 57 0,0 00 450,0

Méaximo 93 10,9 40,7 46,0 128 21,7 19,2 0,0 0,0 55,0 9,4 2,0 04 0,0 0,0 65,0 10,5 2,0 03 927,0
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Tabela 14. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D5); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagéo artificial em tempo fixo (IATF)-D5

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo -
bovino Hen;écias Hemoglobina Hematéciito oM () HOM (69 CHCM Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfacitos (%) Moncitos (%) h‘l)l:;ig:se
(A0%mme) - (g/d) %) O Iy e % e % i % 0% % 0 % 10’ (0%mm)
3466 7,6 10,6 41,5 55,0 13,9 255 11,8 1,0 01 37,0 4,4 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 71 2,0 0,2 425,0
1807 § 75 10,0 38,1 51,0 13,2 26,2 95 0,0 0,0 31,0 29 0,0 0,0 0,0 0,0 67,0 6,4 2,0 0,2 617,0
39 é NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR** NR**
2130 8 11,2 11,3 434 39,0 10,1 26,0 16,3 0,0 0,0 38,0 6,2 0,0 0,0 0,0 0,0 620 101 0,0 0,0 261,0
2007 97 119 46,0 48,0 123 258 143 0,0 0,0 47,0 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 72 30 04 362,0
Média 9,0 11,0 423 483 12,4 259 130 03 00 383 51 00 00 0,0 00 59,8 77 18 02 416,3
Desvio 18 08 33 6,8 17 03 30 05 01 6,6 17 00 00 00 00 71 17 13 02 149,9
Minimo 75 10,0 381 39,0 101 255 95 0,0 0,0 31,0 2,9 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 64 0,0 0,0 261,0
Méximo 11,2 11,9 46,0 55,0 139 262 16,3 1,0 01 47,0 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0 670 101 30 04 617,0
08 ¢ 8,6 10,0 34 430 116 26,8 121 00 00 50,0 6.1 30 04 00 00 45,0 54 2,0 03 603,0
1008 2 g 9,0 11,0 419 47,0 123 263 12,0 0,0 0,0 69,0 83 1,0 01 0,0 0,0 30,0 36 0,0 0,0 422,0
3462 E g’g 89 95 374 42,0 10,8 255 17,1 0,0 0,0 60,0 10,3 0,0 0,0 0,0 0,0 32,0 55 8,0 14 651,0
813 “E §, 6,6 75 29,9 45,0 11,3 25,0 14,3 0,0 0,0 47,0 6,7 30 0,4 0,0 0,0 49,0 7,0 1,0 01 288,0
1108 5 F 78 70 213 35,0 9,0 257 18,2 0,0 0,0 330 6,0 2,0 04 00 00 620 113 30 06 946,0
Média 8,2 9,0 348 424 11,0 259 14,7 0,0 00 51,8 75 18 0,3 0,0 0,0 43,6 6,6 2,8 05 582,0
Desvio 1,0 17 6,0 46 12 07 28 0,0 00 136 18 13 02 0,0 00 131 29 31 06 249,9
Minimo 6,6 70 213 35,0 9,0 250 12,0 0,0 0,0 330 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 300 36 0,0 00 288,0

Maximo 9,0 11,0 419 47,0 12,3 26,8 18,2 0,0 0,0 69,0 10,3 30 04 0,0 0,0 62,0 113 8,0 14 946,0
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Tabela 15. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D7); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagdo artificial em tempo fixo (IATF)-D7

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo
i - ' L - 9 9 indfilos (9 ilos (9 infécitos (9 Gcitos (% Nimero de
bovino Hemécias  Hemoglobina_Hematocrito oM (i) HOM (53 CHCM  Leuchoiios  Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfdcitos (%) Mondcitos (%) plljaquetas
Bimm? | % | Imm?
(0'mm?) - (gid) (%) @d) (0T g 10%mm® % 10%mm® % 10%mm* % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm®  (20%mme)
3466 9,4 10,6 515 55,0 113 20,6 14,2 10 0,1 29,0 41 0,0 0,0 0,0 0,0 65,0 9,2 5,0 0,7 352,0
0]
1807 ° 8,4 8,9 421 50,0 10,7 21,2 12,7 0,0 0,0 19,0 2,4 2,0 0,3 0,0 0,0 79,0 10,0 0,0 0,0 685,0
39 é 117 101 485 42,0 8,6 20,8 22,5 0,0 0,0 28,0 6,3 0,0 0,0 0,0 0,0 70,0 15,8 2,0 0,5 592,0
2130 8 152 121 59,7 39,0 79 20,2 23,0 0,0 0,0 68,0 15,6 4,0 0,9 0,0 0,0 28,0 6,4 0,0 0,0 387,0
2007 9,9 108 49,9 45 112 23,6 16,2 0 0 44 7,12 0 0 0 0 55 8,91 1 0,17 420
Média 10,9 10,5 50,3 46,2 99 21,3 177 0,2 0,0 37,6 71 12 0,2 0,0 0,0 59,4 10,1 16 0,3 487,2
Desvio 2,7 12 6,3 6,4 16 13 48 0,4 0,0 19,2 51 18 0,4 0,0 0,0 19,6 34 2,1 0,3 1440
Minimo 8,4 8,9 421 39,0 79 20,2 12,7 0,0 0,0 19,0 2,4 0,0 0,0 0,0 0,0 28,0 6,4 0,0 0,0 352,0
Maximo 15,2 121 59,7 55,0 113 23,6 23,0 10 0,1 68,0 15,6 4,0 0,9 0,0 0,0 79,0 15,8 5,0 0,7 685,0
2018 g g 114 10,9 50,1 44,0 9,5 21,7 148 0,0 0,0 62,0 9,2 50 0,7 0,0 0,0 30,0 44 3,0 04 264,0
on
1008 g g 10,7 10,5 49,9 46,0 98 21,1 12,5 0,0 0,0 59,0 74 2,0 0,3 0,0 0,0 35,0 44 4,0 0,5 708,0
T
3462 g;E 119 10,5 50,5 42,0 8,8 20,7 20,4 0,0 0,0 42,0 8,6 0,0 0,0 0,0 0,0 54,0 11,0 4,0 0,8 736,0
00T
813 T 5 8,9 8,3 40,0 45,0 93 20,7 284 0,0 0,0 60,0 17,0 10 0,9 0,0 0,0 36,0 10,2 3,0 0,3 400,0
.. O
1108 '6 [ 10,1 1,7 35,0 350 7,7 22,1 20,1 0,0 0,0 38,0 7,6 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 12,1 2,0 0,4 705,0
Média 10,6 9,6 451 424 9,0 21,3 19,2 0,0 0,0 52,2 10,0 16 0,4 0,0 0,0 43,0 8,4 3,2 0,5 562,6
Desvio 12 15 72 44 0,8 0,6 6,1 0,0 0,0 11,3 40 21 0,4 0,0 0,0 13,2 3,7 0,8 0,2 216,3
Minimo 89 1,7 35,0 350 7,7 20,7 12,5 0,0 0,0 38,0 74 0,0 0,0 0,0 0,0 30,0 44 2,0 03 264,0

