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1. INTRODUCAO

As desordens reprodutivas em bovinos sdo responsaveis por grandes
prejuizos econdmicos acarretando aumento do numero de descartes, despesas
com tratamentos veterinarios, queda na producéo e diminui¢do da rentabilidade dos
diferentes sistemas de producdo. A neosporose tem sido apontada como a maior
causa da ocorréncia de falhas reprodutivas em diferentes rebanhos bovinos em
todo mundo. Essa doencga possui como agente etioldgico o protozoario intracelular
obrigatoério, Neospora caninum, sendo os canideos os hospedeiros definitivos, e os
bovinos, equinos e caprinos os hospedeiros intermediarios. Nos rebanhos atingidos
pela neosporose sdo observados abortos, repeticdo de cio, e por consequéncia
diminuicdo na producédo de leite e aumento de despesas veterinarias. Estudos
anteriores relataram que no Brasil sdo atribuidas perdas econbmicas anuais nos
rebanhos leiteiros de U$ 50 milhdes devido a falhas reprodutivas causadas pela
neosporose (REICHEL et al. 2013). Nos estudos conduzidos por GINDRI et al.
(2018) e SOUZA et al. (2017), foram analisados os fatores de risco e prevaléncia
da neosporose em rebanhos leiteiros do Rio Grande do Sul, onde foi evidenciado
uma elevada prevaléncia de rebanho (89%) e cerca de 32% de prevaléncia
individual, demonstrando assim a circulacdo do agente nos rebanhos, sendo a
aquisicdo de animais sem controle sanitario um fator de risco.

A principal forma de transmissdo da enfermidade € pela via vertical (via
transplacentaria). Uma possivel transmissao via venérea tem sido investigada e
sua implicacdo no uso das tecnologias de reproducéo assistida tem sido avaliada
em alguns estudos. A inseminacao artificial com sémen contaminado foi capaz de
promover a infecgcdo em novilhas (SERRANO et al., 2006), a identificagcdo do DNA
do N. caninum no fluido folicular indicou um tropismo do protozoario pelo ovario
bovino (SILVA et. 2012) e a eliminacdo via sémen de touros e carneiros infectados
naturalmente tem sido demonstrada (CAETANO DA SILVA et al., 2004: FERRE et
al., 2005, 2008; KOCH et al., 2019). Estes dados indicam a necessidade da
realizacdo de estudos complementares para elucidar a possivel transmissao do
agente via gametas e sua implicacdo no desenvolvimento embrionario inicial em
bovinos. Considerando que o animal portador do N. caninum pode eliminar o agente
de forma intermitente nas células germinativas, se submetido a processos
estressantes e imunossupressores, formulou-se a hipétese que o tempo decorrido
entre o parto ou aborto e a coleta da amostra pode influenciar na identificagéo do
DNA do agente. O objetivo do estudo foi avaliar se existe a presenca de DNA do
protozoario Neospora caninum no fluido folicular, tecido endometrial e na secrecéo
da glandula mamaria (leite) de fémeas bovinas naturalmente infectadas com N.
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caninum, em diferentes periodos (30,60 e 90 dias) ap0s parto a termo ou perda
reprodutiva (aborto).

2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado no periodo de marco a setembro de 2023, na Estacao
Experimental Terras Baixas (ETB) da Embrapa Clima Temperado. Foram utilizadas
fémeas bovinas da raca Jersey, com historico de sorologia positiva ao N. caninum
pelo teste de Elisa (kit comercial IDEXX® Neospora X2, IDEXX Laboratories, Inc.,
EUA).

As coletas das amostras foram realizadas em trés fémeas, sendo uma fémea
com relato de aborto ao redor do quinto més de gestacao, e as outras duas fémeas
sem a ocorréncia de perdas reprodutivas e com parto a termo. O fluido folicular,
amostra uterina e leite foram coletados em diferentes momentos, sendo efetuado
30, 60 e 90 dias apods o parto normal ou ocorréncia da falha reprodutiva (aborto).