Maximo 11,9 10,9 50,5 46,0 98 22,1 284 0,0 0,0 62,0 17,0 5,0 0,9 0,0 0,0 60,0 121 4,0 08 736,0
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Tabela 16. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéao artificial (D12); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagéo artificial em tempo fixo (IATF)-D12

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo
bovino Hemécias Hemoglobina Hematéciito CHCM  Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) Nimero de
ddmm) (g % VCM (fm¥) HCM (pg) e R . S P T T — plaqauetas
b 10°/mm % 10"/mm % 10°7/mm %  107/mm %  10°/mm %  107mm (10°/mm3
3466 91 11,0 50,2 55,0 121 22,0 20,4 0,0 0,0 34,0 6,9 0,0 0,0 0,0 0,0 64,0 131 2,0 04 107,0
1807 é 84 9,3 429 51,0 11,0 21,7 12,7 0,0 0,0 28,0 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 70,0 8,9 2,0 0,3 661,0
39 é 115 10,5 4738 42,0 91 219 31,0 0,0 0,0 38,0 118 0,0 0,0 0,0 0,0 62,0 19,2 0,0 0,0 198,0
2130 8 139 11,7 54,9 39,0 84 214 24 0,0 00 47,0 10,5 6,0 13 00 0,0 450 101 2,0 05 207,0
2007 12,3 12,3 58,8 48,0 10,0 209 16,3 00 0,0 34,0 55 0,0 00 0,0 0,0 650 106 2,0 02 72,0
Média 11,0 11,0 50,9 47,0 10,1 216 20,6 0,0 0,0 36,2 11 12 0,3 0,0 0,0 61,2 124 16 0,3 389,0
Desvio 2,3 12 6,2 6,5 15 04 6,9 0,0 0,0 7,0 34 2,7 0,6 0,0 0,0 9,5 41 0,9 0,2 304,1
Minimo 84 93 429 39,0 84 209 12,7 00 00 28,0 36 0,0 0,0 00 0,0 450 89 00 0,0 107,0
Maximo 139 12,3 58,8 55,0 121 220 31,0 00 0,0 47,0 11,8 6,0 13 00 0,0 700 192 2,0 05 72,0
2018 g g 10,3 10,0 454 44,0 97 22,0 131 0,0 00 45,0 59 1,0 01 00 0,0 54,0 71 00 0,0 261,0
1008 2 é 10,9 11,2 51,5 47,0 10,3 217 15,2 00 0,0 65,0 99 0,0 0,0 00 0,0 330 50 2,0 03 604,0
3428 § é’g 11,2 10,2 48,6 43,0 91 211 30,6 0,0 00 30,0 92 0,0 00 00 0,0 680 208 20 06 247,0
813 £ 5 9,0 87 403 45,0 96 215 20,2 00 0,0 52,0 10,5 00 0,0 0,0 0,0 40,0 81 8,0 16 400,0
1108 6 3 9,9 78 344 34,0 78 225 19,3 0,0 0,0 25,0 48 2,0 0,4 0,0 0,0 69,0 133 4,0 08 691,0
Média 10,3 96 44,0 42,6 93 21,8 19,7 0,0 00 434 81 06 01 0,0 0,0 528 109 32 07 440,6
Desvio 0,9 13 6,8 5,0 0,9 05 6,8 0,0 0,0 16,3 2,5 09 0,2 0,0 0,0 16,2 6,3 3,0 0,6 200,5
Minimo 9,0 78 344 34,0 78 211 131 0,0 0,0 25,0 48 0,0 0,0 0,0 0,0 33,0 5,0 0,0 0,0 2470

Méximo 112 112 51,5 41,0 10,3 22,5 30,6 00 00 65,0 10,5 2,0 04 00 0,0 69,0 208 8,0 16 691,0
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Tabela 17. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéao artificial (D14); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagéo artificial em tempo fixo (IATF)-D14

Numero do 00 Eritrograma Leucograma Plaquetograma
bovino y 0 indfilas (9 ilos (¢ infécitos (% 6citos (9 Nimero de
Hemécas  Hemoglobina Hematocrito PR CHOM Leucditos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfdcitos (%) Mondcitos (%) s
¢ /mm? dl % dl  /mm?
(X107 lg/d) ) lfd) (10/mr) 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® (10%mm?)
3466 9,7 113 533 55,0 11,7 21,2 14,2 0,0 0,0 37,0 53 6,0 09 0,0 0,0 57,0 8,2 0,0 0,0 479,0
)
1807 _E 9,0 10,0 46,8 52,0 11,1 214 12,9 1,0 0,1 40,0 52 0,0 0,0 0,0 0,0 56,0 72 3,0 04 347,0
c
39 8 11,2 10,2 48,9 44,0 9.1 20,9 256 0,0 0,0 34,0 87 1,0 03 0,0 0,0 63,0 16,1 20 0,5 3210
2130 8 13,7 11,5 54,2 40,0 84 212 16,9 0,0 0,0 30,0 51 1,0 0,2 0,0 0,0 69,0 11,7 0,0 0,0 200,0
2007 89 12,1 4 35 15.6 37 131 0 0 kY] 4,19 0 0 0 0 66 8.65 2 0,26 612,0
Média 10,5 11,0 48,8 45,2 10,4 233 16,5 0,2 0,0 34,6 57 16 03 0,0 0,0 62,2 10,8 14 0,2 391,8
Desvio 2,0 0,9 53 83 18 4,7 53 04 0,0 40 1,7 2,5 0,4 0,0 0,0 56 40 13 0,2 158,0
Minimo 89 10,0 41,0 35,0 84 20,9 12,9 0,0 0,0 30,0 42 0,0 0,0 0,0 0,0 56,0 12 0,0 0,0 200,0
Maximo 137 121 54,2 55,0 11,7 31,7 25,6 1,0 0,1 40,0 8,7 6,0 09 0,0 0,0 69,0 16,1 3,0 05 612,0
2018 g g 11,2 10,7 49,5 44,0 96 216 139 0 0 27,0 38 2,0 03 1,0 01 69,0 9,6 1,0 0,1 439,0
on
1008 g g 11,1 113 52,9 48,0 10,3 214 12,9 0,0 0,0 47,0 6,1 0,0 0,0 0,0 0,0 48,0 6,2 50 0,7 704,0
T L
3462 .g ‘;% 10,8 9,8 46,0 43,0 91 214 173 0,0 0,0 35,0 6,1 2,0 04 0,0 0,0 58,0 10,3 50 0,7 587,0
[Tl
813 E E 10,1 93 454 45,0 98 204 18,4 0,0 0,0 50,0 9,2 0,0 0,0 0,0 0,0 45,0 83 50 0,9 400,0
e
1108 6 [ 10,0 84 383 35,0 77 219 189 00 0,0 30,0 57 0,0 0,0 0,0 0,0 65,0 123 50 1,0 595,0
10,6 99 46,4 43,0 93 213 16,3 0,0 0,0 378 6,1 0,8 0,1 0,2 0,0 57,0 93 42 0,7 545,0
Desvio 0,5 11 54 48 1,0 0,6 2,7 0,0 0,0 10,2 2,0 11 0,2 04 0,1 10,4 23 18 03 1243
Minimo 10,0 84 383 35,0 17 20,4 12,9 0,0 0,0 27,0 38 0,0 0,0 0,0 0,0 45,0 6,2 1,0 0,1 400,0