Para a realizacdo da coleta das amostras de fluido folicular, as fémeas foram
submetidas a anestesia epidural baixa e a aspiracao folicular efetuada com o auxilio
de um aparelho de ultrassonografia equipado com uma sonda de 7,5 MHz e um
sistema de agulha acoplada a uma seringa. As amostras de tecido endometrial
foram coletadas posteriormente, por via transcervical, utilizando-se escovas
citologicas (Cytobrush). Para coletas de amostras de leite, os tetos ou papilas de
cada glandula mamaria foram higienizados e ordenhados manualmente.

Apés a coleta, as amostras foram mantidas em criotubos a -20°C até o envio
ao Laboratorio Axys Diagndstico Veterinario (Porto Alegre, RS) para realizagdo do
PCR em tempo real (rtPCR). A metodologia utilizada para o rtPCR foi segundo
protocolo utilizado pelo laboratério para a detecgcdo do N. caninum em outros
tecidos. O equipamento de PCR em tempo real utilizado foi QuantStudio da
ThermoFisher Scientific. O rtPCR para DNA do N. caninum em Syber Green
utilizando seguinte metodologia: 95°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos; 60°C por 30 segundos e 73 °C por 30 segundos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises via rtPCR detectaram a presenca de DNA do N. caninum no fluido
folicular em duas fémeas nas amostras coletadas 90 dias apés o parto, e/ou aborto,
conforme descrito na Tabela 1.

Esses resultados preliminares indicam uma circulagédo do agente de uma
forma intermitente no trato reprodutivo de fémeas bovinas com sorologia positiva
ao N. caninum. Da mesma forma, os estudos de FERRE et al. (2008) demonstraram
a presenca intermitente do parasita no sémen de touros experimentalmente
reinfectados e cronicamente infectados.

Ao nosso conhecimento, ha apenas um estudo demonstrando a detecgéo de
N. caninum no fluido folicular de fémeas com historico de aborto nos ultimos 90
dias antes da coleta das amostras (SILVA et. 2012). Portanto, a cinética da
deteccdo do DNA do agente em diferentes momentos apos o parto ou aborto ainda
é desconhecida.

O estudo ainda esta em andamento para obtencdo de resultados
complementares, com o acompanhamento e andlise molecular em amostras de
outros animais naturalmente infectados em diferentes periodos. Entretanto, esses
primeiros resultados indicam a presenca do DNA do protozoério no fluido folicular
90 dias apds a ocorréncia da falha reprodutiva e ou parto a termo, sugerindo
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implicag&o importante no uso das tecnologias de reproducao assistida em bovinos.
Nas proximas etapas sera avaliado o potencial de transmissdo da neosporose por
meio da produgao in vitro ou in vivo de embrides. Caso comprovada a possibilidade
de transmissao, a identificacdo dos momentos em que ha maior presenca de DNA
de N. caninum no trato reprodutivo apds o parto ou aborto pode nortear estratégias
para minimizar os riscos de transmisséo da doenca.

Tabela 1: Amplificacdo de DNA do protozoario N. caninum no fluido folicular (FF),
tecido endometrial (Cytobrush) e leite, em diferentes periodos ap6s o parto ou
aborto, de fémeas bovinas com sorologia positiva para N. caninum.

Animal e tipo de amostra Momento da coleta das amostras (apds aborto ou
parto a termo)
30 dias 60 dias 90 dias
01 FF - - -
01 Cytobrush - - -
01 Leite - - -
02 FF - - +
02 Cytobrush - - -
02 Leite - - -
03 FF - - +
03 Cytobrush - - -
03 Leite - - -

4. CONCLUSOES

Em fémeas bovinas naturalmente infectadas pelo protozoario N. caninum foi
detectado DNA do protozoario no fluido folicular 90 dias ap6s o parto e/ou aborto.
No entanto, ndo foi detectada a presenca do protozodrio em amostras de tecido
endometrial e no leite em nenhum dos periodos coletados durante o experimento.
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