Méximo 112 11,3 52,9 48,0 10,3 21,9 18,9 0,0 0,0 50,0 9,2 2,0 04 1,0 01 69,0 12,3 50 1,0 704,0
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Tabela 18. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéao artificial (D21); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagéo artificial em tempo fixo (IATF)-D21

Nimero Eritrograma Leucograma Plaquetograma
do Grupo
i ‘o . . . 0 (! indfilos (9 ilos (9 infécitos (9 beitas (9 N d
bovino Hemécias  Hemoglobina Hematéciito oM () HOM g CHCM  Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosingfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) plljarlr(;ireota:
imm2 (dl % ldl *Imm?
ba0mme) - (gt ) O QM et % et % et % e’ % e % 10’ (0%mm)
3466 98 114 54,2 55,0 17 211 17,6 0,0 00 320 56 0,0 00 00 00 650 114 30 05 140,0
V]
1807 ° 9,0 99 46,6 52,0 11,0 21,2 105 00 0,0 36,0 38 0,0 0,0 10 01 59,0 6,2 4,0 04 402,0
39 g 12,7 12,0 55,9 44,0 94 214 259 00 0,0 31,0 8,0 6,0 15 00 00 600 155 50 08 604,0
2130 8 138 17 55,1 40,0 85 21,2 225 00 00 29,0 65 0,0 00 00 00 700 158 1,0 02 312,0
2007 10,0 10,4 473 470 10,4 219 154 0,0 00 30,0 46 0,0 0,0 10 02 64,0 9,9 50 08 400,0
Média 11,0 111 51,8 47,6 10,2 214 184 00 0,0 316 57 12 03 04 01 636 118 36 05 3716
Desvio 21 09 45 6,0 13 03 6,0 0,0 00 2,7 17 2,7 07 05 01 44 40 17 02 168,0
Minimo 9,0 99 46,6 40,0 85 211 10,5 00 00 29,0 38 0,0 00 00 00 59,0 6,2 1,0 02 140,0
Méaximo 138 12,0 559 55,0 117 219 259 00 0,0 36,0 8,0 6,0 15 1,0 02 700 158 50 08 604,0
2018 g g 104 10,0 469 45,0 96 214 144 00 00 39,0 56 30 04 00 00 58,0 84 00 00 315,0
[S)]
1008 ¢ g 12,8 12,9 61,5 48,0 10,1 21,0 16,9 00 00 210 46 0,0 00 00 00 700 118 30 51,0 610,0
TL
3462 g ;E 17 10,6 50,7 430 90 20,9 203 0,0 00 39,0 79 70 01 00 00 540 110 00 0,0 299,0
(O]
813 T § 10,0 92 444 450 93 208 15,0 0,0 00 46,0 6,9 0,0 00 00 00 50,0 75 4,0 06 190,0
e
1108 6 E 10,4 84 36,7 350 8,0 228 19,3 0,0 00 35,0 67 0,0 00 00 00 600 115 50 1,0 691,0
Média 11 10,2 480 432 92 214 17,2 0,0 00 372 63 2,0 01 00 00 584 100 24 10,5 4210
Desvio 12 17 91 49 08 08 2,6 00 00 6,9 13 31 02 00 00 75 2,0 23 226 216,9
Minimo 10,0 84 36,7 35,0 8,0 20,8 144 0,0 00 210 46 0,0 00 00 00 50,0 75 00 00 190,0

Méaximo 128 12,9 61,5 48,0 10,1 228 20,3 0,0 0,0 46,0 79 70 04 0,0 0,0 70,0 118 50 51,0 691,0
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Tabela 19. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéao artificial (D28); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagdo artificial em tempo fixo (IATF)-D28

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo
i L. . . L 0 0 ingfilos (9 i10s (9 infgci 0 Aci 0 N{
bovino Hemécias Hemoglobina  HematGito oM () HOM g CHCM  Leucéeitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosingfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) pllJ;ir:t;Se
imm2 ll % dl *mm?
baoimme) - (gid) %) Ol Ay e % 0 % 0 % e % 10’ % i0mf (10%/mms)
3466 73 12,9 403 55,0 175 320 173 00 0,0 49,0 85 20 04 0,0 00 48,0 83 1,0 02 153,0
[0]
1807 ° 6,1 10,1 31 51,0 16,6 324 78 0,0 00 320 25 0,0 0,0 0,0 0,0 66,0 52 2,0 02 672,0
39 é 89 123 385 430 137 319 173 0,0 0,0 470 81 1,0 02 0,0 00 50,0 87 20 04 302,0
2130 8 9,9 124 39,1 40,0 12,6 316 205 0,0 0,0 200 41 0,0 0,0 0,0 0,0 750 154 50 10 154,0
2007 75 119 358 48,0 15.8 332 12,2 00 0,0 310 38 00 00 0,0 00 67,0 82 20 03 910,0
Média 79 11,9 370 474 151 322 15,0 0,0 00 3538 54 06 01 0,0 0,0 61,2 91 24 04 438,2
Desvio 15 11 37 6,0 23 06 50 00 0,0 121 2,7 09 02 0,0 0,0 11,7 38 15 04 3383
Minimo 61 10,1 311 40,0 12,6 316 78 0,0 0,0 20,0 25 00 00 0,0 00 48,0 52 1,0 02 153,0
Méaximo 9,9 129 403 55,0 175 332 205 0,0 0,0 49,0 85 2,0 04 0,0 0,0 750 154 50 1,0 910,0
2018 g g 87 10,2 388 440 117 26,3 15,9 00 0,0 370 49 20 03 0,0 00 60,0 79 1,0 01 223,0
oon
lo08 ¢ g 87 13,0 41,0 470 15,0 317 10,2 00 0,0 40,0 41 20 02 1,0 01 57,0 58 00 00 410,0
TLa
3462 g ;E 8,6 11,8 36,8 43,0 137 321 117 0,0 00 45,0 53 1,0 01 0,0 0,0 54,0 63 00 00 480,0
[Ole]
813 <t 65 93 29,0 450 143 320 117 0,0 0,0 48,0 5,6 00 00 0,0 00 52,0 61 00 00 2910
e
1108 6 [ 73 85 248 34,0 117 343 146 0,0 0,0 39,0 57 0,0 0,0 1,0 01 60,0 88 00 00 469,0
Média 8,0 10,6 341 42,6 133 313 12,8 00 0,0 418 51 1,0 01 04 00 56,6 70 02 00 3746
Desvio 1,0 18 6,9 5,0 15 30 23 0,0 0,0 45 07 10 01 05 01 36 13 04 01 1132
Minimo 65 85 248 34,0 117 26,3 10,2 0,0 0,0 370 41 00 00 0,0 00 52,0 58 00 00 223,0

Méaximo 8,7 13,0 41,0 47,0 15,0 343 159 0,0 0,0 48,0 57 2,0 03 1,0 01 60,0 88 1,0 01 480,0
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Tabela 20. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéao artificial (D35); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimacéo artificial em tempo fixo (IATF)-D35

Nimero Eritrograma Leucograma Plaquetograma
do Grupo -
bovino Hen;écias Hemoglobin Hematéciito P CHCM  Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) %T;ig::
ba0ime) 2 (g/d) ) (od) (ot 10%mm* % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® (10%mmd)
3466 74 13,2 39,6 54,8 175 32,0 21,0 0,0 0,0 45,0 95 10 0,2 0,0 0,0 52,0 10,9 2,0 0,4 129,0
1807 § 6.8 115 345 52,0 16,6 324 85 00 0,0 350 30 20 02 00 00 62,0 53 1,0 01 453,0
39 é 73 13,6 40,9 44,0 137 319 19,5 00 0,0 370 72 0,0 0,0 0,0 00 630 123 0,0 0,0 356,0
2130 8 73 136 40,7 40,0 12,6 316 235 00 0,0 49,0 115 0,0 0,0 1,0 02 500 118 0,0 0,0 4130
2007 70 125 375 48,0 15.8 332 10,9 00 0,0 25,0 21,2 0,0 0,0 00 00 70,0 76 5,0 05 740,0
Média 71 129 38,6 478 151 322 16,7 0,0 0,0 382 117 06 01 02 0,0 59,4 9,6 16 0,2 4182
Desvio 03 09 2,7 6,0 23 0,6 6,6 0,0 0,0 9,3 9,2 09 01 04 01 83 30 2,1 03 2193
Minimo 6.8 115 345 40,0 12,6 316 85 00 0,0 250 30 0,0 0,0 0,0 00 50,0 53 0,0 0,0 129,0
Maximo 74 136 40,9 54,8 175 332 235 0,0 0,0 49,0 212 2,0 0,2 1,0 02 700 123 5,0 05 740,0
2018 g g 65 10,4 31,2 44,0 10,7 222 114 00 0,0 40,0 46 0,0 0,0 00 00 60,0 6.8 0,0 0,0 370,0
1008 z é 74 131 39,2 47,0 15,0 347 10,5 00 0,0 39,0 41 50 05 0,0 00 55,0 58 1,0 01 395,0
3462 g g’g 76 12,8 385 43,0 137 321 97 00 0,0 48,0 47 1,0 01 00 00 51,0 49 0,0 0,0 510,0
813 ©§ 5,0 91 213 45,0 143 30,0 74 0,0 0,0 67,0 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 30,0 22 30 02 342,0
1108 B S 5,0 1,7 23,0 34,0 11,7 343 17,2 0,0 0,0 54,0 93 0,0 0,0 0,0 0,0 45,0 1,7 1,0 0,2 361,0
Média 6,3 10,6 318 42,6 131 30,7 11,2 0,0 0,0 49,6 55 12 01 0,0 0,0 48,2 55 1,0 01 395,6
Desvio 13 23 70 50 18 51 36 00 0,0 115 21 22 02 00 00 11,6 21 12 01 66,7
Minimo 5,0 1,7 23,0 34,0 10,7 22,2 74 0,0 0,0 39,0 41 0,0 0,0 0,0 0,0 30,0 2,2 0,0 0,0 342,0

Maximo 7,6 131 39,2 47,0 15,0 34,7 17,2 0,0 00 67,0 9,3 50 0,5 0,0 0,0 60,0 77 3,0 0,2 510,0
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Tabela 21. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma

gondii* (amostra RH), pos-inseminacéao artificial (D42); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pds-inseimagdo artificial em tempo fixo (IATF)-D42

Nimero Eritrograma Leucograma Plaquetograma
do Grupo
i - ) y - 9 9 indfilos (9 ilos (9 infécitos (9 eitos (¥ Nimero de
bovino Hemécias Hemoglobin Hematocrito oM () HOM (3 CHCM  Leuctcitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) plljaqietas
Eimm? ll % ldl S mm?
(A0mme) - agid) () O QO™ g e % e % W’ % e % et % 0%’ (ao'inm)
3466 78 11,8 34,0 44,0 15,0 35,0 19,0 0,0 0,0 49,1 93 16 03 0,0 0,0 46,3 88 29 0,6 170,0
[}
1807 0 71 104 32,0 45,0 15,0 33,0 9,0 0,0 0,0 33,0 30 4,0 04 0,0 0,0 59,0 53 1,0 0,4 394,0
39 é 78 11,6 35,0 45,0 15,0 33,0 21,0 0,0 0,0 45,0 95 0,0 0,0 0,0 0,0 5,0 115 0,0 0,0 320,0
2130 8 8,0 121 36,0 45,0 15,0 34,0 223 00 0,0 49,0 109 0,0 0,0 0,0 00 510 114 0,0 0,0 3200
2007 72 108 32,0 44,0 15,0 34,0 10,1 00 0,0 36,0 36 0,0 0,0 0,0 0,0 61,0 6,2 30 30 650,0
Média 76 113 338 44,6 15,0 38 16,3 0,0 0,0 424 73 11 01 0,0 0,0 54,5 8,6 14 08 3708
Desvio 04 07 18 05 0,0 08 6,3 0,0 0,0 75 37 18 0,2 0,0 0,0 6,0 2,9 15 13 176,0
Minimo 71 104 32,0 44,0 15,0 33,0 9,0 0,0 0,0 33,0 30 0,0 0,0 0,0 0,0 46,3 53 0,0 0,0 170,0
Maximo 8,0 121 36,0 45,0 15,0 35,0 223 0,0 0,0 49,1 109 4,0 04 0,0 0,0 610 115 30 30 650,0
2018 g g 75 113 34,0 45,0 15,0 33,0 99 0,0 0,0 36,0 36 0,0 0,0 0,0 0,0 61,0 6,0 30 03 294,0
on
008 ¢ g 7 117 34,0 44,0 15,0 34,0 8,6 0,0 0,0 24,0 21 6,0 05 0,0 00 65,0 5,6 50 0,4 312,0
T
3462 g :‘:’5 81 124 37,0 46,0 15,0 34,0 9,6 00 0,0 310 30 6,0 0,6 0,0 00 59,0 57 4,0 04 466,0
[Tl
813 £ § 6,9 104 31,0 45,0 15,0 34,0 8,9 0,0 0,0 33,0 29 0,0 0,0 0,0 0,0 64,0 5,7 30 03 298,0
.. O
1108 6 - 6,8 10,0 30,0 44,0 15,0 33,0 183 0,0 0,0 46,0 84 0,0 0,0 0,0 0,0 52,0 9,6 2,0 0,3 412,0
Média 74 11,2 332 448 15,0 336 111 00 0,0 34,0 40 24 0,2 0,0 00 60,2 6,5 34 03 356,4
Desvio 05 1,0 28 08 0,0 05 41 0,0 0,0 8,0 25 33 03 0,0 0,0 52 17 11 01 781
Minimo 6,8 10,0 30,0 44,0 15,0 33,0 8,6 00 0,0 24,0 21 0,0 0,0 0,0 00 52,0 5,6 2,0 03 294,0
Maximo 81 124 37,0 46,0 15,0 34,0 183 0,0 0,0 46,0 84 6,0 0,6 0,0 0,0 65,0 9,6 50 04 466,0




95

Tabela 22. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D49); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pré-inseimacdo artificial em tempo fixo (IATF)-D49

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo
i - . . L. 0 0 indfilos (¢ ilos (¥ infoci 0 hei 0 N
bovino Hemécias Hemoglobina  Hematocrito oM i) HOM o) CHCM  Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfacitos (%) Mondcitos (%) ptljz:?:]reot::
/mm? ldl % fdl *Imm
(0mme) - (g/d) ) @) oM™y e % e % e’ % e % 0’ % 10 (0%mm)
3466 71 10,6 32,0 45,0 15,0 330 179 0,0 0,0 51,0 91 30 03 0,0 0,0 45,0 8,0 2,0 04 2220
]
1807 ° 75 114 34,0 45,0 15,0 34,0 8,5 0,0 0,0 320 2,7 6,0 05 0,0 0,0 59,0 50 30 0,6 3440
39 é 6,8 10,0 30,0 44,0 15,0 330 19,9 0,0 0,0 44,0 88 0,0 0,0 0,0 0,0 56,0 111 0,0 0,0 300,0
2130 8 6,3 94 28,0 44,0 15,0 34,0 21,0 0,0 0,0 48,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 52,0 11,0 0,0 0,0 331,0
2007 6,6 10,0 30,0 45,0 15,0 330 9,6 0,0 0,0 34,0 33 0,0 0,0 0,0 0,0 64,0 6,1 2,0 0,2 590,0
Média 6,9 10,3 308 44,6 15,0 334 154 0,0 0,0 418 6,8 18 0,2 0,0 0,0 55,2 8.2 14 0,2 3574
Desvio 05 08 23 05 0,0 05 59 0,0 0,0 84 35 2,7 0,2 0,0 0,0 72 28 13 0,2 1384
Minimo 6,3 9,4 28,0 44,0 15,0 33,0 8,5 0,0 0,0 32,0 2,7 0,0 0,0 0,0 0,0 45,0 50 0,0 0,0 2220
Maximo 75 114 34,0 45,0 15,0 34,0 21,0 0,0 0,0 51,0 10,0 6,0 05 0,0 0,0 64,0 11 30 06 590,0
2018 g g 71 10,7 32,0 45,0 15,0 33,0 91 0,0 0,0 27,0 25 6,0 05 0,0 0,0 65,0 59 2,0 0,2 303,0
o0
1008 ¢ g 81 12,3 37,0 46,0 15,0 33,0 98 0,0 0,0 28,0 2,7 70 0,7 0,0 0,0 61,0 6,0 3,0 03 388,0
T Lo
3462 g ;’% 77 118 35,0 45,0 15,0 34,0 10,0 0,0 0,0 23,0 23 6,0 0,6 0,0 0,0 69,0 6,9 20 0,2 361,0
00T
813 £ § 70 10,7 32,0 46,0 15,0 330 9,0 0,0 0,0 28,0 25 5,0 05 0,0 0,0 62,0 56 30 03 3220
.. O
1108 '(5 [ 8,0 117 35,0 44,0 15,0 330 178 0,0 0,0 44,0 78 0,0 0,0 0,0 0,0 54,0 9,6 2,0 03 384,0
Média 76 114 342 452 15,0 332 111 0,0 0,0 30,0 36 48 04 0,0 0,0 62,2 6.8 24 0.2 351,6
Desvio 05 0,7 2.2 08 0,0 04 37 0,0 0,0 81 24 28 03 0,0 0,0 55 16 05 01 37,8
Minimo 70 10,7 32,0 44,0 15,0 330 9,0 0,0 0,0 230 23 0,0 0,0 0,0 0,0 54,0 56 2,0 0.2 303,0

Maximo 8,1 123 37,0 46,0 15,0 34,0 178 0,0 0,0 44,0 78 7,0 0,7 00 0,0 69,0 9,6 3,0 03 388,0
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Tabela 23. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D56); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pds-inseimacéo artificial em tempo fixo (IATF)-D56

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo :
bovino Hen;écias Hemoglobina Hematéciito oM () HOM (69 CHCM  Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfacitos (%) Mondcitos (%) I\FIJLIJ:;?;::
bavimm) - (o) ) gd) (e 10mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® (10%mmd)
3466 78 11,7 350 450 15,0 330 18,7 00 0,0 48,0 9,0 20 04 0,0 0,0 47,0 88 30 05 354,0
1807 é 73 11,2 33,0 45,0 15,0 34,0 9,6 0,0 0,0 30,0 29 6,0 0,6 0,0 0,0 61,0 59 3,0 03 402,0
39 é 76 11,6 35,0 46,0 15,0 330 18,0 00 0,0 42,0 7,6 00 0,0 00 0,0 580 104 00 0,0 330,0
2130 8 72 104 310 43,0 14,0 34,0 19,1 0,0 0,0 44,0 84 0,0 0,0 0,0 0,0 540 103 20 04 360,0
2007 6.2 94 280 450 15,0 340 101 00 0,0 270 2,7 30 03 0,0 0,0 65,0 6,6 50 05 420,0
Média 72 109 324 448 148 336 151 00 0,0 38,2 6,1 22 02 0,0 0,0 57,0 84 2,6 03 3132
Desvio 07 1,0 30 11 04 05 48 00 0,0 92 31 25 02 0,0 0,0 6,9 21 18 02 36,8
Minimo 6,2 94 28,0 43,0 14,0 33,0 9,6 0,0 0,0 27,0 2,7 0,0 0,0 0,0 0,0 47,0 59 0,0 0,0 330,0
Maximo 78 11,7 350 46,0 15,0 34,0 19,1 0,0 0,0 48,0 9,0 6,0 0,6 0,0 0,0 65,0 10,4 5,0 05 420,0
2018 g g 6,5 101 300 46,0 16,0 34,0 89 00 0,0 320 28 6,0 05 0,0 0,0 60,0 53 2,0 02 3410
1008 Z é 6,9 10,4 31,0 45,0 15,0 33,0 8,7 0,0 0,0 33,0 29 7,0 0,6 0,0 0,0 58,0 5,0 2,0 0,2 316,0
3462 ;“; %g 75 11,0 33,0 44,0 15,0 330 114 0,0 0,0 24,0 2,7 50 0,6 0,0 0,0 68,0 78 2,0 03 296,0
813 T § 72 11,2 33,0 46,0 16,0 34,0 8,9 0,0 0,0 29,0 2,6 70 0,6 0,0 0,0 61,0 54 30 03 394,0
1108 '@ S 72 10,7 32,0 44,0 15,0 330 183 00 0,0 45,0 82 00 0,0 0,0 0,0 52,0 95 30 06 300,0
Média 71 10,7 318 450 154 334 11,2 00 0,0 32,6 39 5,0 05 0,0 0,0 59,8 6,6 24 03 3294
Desvio 04 04 13 1,0 0,5 05 41 0,0 0,0 78 24 29 03 0,0 0,0 58 19 0,5 0,2 40,2
Minimo 6,5 10,1 30,0 44,0 15,0 33,0 8,7 0,0 0,0 24,0 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 52,0 5,0 2,0 0,2 296,0

Maximo 75 11,2 33,0 46,0 16,0 34,0 18,3 0,0 0,0 45,0 8,2 7,0 06 0,0 0,0 68,0 95 30 0,6 394,0
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Tabela 24. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D63); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagao artificial em tempo fixo (IATF)-63

Nimero Eritrograma Leucograma Plaquetograma
do Grupo
bovino Hemécias  Hemoglobina Hematcito CHCM  Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfdcitos (%) Mondcitos (%) Nimero de
W) (g) ) VCM (fmf) HCM (pg) Od)  (ofimm) " - . P P P P — plaguetas
b 107/mm % 107/mm % 10°/mm %  10°/mm %  10°/mm %  10°/mm (10°/mm2)
3466 84 125 38,0 45,0 15,0 330 19,0 0,0 0,0 46,0 87 30 06 00 0,0 49,0 93 2,0 04 266,0
1807 é 8,7 13,2 39,0 45,0 15,0 34,0 10,1 0,0 0,0 36,0 3,6 4,0 0,4 0,0 0,0 57,0 58 3,0 0,3 348,0
39 é 8,5 12,6 38,0 45,0 15,0 33,0 17,7 0,0 0,0 42,0 74 0,0 0,0 0,0 0,0 56,0 9,9 2,0 0,4 318,0
2130 8 6,7 10,1 30,0 45,0 15,0 34,0 20,1 0,0 0,0 45,0 9,0 0,0 0,0 0,0 0,0 53,0 10,6 2,0 0,4 4340
2007 63 9,6 29,0 46,0 15,0 330 93 0,0 00 24,0 22 40 04 00 00 68,0 63 4,0 04 396,0
Média 77 11,6 348 452 15,0 334 15,2 0,0 00 38,6 6.2 22 03 00 00 56,6 84 2,6 04 3524
Desvio 11 16 49 0,4 0,0 0,5 51 0,0 0,0 9,0 31 2,0 0,3 0,0 0,0 71 2,2 0,9 0,0 65,6
Minimo 6,3 9,6 29,0 45,0 15,0 33,0 9,3 0,0 0,0 24,0 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 49,0 58 2,0 0,3 266,0
Maximo 8,7 13,2 39,0 46,0 15,0 34,0 20,1 0,0 0,0 46,0 9,0 4,0 0,6 0,0 0,0 68,0 10,6 4,0 0,4 434,0
2018 g g 6,1 94 28,0 46,0 15,0 34,0 99 0,0 00 250 25 40 04 00 00 68,0 6,7 30 03 295,0
1008 Z é 6,3 9,4 28,0 44,0 15,0 34,0 79 0,0 0,0 31,0 2,4 6,0 0,5 0,0 0,0 61,0 48 2,0 0,2 384,0
3462 g %g 6,2 91 21,0 44,0 15,0 34,0 9,8 0,0 0,0 31,0 3,0 4,0 0,4 0,0 0,0 60,0 59 50 0,5 309,0
813 € 5 72 8,6 26,0 36,0 12,0 33,0 10,8 0,0 0,0 33,0 3,6 4,0 0,4 0,0 0,0 59,0 6,4 4,0 04 301,0
1108 '5 S 78 11,8 35,0 450 15,0 34,0 17,2 0,0 0,0 41,0 70 00 0,0 00 00 57,0 98 2,0 03 389,0
Média 6,7 9,7 28,8 43,0 14,4 33,8 11,1 0,0 0,0 32,2 3,7 3,6 0,3 0,0 0,0 61,0 6,7 3,2 0,3 335,6
Desvio 0,7 12 3,6 4,0 13 0,4 3,6 0,0 0,0 58 19 2,2 0,2 0,0 0,0 42 19 13 01 46,8
Minimo 6,1 8,6 26,0 36,0 12,0 33,0 79 0,0 0,0 25,0 2,4 0,0 0,0 0,0 0,0 57,0 438 2,0 0,2 295,0

Méaximo 78 118 35,0 46,0 15,0 34,0 172 0,0 0,0 41,0 7,0 6,0 05 0,0 0,0 68,0 98 50 05 389,0
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Tabela 25. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D70); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimacdo artificial em tempo fixo (IATF)-D70

Nimero Eritrograma Leucograma Plaguetograma
do Grupo -
bovino Hen;écias Hemoglobina Hematéciito VoM (1) HOM ) CHCM Leucécitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Mondcitos (%) l\:)lllarlgig;;
(40mme) (gl 0 @ 0Oy e % to%me® % i % it % 10%m® % 10%mmd (10%mm)
3466 6,9 10,0 30,0 43,0 14,0 33,0 18,2 0,0 0,0 44,0 8,0 2,0 0,4 0,0 0,0 51,0 9,4 2,0 0,4 371,0
1807 é 72 10,3 31,0 43,0 14,0 33,0 10,3 0,0 0,0 33,0 34 3,0 03 0,0 0,0 62,0 6,4 2,0 0,2 367,0
39 é 71 10,4 31,0 44,0 15,0 34,0 19,0 0,0 0,0 43,0 8,2 0,0 0,0 0,0 0,0 54,0 10,3 0,6 04 384,0
2130 8 78 9,5 28,0 36,0 12,0 34,0 197 0,0 0,0 47,0 93 0,0 0,0 0,0 0,0 530 104 0,0 0,0 366,0
2007 7,6 10,9 33,0 43,0 14,0 33,0 113 0,0 0,0 28,0 32 50 06 0,0 0,0 64,0 03 30 03 422,0
Média 73 10,2 30,6 41,8 138 334 157 0,0 0,0 39,0 6,4 2,0 02 0,0 0,0 56,8 74 15 03 382,0
Desvio 0,4 05 18 33 11 05 45 0,0 0,0 8,1 29 2,1 0,2 0,0 0,0 58 4.2 12 0,2 235
Minimo 6,9 95 28,0 36,0 12,0 33,0 10,3 0,0 0,0 28,0 3,2 0,0 0,0 0,0 0,0 51,0 03 0,0 0,0 366,0
Méximo 78 10,9 33,0 44,0 15,0 34,0 19,7 0,0 0,0 47,0 93 5,0 0,6 0,0 0,0 64,0 10,4 3,0 04 422,0
2018 £g 7,0 10,2 31,0 44,0 15,0 33,0 9,6 0,0 0,0 34,0 33 50 0,5 0,0 0,0 58,0 5,6 3,0 03 409,0
1008 2 g 6,3 9,0 27,0 43,0 14,0 33,0 8,6 0,0 0,0 370 2,2 30 03 0,0 0,0 56,0 48 4,0 03 463,0
3462 § i;’g 8,2 12,0 36,0 44,0 15,0 33,0 10,5 0,0 0,0 38,0 4,0 3,0 03 0,0 0,0 66,0 6,9 3,0 0,3 416,0
813 “E g 83 12,2 36,0 43,0 15,0 34,0 9,7 0,0 0,0 29,0 28 7,0 0,7 0,0 0,0 61,0 59 3,0 03 385,0
1108 (’3 F 74 10,6 32,0 43,0 14,0 330 16,8 0,0 0,0 43,0 70 2,0 03 0,0 0,0 52,0 9,0 30 05 446,0
Média 74 108 324 43,4 14,6 33,2 11,0 0,0 0,0 36,2 38 4,0 04 0,0 0,0 58,6 6,4 32 03 4238
Desvio 08 13 38 0,5 05 0,4 33 0,0 0,0 52 19 2,0 02 0,0 0,0 53 16 04 01 309
Minimo 6,3 9,0 27,0 43,0 14,0 330 8,6 0,0 0,0 29,0 2.2 2,0 03 0,0 00 52,0 48 30 03 385,0
Méaximo 83 12,2 36,0 44,0 15,0 34,0 16,8 0,0 0,0 43,0 70 70 07 0,0 0,0 66,0 9,0 4,0 05 463,0

**Amostra com hemélise
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Tabela 26. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D77); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pés-inseimagdo artificial em tempo fixo (IATF)-D77

Nimero Eritrograma Leucograma Plaquetograma
do Grupo
i - . L - 9 9 indfilos (9 ilos (9 infcitos (2 6citos (2 Nimero de
bovino Hemécias  Hemoglobina Hematcrio CHCM  Leucteitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basofilos (%) Linfécitos (%) Monécitos (%)

VCM (fm3) HCM (pg)

plaquetas

0amme) (g1 %) (o) (10%mm?) % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm® % 10%mm®  (10%mm9)
3466 71 10,7 32,0 45,0 15,0 33,0 19,1 0,0 0,0 31,0 41 2,0 0,0 0,0 0,0 64,0 9,2 30 0,7 3410
1807 é 74 11,2 34,0 46,0 15,0 33,0 8,6 0,0 0,0 32,0 2,8 4,0 0,3 0,0 0,0 59,0 51 50 0,4 458,0
39 é 74 11,8 33,0 45,0 16,0 36,0 20,3 0,0 0,0 40,0 8,1 0,0 0,0 0,0 0,0 58,0 11,8 2,0 04 422,0
2130 8 6,6 10,0 30,0 45,0 15,0 33,0 20,9 0,0 0,0 49,0 10,2 4,0 09 0,0 0,0 51,0 10,7 0,0 0,0 318,0
2007 74 114 34,0 46,0 15,0 34,0 72 0,0 0,0 37,0 2,7 30 0,2 0,0 0,0 56,0 40 4,0 0,3 466,0
Média 72 11,0 32,6 454 15,2 338 15,2 0,0 0,0 378 5,6 2,6 0,3 0,0 0,0 57,6 8,2 28 0,4 401,0
Desvio 0,3 0,7 1,7 0,5 04 13 6,7 0,0 0,0 73 34 17 0,4 0,0 0,0 47 34 19 0,3 67,8
Minimo 6,6 10,0 30,0 45,0 15,0 33,0 72 0,0 0,0 31,0 2,7 0,0 0,0 0,0 0,0 51,0 40 0,0 0,0 318,0
Maximo 74 11,8 34,0 46,0 16,0 36,0 20,9 0,0 0,0 49,0 10,2 4,0 09 0,0 0,0 64,0 11,8 50 0,7 466,0
2018 g g 71 10,8 32,0 45,0 15,0 34,0 9,0 0,0 0,0 40,0 3,6 50 05 0,0 0,0 51,0 46 4,0 0,3 308,0
1008 Z é 75 11,8 34,0 45,0 15,0 35,0 8,2 0,0 0,0 38,0 31 6,0 05 0,0 0,0 52,0 43 4,0 0,3 466,0
3462 g igg 1,7 11,7 35,0 45,0 15,0 35,0 10,4 0,0 0,0 34,0 35 4,0 0,4 0,0 0,0 58,0 6,0 4,0 05 267,0
813 E S 6,6 10,0 30,0 45,0 15,0 33,0 10,1 0,0 0,0 38,0 38 30 0,3 0,0 0,0 55,0 5,6 4,0 04 341,0
1108 6 S 7,0 10,5 32,0 46,0 15,0 33,0 17,5 0,0 0,0 43,0 75 2,0 0,4 0,0 0,0 53,0 9,2 2,0 0,4 490,0
Média 72 11,0 32,6 452 15,0 34,0 11,0 0,0 0,0 38,6 43 4,0 0,4 0,0 0,0 538 59 3,6 0,4 3744
Desvio 0,4 08 19 0,4 0,0 1,0 3,7 0,0 0,0 33 18 1,6 0,1 0,0 0,0 2,8 2,0 0,9 0,1 98,5
Minimo 6,6 10,0 30,0 45,0 15,0 33,0 82 0,0 0,0 34,0 31 2,0 0,3 0,0 0,0 51,0 43 2,0 0,3 267,0

Maximo 1,7 118 35,0 46,0 15,0 35,0 175 0,0 0,0 43,0 75 6,0 0,5 00 0,0 58,0 9.2 4,0 0,5 490,0
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Tabela 27. Valores hematoldgicos de vacas pertencentes aos grupos controle e experimentalmente infectado com Toxoplasma
gondii* (amostra RH), pos-inseminacéo artificial (D100); CPPAR/FCAV/UNESP - Jaboticabal - SP, Brasil.

Hemograma/Pds-inseimacdo artificial em tempo fixo (ATF)-D100

Nimero Eritrograma Leucograma Plaquetograma
do Grupo
bovino Hemécias Hemoglobina HematGcito CHCM  Leuctcitos Bastonetes (%) Segmentados (%) Eosindfilos (%) Basafilos (%) Linfdcitos (%) Monécitos (%) Nimero de
A VCM (fm3) HCM (pg) 3 plaquetas
0a0mm) - (gl ) @d) QO e % 1t % 10w % i’ % 10w % 10%mn (10%mm?
3466 74 11,2 34,0 46,0 15,0 330 189 00 0,0 41,0 77 00 0,0 0,0 0,0 560 106 30 06 402,0
1807 é 6,8 10,1 30,0 44,0 150 34,0 88 0,0 0,0 35,0 31 4,0 04 0,0 0,0 57,0 49 4,0 04 402,0
39 é 6,9 10,5 31,0 45,0 15,0 34,0 20,5 00 0,0 48,0 98 00 0,0 0,0 0,0 520 107 0,0 0,0 300,0
2130 8 71 105 320 45,0 150 33,0 18,6 0,0 0,0 47,0 8,7 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 93 30 06 381,0
2007 74 10,2 31,0 42,0 14,0 330 10,0 00 0,0 35,0 35 30 03 0,0 0,0 58,0 58 4,0 04 501,0
Média 71 105 316 4.4 14,8 B34 154 0,0 0,0 412 6,6 14 01 0,0 0,0 54,6 83 28 04 397,2
Desvio 03 04 15 15 04 05 55 00 0,0 63 31 19 02 0,0 0,0 34 27 16 02 71,6
Minimo 6,8 10,1 30,0 42,0 140 3,0 88 0,0 0,0 350 31 0,0 0,0 0,0 0,0 50,0 49 0,0 0,0 300,0
Méaximo 74 11,2 34,0 46,0 15,0 34,0 20,5 00 0,0 48,0 98 4,0 04 0,0 0,0 580 107 4,0 06 501,0
2018 g g 74 115 34,0 46,0 16,0 34,0 97 00 00 210 2,6 4,0 04 0,0 0,0 66,0 64 30 03 276,0
1008 2 é 77 117 35,0 45,0 15,0 330 98 00 0,0 30,0 29 20 02 0,0 0,0 66,0 65 2,0 02 4740
3428 g %g 76 11,8 350 46,0 16,0 34,0 11,0 0,0 0,0 30,0 33 30 03 0,0 0,0 64,0 70 30 04 298,0
813 <t 5§ 6,9 10,3 31,0 45,0 15,0 330 84 00 0,0 43,0 36 00 0,0 0,0 0,0 55,0 46 20 02 486,0
1108 6 3 70 10,6 320 46,0 15,0 330 18,0 00 0,0 48,0 8,6 20 04 0,0 0,0 470 85 30 05 4140
Média 73 11,2 334 45,6 15,4 334 114 00 0,0 35,6 42 22 02 0,0 0,0 59,6 6,6 2,6 03 389,6
Desvio 04 07 18 05 05 05 38 0,0 0,0 93 25 15 02 0,0 0,0 84 14 05 01 97,9
Minimo 6,9 10,3 31,0 45,0 150 33,0 84 0,0 0,0 27,0 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 47,0 46 2,0 0,2 276,0

Maximo 1,7 118 35,0 46,0 16,0 34,0 18,0 00 0,0 48,0 8,6 4,0 04 0,0 0,0 66,0 8,5 3,0 0,5 486,0




